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Acronimi

CMC ..o, Critical Micellar Concentration, Concentrazione Critica Micellare.
CTAB e Bromuro di cetil-trimetilammonio.
DDS . Drug Delivery System, Sistema di rilascio del farmaco.
1Y (1 USSR Mobil Composition of Matter.
MSN ..t Mesoporous Silica Nanoparticles, Nanoparticelle di silice mesoporosa.
NADPH ..ot Nicotinammide adenina dinucleotide fosfato.
NLC oottt Nano Lipid Carrier, Carrier lipidici nanostrutturati.
NMR...oooiiieee e Nuclear Magnetic Resonance, Risonanza Magnetica Nucleare.
PBS.c Phosphate-Buffered Saline, Tampone fosfato salino.
PEG oottt e st e e s a e e a e e ree e Glicole polietilenico.
P A e ettt sttt ettt et s Polilattato.
PLGA e Acido poli(lattico-co-glicolico).
RIS e e et Rate Determining Step.
ROS ., Reactive Oxygen Species, Specie reattive dell'ossigeno.
SBIA et enaaee s Santa Barbara Amorphous.
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Introduzione

I drug delivery system (DDS) sono formulazioni o dispositivi che consentono I’azione selettiva
di un farmaco sul sito target, senza effetti collaterali su organi o tessuti [1]; il termine drug
delivery system puo essere utilizzato come sinonimo di carrier di farmaco. Tali sistemi, inoltre,
consentono di superare alcune problematiche tipiche dei farmaci tradizionali, quali la scarsa
biodisponibilita, la stabilita limitata, I’impossibilita di regolare il profilo di rilascio, la presenza
di effetti collaterali [2]. Per questa ragione, i drug delivery system rappresentano una delle
principali innovazioni della medicina moderna e il loro impiego spazia da formulazioni per
I’uso topico, a farmaci per assunzione orale, fino a preparati iniettabili [3]. Tra 1 drug delivery
system, le particelle di silice sono particolarmente apprezzate per le loro caratteristiche di
biocompatibilita, biodegradabilita, versatilita e resistenza meccanica e termica [4]. Queste
particelle vengono generalmente prodotte mediante un processo sol-gel, in condizioni blande
di temperatura e pressione [5]. Le particelle ibride a base di silice, oggetto del presente lavoro
di tesi, uniscono alle proprieta della matrice silicea quelle della fase organica in essa inclusa
[6]. Esse includono principi attivi lipofili nella fase organica e sono in grado di incrementarne
biodisponibilita e stabilita; possono essere opportunamente funzionalizzate in superficie in
maniera da migliorare la specificita del farmaco e ridurne gli effetti collaterali [6].

Il principio attivo scelto per il presente lavoro di tesi, la curcumina, ¢ un potenziale candidato
per I’incorporazione in matrici ibride. La curcumina ¢ una sostanza lipofila, da secoli apprezzata
per le sue proprieta antisettiche e antinflammatorie [7]. Il suo utilizzo in medicina ¢ tuttavia
limitato a causa della sua scarsa biodisponibilita e stabilita nei mezzi acquosi [8]. Vari drug
delivery system quali nanoliposomi, nanoemulsioni e nanoparticelle polimeriche sono stati
impiegati in formulazioni contenenti curcumina [9]. In questo senso, le particelle ibride a base
di silice potrebbero rappresentare un’interessante alternativa, in grado di incrementare la
stabilita del principio attivo e allo stesso tempo proteggerlo efficacemente da luce, calore,
variazioni di pH. L’incorporazione di principio attivo in forma amorfa, inoltre, possibile in
queste particelle, puo incrementare la sua attivita verso le cellule [10].

Le particelle ibride contenenti curcumina realizzate nel presente lavoro di tesi sono ottenute
con un processo sol-gel che utilizza bromuro di cetil-trimetilammonio (CTAB) come agente
templante e tetraetil ortosilicato (TEOS) come precursore della silice. La curcumina viene
inglobata all’interno delle micelle di tensioattivo e ha ruolo di agente co-templante. Il
procedimento di sintesi determina la formazione di un filtrato di scarto che contiene un certo
quantitativo di materie prime. Lo scopo del presente lavoro di tesi € presentare un processo per
la valorizzazione di tale filtrato: questo scarto viene utilizzato per la sintesi di altre particelle.

I primo capitolo mostra una panoramica dello stato dell’arte riguardo la sintesi di particelle di
silice e il processo sol-gel, insieme ad un breve excursus riguardante 1’utilizzo delle particelle
ibride a base di silice come drug delivery system. Nel secondo capitolo si discute la possibilita
di sintetizzare particelle di silice mesoporosa e mesostrutturata a partire da scarti della
produzione industriale e si descrivono 1 principali processi impiegati a tale scopo. Il terzo
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capitolo illustra le principali problematiche di stabilita dei principi attivi farmaceutici e alcuni
case study di letteratura riguardanti la loro soluzione. In questo capitolo si pone particolare
attenzione sulle problematiche di stabilita tipiche della curcumina, riscontrate anche nello
svolgimento del lavoro sperimentale. Il quarto capitolo descrive la curcumina, le sue proprieta
chimiche e le principali applicazioni in campo farmaceutico; descrive, inoltre, 1 sistemi
nanotecnologici utilizzati per il suo rilascio insieme ai rispettivi vantaggi e svantaggi di
ciascuno. Il quinto, il sesto e il settimo capitolo illustrano le sintesi a partire da materie prime e
da filtrati, insieme alle tecniche di caratterizzazione utilizzate e ai risultati ottenuti. In una breve
appendice finale si descrive una sintesi da materie prime aggiuntiva, il cui studio ha fornito
importanti informazioni riguardanti la degradazione del principio attivo nell’ambiente basico
dei filtrati e delle possibili soluzioni a tale problematica.

In sintesi, nel presente lavoro si € sviluppato un processo di recupero di un filtrato di scarto. A
partire da tale filtrato ¢ stato possibile sintetizzare particelle ibride contenenti curcumina, e
impiegare percio la curcumina residua nel filtrato che avrebbe altrimenti rappresentato un
rifiuto.

I1 processo sviluppato prevede I’aggiunta di CTAB al filtrato appena ottenuto per proteggere la
curcumina dalla degradazione grazie al suo inserimento nelle micelle di tensioattivo.
L’efficienza di incorporamento della curcumina nel materiale ¢ stata piuttosto contenuta (8%),
ed ¢ stato possibile raggiungere un contenuto di curcumina nel materiale ibrido di solo lo 0.64%
w/w, percio sara necessario in futuro ottimizzare ulteriormente il processo. La fattibilita del
recupero della curcumina presente nel filtrato ¢ stata tuttavia dimostrata.
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Capitolo 1

Particelle di silice per il rilascio di farmaci

1.1. Introduzione

L’utilizzo di tecnologie submicrometriche ha consentito un progresso considerevole in tutti i
campi della scienza, dall’informatica, al settore dell’ecologia, alla medicina [3, 11]. In
particolare, lo studio delle particelle submicrometriche per il successivo impiego terapeutico €
uno degli ambiti piu prolifici e promettenti della ricerca medica [3].

In questo capitolo introduttivo si illustreranno le caratteristiche delle particelle di silice, con
particolare riguardo per i materiali ibridi da esse derivati. La silice (Si0,) ¢ un composto
inorganico, fra i maggiori costituenti della crosta terrestre e dei terreni; allo stato libero ¢
presente soprattutto nella sua forma cristallina, detta quarzo [12].

Le sospensioni colloidali' di particelle di silice, comunemente indicate come silici colloidali,
sono una materia prima per la produzione di vetri e vengono utilizzate, ad esempio,
nell’industria siderurgica e nella produzione di isolanti; hanno uso, peraltro, nell’industria
alimentare; rispetto al quarzo, in queste sospensioni la silice si trova in forma amorfa® [12]. La
silice colloidale puo essere impiegata nella produzione delle particelle di silice oggetto di questo
lavoro secondo il processo sol-gel, descritto nel paragrafo seguente.

! Un colloide ¢ una sospensione di particelle con dimensioni comprese fra 1 nm e 1 um disperse in un liquido [17].

2 Un materiale si dice amorfo quando non possiede una struttura cristallina ordinata [17].



1.2. Processo sol-gel

Sono processi sol-gel quelli in cui una soluzione acquosa di un alcossido metallico [M,,(OR) ]
¢ convertita in network inorganico. Da questi processi ¢ possibile ottenere vetri inorganici di
elevata purezza senza la necessita di temperature elevate; ¢ possibile, inoltre, sintetizzare silici
amorfe in varie forme (gel stampati, aerogel, xerogel, ...) ¢ materiali porosi per numerose
applicazioni [13].

In breve, un processo sol-gel prevede la conversione di un “sol”, un colloide di piccole particelle
disperse in un liquido, in “gel”, una sostanza costituita da un network continuo che include in
s¢ una fase liquida. Le reazioni sol-gel consistono quindi in una serie di reazioni di idrolisi e
condensazione di monomeri alcossido inorganici per formare particelle colloidali (sol) ed
ottenere poi la loro conversione in un network (gel) [13]. I momento del processo
corrispondente alla conversione, che consiste essenzialmente in un incremento di viscosita, ¢
detto punto di gel [14]. Al fine di sintetizzare gel di silice, precursori molto utilizzati sono gli
alcossisilani come tetrametil ortosilicato (TMOS) e tetraetil ortosilicato (TEOS). Le reazioni di
idrolisi del TEOS, mostrate in Figura 1.2.1, hanno inizio non appena dell’acqua ¢ aggiunta a
una soluzione di TEOS in condizioni acide, basiche o neutre, in presenza di un catalizzatore
che renda la velocita di reazione apprezzabile [13].

] Idrolisi o )
—Si—OR + H,0 —=F———— —Si—OH + ROH
- Riesterificazione
Alcossisilano Acqua, Silanolo Aleal
Condensazione
(si forma acqua)

—Si—OH +—Si—0OH —Si—0—5— + H;0
| Idrolisi
Silanolo Silanolo Silossano Acqua
Condensazione

(si forma alcol) | |

—S8i—0OH +—S§81—0R =——== —5i—0—51— +ROH
Aleolisi L |

Silanolo Alcossisilano Silossano Aleel

Figura 1.2.1. Sequenza di reazioni per la sintesi di silici a partire da alcossisilani [15].

Il meccanismo di idrolisi dipende dal catalizzatore, mentre la sua velocita dipende dal pH, dal
rapporto acqua/alcossido e dal solvente. Gli alcossisilani non sono solubili in acqua, percio €
spesso necessario impiegare un co-solvente organico al fine di facilitarne I’idrolisi [16].
Generalmente si sceglie 1’alcol corrispondente al gruppo alcossido (ad esempio, nel caso di
TMOS, la scelta ricade sul metanolo), ma sono riportati esempi di altri alcol utilizzati nella
sintesi. Questa scelta consente un miglior controllo della cinetica del processo: diversamente,
I’alcossido va incontro a reazioni di scambio con gli alcol che hanno un effetto determinante
sulla cinetica del processo finale e devono quindi essere tenute in conto [13].



In breve, il processo sol-gel schematizzato in Figura 1.2.1 ¢ riassumibile in due passaggi:

1. Idrolisi del precursore della silice. In presenza di acqua (ed eventualmente di un alcol
che ne facilita la solubilizzazione), il precursore della silice idrolizza dando un silanolo
(—=Si — OH) e un alcol (R — OH). Questa reazione ¢ un equilibrio, dunque, insieme
all’idrolisi, avremo anche una ri-esterificazione [13].

2. Formazione della struttura silossano —Si — O — Si —. La formazione di un silossano puo
avvenire in due maniere: il silanolo formato al passaggio precedente puo reagire con un
altro silanolo (dando silossano ed acqua) o con il precursore alcossido (dando silossano
e alcol).

All’aumentare dei ponti silossano, le particelle formano aggregati, i quali costituiscono la fase
sol e si disperdono nella soluzione. Condensando fra di loro, i cluster silicati possono dar forma
al network che costituisce il gel. Dal momento che idrolisi € condensazione avvengono in
contemporanea, non ¢ detto che la condensazione dei silanoli cominci solamente dopo che tutto
il precursore presente ha idrolizzato [15].

Data la complessita di un processo sol-gel, sono numerosi i parametri che determinano il
prodotto finale: di seguito si approfondiranno i principali.

1.2.1. Rapporto acqua/alcossido

Tutti gli stadi del processo sol-gel sono fortemente influenzati dal rapporto acqua/alcossido: la
struttura del gel finale, infatti, dipende dal tempo di gelazione, il quale a sua volta dipende
dall’equilibrio fra idrolisi e condensazione; tale equilibrio ¢ in ultima analisi determinato dal
rapporto acqua/alcossido [14]. Il valore stechiometrico del rapporto acqua/alcossido (7, o R,
in letteratura) ¢ pari a 4: cio indica che, per idrolizzare completamente un alcossido tetravalente,
sono necessarie 4 molecole d’acqua [13].

Vari studi mostrano che I’aumento del rapporto acqua/alcossido determina un maggiore
contenuto di silice [15]. L affermazione non ¢ del tutto ovvia, in quanto tra gli stadi del processo
sol-gel la condensazione pud determinare formazione di acqua; secondo il principio di Le-
Chatelier, dunque, la presenza di maggior quantita d’acqua dovrebbe spostare verso 1 reagenti
’equilibrio della reazione di condensazione. Grazie alla maggiore solubilita della silice e alla
maggior concentrazione di ione idrossido, tuttavia, lo step di condensazione risulta
cineticamente favorito da un rapporto acqua/alcossido maggiore [15].

1.2.2. Tipo e quantita di catalizzatore

Un catalizzatore ¢, come noto, una sostanza in grado di incrementare la velocita di una reazione
senza essere consumata nel processo [17]. In un processo sol-gel, la struttura del sol dipende
essenzialmente dalla scelta del catalizzatore; anche la velocita della transizione sol-gel e il
tempo di gelazione, percid, ne saranno fortemente dipendenti [13]. Una prima necessaria
distinzione, che determina due differenti percorsi di reazione per il processo sol-gel, ¢ quella
fra catalizzatore acido e catalizzatore basico.

Nei processi con catalisi acida, I’ossigeno del gruppo —Si — OR si comporta da nucleofilo
attirando 1 protoni liberi in soluzione; diventa dunque “piu positivo” e attrae a sé gli elettroni
del silicio, che assume una carica parziale positiva (la sequenza di reazioni ¢ mostrata in Figura
1.2.2) [13].



Protonazione di —S8i—0R

A A

=5i-0R +(H) = =5i-0_ — =510, + HOH — =5i-OH + ROH
R R
Idrolisi

Protonazione di —Si—0H
. ~H ~H
=5i-OH +{H} — =Si-0, — 55'.-0‘\ + 5i-OH —» =5i-0-5i=
H R

Condensazione

Figura 1.2.2. Idrolisi e condensazione nel processo in catalisi acida [13].

Il silicio diventa un elettrofilo, piu reattivo nei confronti dell’acqua; I’ultimo passaggio delle
reazioni di idrolisi consiste nella formazione di un gruppo silanolo = Si — OH e di un alcol R —
OH . Anche nella fase di condensazione 1’atomo di silicio si comporta da nucleofilo; tuttavia,
dal momento che la velocita di reazione dipende dalla densita elettronica dell’atomo di silicio,
massima nella forma —Si — OR 1iniziale, in catalisi acida la velocita di reazione diminuisce nel
corso del processo e I’idrolisi ¢ percio piu rapida della condensazione (in Figura 1.2.3 ¢
mostrato 1’ordine di reattivita delle specie del silicio).

Acid catalysis Basic catalysis
Si-OR > Si-OH > Si-0-Si Si-0-Si > Si-OH > Si-OR
Silicon electrophilicity Silicon electrophilicity

Figura 1.2.3. Specie del silicio nel processo sol-gel ordinate secondo la densita elettronica dell’atomo di silicio [13].

Nel caso di catalisi basica, sono nucleofili gli ioni OH™ che attaccano il silicio direttamente (il
silicio possiede una carica positiva parziale a causa della sua vicinanza all’ossigeno).
Nell’idrolisi, gli ioni —OH™ sostituiscono 1 gruppi —OR ; successivamente, nella
condensazione, gli ioni = Si — O~ sostituiscono i gruppi = Si — OH (Figura 1.2.4).

Deprotonazione dell’acqua

( rDH T
=Si-OR

L. -

Idrolisi

=Si-OR + HO — — =5i.0H + RO

Deprotonazione dei silanoli

Si0

=5i-0H + ssio',_‘ =Si-0H J — E5i-0-5i= + HO

Condensazione

Figura 1.2.4. Idrolisi e condensazione nel processo sol-gel in catalisi basica [13].

Al contrario di ci0 che avviene per la catalisi acida, in ambiente basico la condensazione ¢ piu
veloce dell’idrolisi, poiché la velocita di reazione ¢ maggiore per specie del silicio con minor
densita elettronica; in Figura 1.2.5 sono mostrate le velocita relative di idrolisi € condensazione
al variare del pH [13].
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Figura 1.2.5. Velocita relative di idrolisi e di condensazione come funzione del pH per un alcossido di silicio [13].

Un’ulteriore differenza, dovuta alle diverse modalita di reazione, riguarda il prodotto finale
ottenuto. Se in catalisi acida la presenza del silicio elettrofilo determina la prevalenza di
strutture lineari, la catalisi basica fornisce strutture piu ramificate: il gel avra dunque una
struttura piu densa nel caso di catalisi acida, piu “porosa” nel caso di catalisi basica [18].

1.2.3. Previsione dei prodotti

Un aspetto particolarmente critico nel controllo del processo sol-gel con alcossidi riguarda la
varieta dei prodotti ottenibili: ¢ infatti noto che, durante la reazione, nel sol possono formarsi
numerose specie intermedie quali monomeri reattivi, dimeri, trimeri e aggregati ad anello o
cage-like di precursore [13] (Figura 1.2.6).

" b
RO-SI-OR recursore

| (alcossido di silicio)
OR

Idrolisi (acqua e catalizzatore)

RO-Si-OH Mnnmlncrn
| reattivo
OR
HO ?R ?R OR ?R
Nsi s\ R Idrolisi Hod o —OR
ro” © \(\JH Condensazione o~ ~o0 \
Dimero Trimero "’é _OR
|
- HO™ \
li_'JR OR RO
HO. |
(o]
i\ —~OR
| | Anello
\“Si/O con tre tetraedri
N
RO OH

Figura 1.2.6. Formazione di specie cicliche durante il processo sol-gel [19].

La formazione di questi intermedi di reazione ¢ difficilmente controllabile, e ad oggi nessun
modello ¢ in grado di prevederla con sufficiente accuratezza. Il modello classico del random
branching, in base al quale gli oligomeri presentano medesima reattivita indipendentemente dal
numero di connessioni presenti, non ¢ adeguato alla descrizione della gelificazione di strutture
inorganiche. Inoltre, gli intermedi di reazione presentano reattivita differenti fra di loro e cio
rappresenta un’ulteriore fonte di complessita del processo sol-gel [13]. Il modello classico non
considera, peraltro, la formazione di anelli di precursore, che ¢ invece favorita cineticamente
(s1 parla di non-random cyclization [13, 19]) [13]: tali strutture cicliche, formate da due, tre,
fino a sei tetraedri silicati, possono costituire dei centri di nucleazione; a partire da questi
aggregati si formano le strutture tridimensionali che costituiranno il gel. Gli aggregati costituiti



da almeno quattro tetraedri sono i piu stabili; la ciclizzazione pud essere sia intramolecolare
che intermolecolare [13]. Il processo di formazione di oligomeri ¢ differente a seconda della
tipologia di catalizzatore impiegato [19]:

e in catalisi acida vi ¢ compresenza di ciclizzazione intermolecolare e intramolecolare, in
quanto entrambe risultano ugualmente favorite; la reattivita degli oligomeri si riduce
con una certa regolarita all’aumentare della ramificazione di questi ultimi;

e in catalisi basica si verifica una netta prevalenza della ciclizzazione intermolecolare;
I’andamento della reattivita degli oligomeri con la loro ramificazione non ¢ regolare
come in catalisi acida ed ¢ dunque difficilmente prevedibile.

La quantificazione delle specie cicliche formate durante il processo sol-gel riveste una
fondamentale importanza nella sua modellazione teorica; soprattutto nei processi in catalisi
acida, peraltro, questo fenomeno governa 1’elasticita del gel ottenuto e le proprieta del materiale
finale, nonché il tempo necessario per la gelazione [19, 48, 49]. Dal momento che la formazione
di specie intermedie in catalisi basica ¢ di difficile previsione, tuttavia, si preferisce trascurare
questo aspetto, soprattutto quando cio che interessa sono le proprieta del materiale finale e non
il tempo di gelazione [13].

Nel paragrafo seguente si descrivera il “metodo di Stober”, una applicazione del processo sol-
gel dalla quale deriva la maggioranza dei processi utilizzati per la sintesi di particelle di silice.

1.3. Metodo di Stober

I1 processo di Stober, cosi chiamato dal chimico che per primo lo applico nel 1968 [5], ¢ una
reazione sol-gel che consiste nell’aggiunta di un precursore della silice (tetralchilsilicato, in
genere TEOS) a una soluzione acquosa di alcol e ammoniaca; la presenza dell’ammoniaca ¢
necessaria per la catalisi basica della reazione (il processo ¢ piu rapido in ambiente basico, [5,
20]). L’aggiunta del precursore alla soluzione alcolica da inizio ad una serie di reazioni di
idrolisi (Reazioni (1) e (2)):

Si(OEt), + H,0 — Si(OEt);0H + EtOH )
Si(OEt), + 2H,0 — Si(OEt),(OH), + 2EtOH )

Le specie prodotte dalle reazioni di idrolisi (etanolo ed etossisilanoli) possono poi condensare
con il TEOS o con un altro silanolo (Reazioni (3), (4), (5) e Figura 1.3.1):

2Si(OEt);O0H — (Et0)5Si — O — Si(OEt); + H,0 3
Si(OEt);0H + Si(OEt), — (Et0)5Si — O — Si(OEt)5; + EtOH @
Si(OEt);OH + Si(OEt),(0H), — (Et0)5Si — O — Si(OEt),0OH + H,0 )
=51-OH + OH-5i= + =5-0-S5i=+ HOH
=5i-OH + RO-51= « =5i-0-5i=+ ROH
..................... ) Polisilicati

“R” pud essere metil-, etil-, propil-, butil-, ...
Figura 1.3.1. Formazione di polisilicati mediante il processo di Stober [20].

Queste reazioni avvengono “a catena”, determinando il successivo cross-linking e la
formazione di particelle colloidali di silice, con diametro tra i 50 e 1 2000 nm (conversione del
sol in gel) [20]. Dal processo Stober si ottengono particelle non porose, con carica superficiale
negativa che le stabilizza e ne riduce 1’aggregazione [21].



Il metodo di Stdber ¢ stato sottoposto a numerose modifiche per ottenere particelle sempre pit
piccole e monodisperse; in particolare, al fine di ottenere particelle dalle dimensioni uniformi,
¢ necessario il controllo di pH, temperatura di reazione, concentrazione del precursore della
silice nonché presenza di eventuali co-solventi [20].

Fowler et al. e Sadasivan et al. [22, 23], ad esempio, sono stati in grado di sintetizzare particelle
fini e ordinate con un approccio, detto growth-quench (“crescita e spegnimento’), che prevede
lo spegnimento della sequenza di idrolisi e condensazione: a 40 s dall’inizio della reazione
viene aggiunta acqua in eccesso, mentre dopo 60-220 s si aggiunge acido cloridrico diluito fino
a neutralizzare il pH [20, 22, 23]. Le operazioni appena descritte consentono di ridurre la
coalescenza tra particelle, nonché la velocita di condensazione della silice, e in ultimo
forniscono particelle piu fini. Ritardando maggiormente la neutralizzazione si ottengono
particelle di dimensioni maggiori. Questo metodo presenta comunque delle limitazioni: il
quenching mediante neutralizzazione della miscela porta a particelle poco ordinate e stabili; la
diluizione della miscela di reazione, peraltro, rende lo scale-up piu difficoltoso [24].

Il metodo di Stober rappresenta tuttora la base per la sintesi di particelle di silice sferiche; una
sua versione modificata consente di sintetizzare particelle di silice porose con struttura ordinata.
Di tali particelle, dette di silice mesoporosa e mesostrutturata, si discutera nel paragrafo
seguente.



1.4. Materiali mesoporosi e mesostrutturati

In base alla definizione fornita dalla [IUPAC, un materiale si dice mesoporoso quando presenta
un ordine a lungo raggio dovuto a porosita di diametro compreso fra 2 e 50 nm [25]. Dei
materiali porosi fanno parte le zeoliti®, con eccellenti proprieta catalitiche, le cui applicazioni
biomedicali sono tuttavia limitate a causa della dimensione ridotta dei loro pori (tra 0.2 ¢ 1.0
nm [26]), e le silici mesoporose, con porosita fra i 2 ¢ i 50 nm. Al contrario delle zeoliti,
tipicamente cristalline, le silici mesoporose sono caratterizzate da una struttura amorfa con
ordine a lungo raggio. Le zeoliti, come gia detto, presentano porosita di dimensioni
nanometriche; tale proprieta le ha rese particolarmente adeguate come “setacci molecolari”,
essendo questi materiali capaci di adsorbire selettivamente le molecole sulla base delle loro
dimensioni [15]. Le dimensioni dei pori, pur rendendo le zeoliti adatte ad impieghi nella catalisi
e nella separazione di sostanze, sono tuttavia insufficienti per applicazioni che richiedano la
“cattura” di molecole organiche di grandi dimensioni. A partire dalla scoperta delle zeoliti nel
XVIII secolo e in seguito allo studio delle loro caratteristiche vantaggiose, emerse percio la
necessita di materiali con porosita pitl grandi, adeguati all’applicazione nella bioremediation®,
nell’industria petrolifera, nell’ambito biomedicale.

All’inizio degli anni ’90, infine, diversi gruppi di ricerca giunsero a risultati simili nella sintesi
di materiali mesoporosi [27, 28, 29, 30]: in breve, fu evidenziata la possibilita di sintetizzare
materiali mesostrutturati utilizzando dei tensioattivi come template (o structure directing
agent), attorno al quale si formava la struttura di silice. Il femplating propriamente detto
determina una profonda relazione fra porzione organica e porzione inorganica del materiale,
tanto che la silice formatasi intorno al femplate contiene quest’ultimo e ne riflette la geometria
[15]. T tensioattivi sono dei femplate di tipo “auto-assemblante”: nelle soluzioni con
concentrazione superiore al valore critico micellare, le molecole di tensioattivo si organizzano
autonomamente in micelle, strutture generalmente sferiche dove sono orientate in maniera tale
da esporre alla fase acquosa le teste idrofile e mantenere all’interno le code idrofobiche. Il

processo di formazione delle micelle ¢ un processo spontanco, favorito termodinamicamente
[25, 31] (Figura 1.4.1).

3 Le zeoliti sono minerali alluminosilicati, caratterizzati da una struttura tridimensionale costituita da tetraedri di
silicio, alluminio ed ossigeno [295].

4 Si definisce bioremediation 1’uso di microrganismi non patogeni per la decontaminazione di ambienti inquinati
[282].
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Figura 1.4.1. Formazione di micelle [32].

Nonostante la scoperta dei materiali mesoporosi fosse avvenuta quasi in contemporanea, il
materiale brevettato dalla Mobil rappresento il vero punto di svolta, probabilmente a causa dello
scarso dettaglio degli altri report. Questa silice, chiamata MCM-41 (Mobil Composition of
Matter), ¢ il primo esempio di silice mesoporosa ed ¢ tuttora tra le piu impiegate in ambito
sperimentale.

La silice MCM-41 ¢ caratterizzata da una struttura esagonale bidimensionale, con pori di
diametro tra 1 2.5 e i 6 nm ed ¢ ottenuta utilizzando tensioattivi cationici come template [26];
rispetto ai tentativi di sintesi precedenti, la MCM-41 ¢ fra le prime ad utilizzare le strutture
formate spontaneamente dalle molecole di tensioattivo al posto di singoli ioni o singole
molecole. In pratica, il femplate fa da “stampo organico” intorno al quale il materiale inorganico
puo nucleare e crescere; I’insieme di porzione organica (il tensioattivo) e inorganica (la silice)
costituisce una silice mesostrutturata [33]. In seguito alla rimozione del template, la porzione
inorganica mantiene la struttura data da esso e si ottiene una silice mesoporosa [20].

Griin ef al. (1997) hanno per primi utilizzato una versione modificata del processo di Stober per
sintetizzare particelle di MCM-41 submicrometriche (MSN, nanoparticelle di silice
mesoporosa) [34]: aggiungendo un tensioattivo cationico alla miscela in reazione (costituita da
etanolo, TEOS e ammoniaca) ¢ stato possibile ottenere le micelle necessarie per la formazione
di porosita nel materiale finale (il processo ¢ schematizzato in Figura 1.4.2). La silice risultante
presenta un certo ordine a lungo raggio, con porosita leggermente piu piccole rispetto ad
analoghi di letteratura ma un’isoterma di adsorbimento di tipo IV secondo la classificazione
IUPAC?, il che conferma la sua struttura mesoporosa [35]. Le particelle ottenute hanno diametri
fra1400 e 1 1100 nm e sono quasi tutte perfettamente sferiche, pur con una certa aggregazione
fra di esse.

5 L'isoterma di adsorbimento descrive la quantita di gas adsorbito su un materiale in funzione della pressione per
una certa temperatura. La forma dell’isoterma di adsorbimento ¢ associata alla dimensione dei pori (tipo I per
materiali microporosi; tipo II, III o VI per materiali macroporosi o non porosi; tipo IV o V per materiali
mesoporosi) [35].
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Figura 1.4.2. Formazione di silici mesoporose MCM-41 [24].

Altri materiali mesoporosi sono la MCM-48 con struttura cubica e la MCM-50 con struttura
lamellare (anch’esse sintetizzate dalla Mobil, ma con minore stabilitd e semplicita di sintesi
rispetto alla MCM-41), inoltre la SBA-11, con struttura cubica, la SBA-15, con struttura
esagonale, e la SBA-16 con struttura cubic-cage (SBA significa Santa Barbara Amorphous, in
onore dell’universita di Santa Barbara in California che le scopri circa 6 anni dopo rispetto alla
MCM-41) [15] (Figura 1.4.3).

5BA-16

MCM-41/5BA-15

KIT-5

MCM-50

Figura 1.4.3. Tipologie di silici mesoporose [20].

Rispetto alle silici MCM, le SBA presentano maggiore resistenza meccanica € termica e pori
piu grandi; per queste ragioni, rappresentano una scelta preferibile nel campo della catalisi [15].

1.4.1. Vantaggi delle silici mesostrutturate

A partire dalla loro scoperta, le silici mesoporose e mesostrutturate hanno attirato 1’attenzione
del mondo scientifico grazie alle loro caratteristiche uniche, tra cui si ricordano [26]:

Dimensioni facilmente regolabili, che consentono 1’adattamento delle particelle
all’ingresso in numerosi bersagli cellulari differenti;

Dimensioni dei pori facilmente regolabili fra 2 e 6 nm, che le rendono adatte come
carrier® di numerosi farmaci;

Elevata resistenza a variazioni di pH, stress meccanici, calore (maggiore rispetto a
carrier di altra natura, come 1 carrier polimerici o lipidici);

Elevato volume poroso (maggiore di 0.9 cm?/g [26]) e grande superficie specifica
(maggiore di 800 m?/g [26]), caratteristiche fondamentali per le applicazioni in ambito
medicale e catalitico: una superficie specifica elevata ¢ fondamentale per la maggiore
reattivita della molecola all’interno del carrier [26], inoltre pori di dimensioni maggiori
consentono I’incorporazione di maggiori quantita di farmaco;

¢ Si definisce carrier di un farmaco una molecola in grado di trasportare un principio attivo verso il rispettivo sito
target, proteggendo la sostanza e incrementandone biodisponibilita e specificita [39].
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e Facilita di fabbricazione, costo ridotto.

Come gia detto, un DDS consente di migliorare la specificita di un farmaco per il rispettivo sito
target [1]. I DDS ambiscono a superare alcune problematiche tipiche della medicina
tradizionale, quali la scarsa specificita e biodisponibilita di alcuni farmaci, I’impossibilita di
regolare il profilo di rilascio, la presenza di effetti collaterali [2].

In questo senso, le particelle submicrometriche di silice mesoporosa o mesostrutturata
costituiscono un sistema particolarmente promettente: oltre alle caratteristiche gia citate, questi
carrier sono caratterizzati da ottima biocompatibilita e biodegradabilita; in ragione delle loro
dimensioni, possono essere captati dalle cellule per endocitosi’ [2, 36].

Una ulteriore caratteristica comune a silici mesoporose € mesostrutturate ¢ la possibilita di
incorporare principi attivi in forma amorfa, inibendo per ragioni steriche la loro
ricristallizzazione; 1’utilizzo di principi attivi in forma amorfa garantisce una maggiore
solubilita e, di conseguenza, una maggiore biodisponibilita [37, 38, 39]. Hancock e Parks [10]
hanno quantificato questo effetto per I’indometacina, un principio attivo idrofobico, mediante
analisi calorimetriche; la solubilita del principio attivo amorfo rispetto alla forma cristallina piu
stabile ¢ aumentata da 10 a 1600 volte.

1.4.2. Ruolo del tensioattivo

La maggioranza dei materiali mesostrutturati ¢ sintetizzata utilizzando un template
generalmente organico [40]. Tale template pud essere di tipo “auto-assemblante”, come nel
caso dei tensioattivi al di sopra della propria concentrazione critica micellare (CMC). Il ruolo
del tensioattivo nel processo sol-gel, tuttavia, non ¢ stato ancora del tutto chiarito ed ¢ oggetto
di studio. Una possibile ipotesi riguardo il meccanismo di azione del tensioattivo nella
formazione delle MCM-41, verificata con studi di scattering di neutroni a bassi angoli, ¢ che
inizialmente (prime fasi di idrolisi) il precursore della silice tenda a adsorbirsi sulla superficie
esterna degli aggregati di micelle, riducendo la loro carica superficiale; a causa delle successive
idrolisi e condensazioni del precursore, la repulsione fra micelle si riduce, consentendo la
formazione di aggregati di silice e tensioattivo di dimensioni maggiori [20] (Figura 1.4.4). In
questo modello di templating “propriamente detto”, la struttura della mesofase dipende
unicamente dal tensioattivo scelto [20].

7 L'endocitosi ¢ il processo grazie al quale una sostanza penetra all'interno di una cellula senza passare attraverso
la sua membrana plasmatica. La membrana circonda la sostanza, includendola in una vescicola; dopodiché, la
vescicola si distacca dalla superficie della cellula in modo da spostarsi all'interno della cellula stessa [31].
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Figura 1.4.4. Meccanismo di formazione delle MCM-41 [20].

Questi “bastoncini” costituiti da tensioattivo formano aggregati di forma esagonale in quanto
questa disposizione ¢ quella maggiormente favorevole energeticamente [15]. Sulla superficie
esterna delle micelle di tensioattivo possono formarsi fino a 3 monostrati di silice, come
confermato da studi di spettroscopia '“N NMR [41].

Altri studi hanno ipotizzato un meccanismo di formazione delle silici mesoporose che prevede
una sorta di “direzione” da parte del TEOS stesso, invece di un semplice templating delle
molecole di tensioattivo [42, 43, 44]. Quest’ultimo modello “dinamico” non richiede la
presenza di una struttura organica preesistente, ma consiste piuttosto in una “cooperazione” tra
porzione organica e porzione inorganica, con quest’ultima che puo influenzare I’organizzazione
delle molecole di tensioattivo in mesostrutture. In pratica, una volta inserito nella miscela di
reazione, il TEOS idrolizza e condensa formando oligomeri; questi oligomeri possono poi
aderire alla superficie esterna delle micelle di tensioattivo, determinando la riduzione della
repulsione fra micelle; questa riduzione consente la formazione di aggregati di strutture ibride
tensioattivo-silice. Rispetto al modello precedente, in questo caso, si evidenzia il ruolo cardine
del precursore inorganico: si parla di cooperative self-assembly in quanto anche la scelta del
precursore determina la forma finale della mesostruttura, e precursori differenti possono
determinare la formazione di mesostrutture differenti [43].

Un altro meccanismo proposto, confermato da studi di scattering di raggi X a bassi angoli, ¢
detto meccanismo di “swelling-shrinking” (Figura 1.4.5): in breve, il tensioattivo (CTAB?® nel
caso di studio [45]) forma delle micelle ellissoidali con un core costituito dalle code
idrofobiche; quando il precursore della silice (TEOS) viene aggiunto, esso ¢ dapprima
solubilizzato all’interno del core idrofobico, determinando I’allargamento delle micelle, che
diventano sferiche; dopodiché, non appena il TEOS idrolizza, 1 monomeri diventano idrofili ed

8 11 bromuro di cetil-trimetilammonio (CTAB) & un sale organico quaternario d’ammonio con funzione di
tensioattivo e detergente [242].
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escono dal core della micella nell’ambiente acquoso. Essendo carichi negativamente, i
monomeri di TEOS si adsorbono sulla superficie esterna delle micelle (carica positivamente);
una volta che tutto il TEOS ¢ stato consumato, le micelle si restringono nuovamente; il processo
continua fino a che tutto il TEOS non ha idrolizzato, le micelle formano aggregati e si ottiene
infine un materiale mesostrutturato.

06
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Figura 1.4.5. Meccanismo di swelling-shrinking nella formazione di particelle di silice mesoporosa [45].

Questo modello “funziona” soprattutto nel caso in cui il TEOS sia I’unico precursore della silice
e non vi siano co-solventi nel sistema. Il suo studio ¢ cruciale in quanto, qualora molecole
idrofobiche (come quelle di un farmaco) fossero presenti nella miscela di reazione, queste
potrebbero interagire con il TEOS durante la formazione della silice [20].

11 tensioattivo utilizzato con funzione di femplating puo essere rimosso dal materiale ottenuto
mediante estrazione con solvente o calcinazione a 500-550°C; nel caso in cui non venga
rimosso, come gia detto, il materiale si dice mesostrutturato; in assenza di una struttura ordinata,
il materiale ¢ piu in generale un ibrido [20]. I materiali ibridi, oggetto di questa tesi,
rappresentano una interessante alternativa alle silici mesoporose: consentono, infatti, di trarre
beneficio dalle proprieta sia della silice, sia del tensioattivo in essa incorporato [46, 47]. Nei
paragrafi seguenti si descriveranno le loro caratteristiche, con particolare attenzione per la loro
applicazione come drug delivery system.

1.5. Materiali ibridi a base di silice per drug delivery

Come evidenziato nel Paragrafo 1.3, le particelle di silice sono particolarmente apprezzate per
la loro versatilita: tale caratteristica puo essere coniugata a benefici tipici dei materiali organici
come lipidi e polimeri nei cosiddetti “materiali ibridi”, caratterizzati da una matrice silicea
contenente una fase organica. La sintesi di materiali ibridi mediante il processo sol-gel consente
di preservare le caratteristiche della sostanza organica grazie alle condizioni blande e alla
protezione da parte dello ““scheletro” inorganico [48]. La fase organica puo, a sua volta,
contenere sostanze quali pigmenti, principi attivi, particelle paramagnetiche [3]. La presenza di
una matrice inorganica silicea, infine, “regola” 1’accesso alla sostanza organica contenuta al
suo interno [49].
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Fra le applicazioni piu comuni di materiali ibridi a base di silice si ricordano I’incorporazione
di pigmenti [33], il rilascio di farmaci e il bioimaging’ [3]. Rispetto ai materiali mesostrutturati,
sui quali ¢ ormai presente una nutrita letteratura in ambito biomedico [20], le particelle ibride
a base di silice sono un drug delivery system le cui possibilitd sono tuttora parzialmente
inesplorate. La possibilita di incorporare un principio attivo sfruttando 1’interazione di
quest’ultimo con il femplate organico, tuttavia, ¢ una caratteristica particolarmente vantaggiosa,
soprattutto per quei principi attivi idrofobici la cui incorporazione in silici mesoporose calcinate
richiederebbe 1’utilizzo di tecniche di impregnazione o di funzionalizzazione superficiale [32,
33, 46]. Tali tecniche sono caratterizzate da costo elevato, una certa complessita e, nel caso
dell’impregnazione, efficacia fortemente dipendente dalla solubilita del principio attivo nel
mezzo scelto. L impregnazione con solventi organici, peraltro, non ¢ adeguata agli standard
imposti dalla farmacopea che richiedono di ridurre al minimo le tracce di tali sostanze [6, 50].

Come osservato da Zheng et al. [51], I'utilizzo di un sistema ibrido organico-inorganico
potrebbe semplificare considerevolmente il processo di produzione dei carrier su larga scala:
la sintesi di silici in cui il principio attivo ¢ inserito grazie all’interazione con il templating
agent, infatti, puo essere realizzata in modalita “one-pot”, senza necessita di trattamenti post-
sintesi.

Le caratteristiche fondamentali a cui prestare attenzione nella sintesi di silici ibride come drug
delivery system sono le seguenti [15, 20, 52]:

e Dimensione e morfologia delle particelle;
e Interazione farmaco-tensioattivo.

Nei paragrafi seguenti si analizzeranno le modalita di ottimizzazione di tali parametri e i
vantaggi da esse conseguenti.

1.5.1. Dimensioni e morfologia delle particelle

Le dimensioni delle particelle di silice possono essere finemente regolate a seconda delle
condizioni di sintesi; generalmente, I’uso in ambito biomedicale richiede particelle di diametro
fra 10 e 300 nm [52]. Le variabili che determinano le dimensioni finali delle particelle di silice
sono la velocita di idrolisi, I’intensita di interazione fra femplate e polimero di silice, la
condensazione del precursore della silice [24]. Controllando il pH, la temperatura di reazione e
la concentrazione del precursore della silice ed utilizzando cosolventi e femplate appropriati €
percio possibile regolare le dimensioni delle particelle [24] [52] [53].

Le strategie piu comuni per la realizzazione di particelle di silice con diametro inferiore ai 100
nm, come riportato da Ribeiro et al. [54], sono le seguenti:

. Diluizione e rapida neutralizzazione del mezzo di reazione;

. Variazione del rapporto tensioattivo/precursore: a basse concentrazioni, il
tensioattivo si comporta da agente flocculante e determina la formazione di
aggregati di particelle, che possono precipitare; all’aumentare del rapporto
precursore/tensioattivo la velocita di idrolisi del TEOS aumenta, e le particelle
ottenute sono piu fini [55];

? Si definisce bioimaging quell’insieme di tecniche diagnostiche utilizzate in medicina per visualizzare immagini
dirette o indirette del corpo umano [269].
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. Utilizzo di un sistema di due tensioattivi: ad esempio, utilizzando un tensioattivo
cationico come templating agent € un tensioattivo non ionico per sopprimere la
crescita delle particelle [56];

. Uso della trietanolammina come tensioattivo: la trietanolammina ¢ in grado di
legarsi alla superficie delle particelle e di inibirne percio la successiva crescita [53]
[54].

Una delle caratteristiche piu apprezzate delle particelle di silice ¢ la possibilita di ottenere
insiemi di particelle con dimensioni uniformi, in maniera da controllare piu finemente le
proprieta di delivery del farmaco [20]. Lv ef al. [53] hanno sintetizzato silici mesostrutturate
con ridotta distribuzione dimensionale; in particolare, regolando parametri di sintesi quali
temperatura e velocita di agitazione, ¢ stato possibile ottenere particelle con diametro dai 20 ai
110 nm. La sintesi ¢ stata effettuata in condizioni basiche, utilizzando la triectanolammina come
structure directing agent, ed ha fornito particelle con dimensioni uniformi, ma caratterizzate da
scarso ordine a lungo raggio [53].

Ribeiro et al. [54] sono stati in grado di sintetizzare particelle di silice mesoporosa con diametro
inferiore ai 18 nm, con dimensioni poco variabili. Il metodo utilizzato si basa su due differenti
approcci:

e Regolare la concentrazione delle sostanze basiche nel mezzo di sintesi: in questa
maniera, ¢ possibile controllare il pH della soluzione e, di conseguenza, la carica
superficiale delle micelle. Riducendo la concentrazione delle specie basiche ¢ possibile
incrementare la carica superficiale delle micelle e, di conseguenza, la stabilita della
sospensione di particelle; si ottengono cosi particelle piu fini, con dimensioni uniformi.

e Regolare la forza ionica del mezzo di reazione, a pH costante.

L’ipotesi confermata dallo studio ¢ che le dimensioni delle particelle di silice siano determinate
dal numero di micelle di tensioattivo che costituiscono un aggregato sopramicellare;
quest’ultimo fattore ¢ determinato dalla carica superficiale delle micelle e dall’effetto

schermante del mezzo di reazione (maggiore per mezzi di reazione con forza ionica maggiore)
[54].

La velocita di agitazione utilizzata, infine, influenza sia la dimensione delle particelle [53] che
la loro morfologia: come osservato da Mehmood et al. [24], agitando lentamente si ottengono
fibre e particelle dalla forma allungata, mentre incrementando la velocita di agitazione ¢
possibile ottenere particelle di forma sferica. La morfologia delle particelle, determinante nella
biodistribuzione e nell’escrezione delle MSN, € determinata anche dalla struttura delle micelle
di tensioattivo, quindi dalla concentrazione relativa delle specie in reazione [20].

1.5.2. Interazione farmaco — templating agent

Come osservato da Vallet-Regi ef al. [57], la capacita di loading di principio attivo puo essere
incrementata aumentando la superficie specifica (nel caso di materiali mesoporosi) oppure
migliorando I’affinita del carrier per il principio attivo. La peculiarita dei sistemi ibridi come
DDS ¢, come gia detto, la possibilita di incorporare farmaci grazie all’interazione fra templating
agent e principio attivo.
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In generale, ¢ possibile distinguere i materiali ibridi in due categorie [58]:

\

e Materiali nei quali la fase organica ¢ incorporata all’interno della matrice silicea
mediante interazioni secondarie (legami idrogeno, interazioni di Van Der Waals,
interazioni elettrostatiche);

e Materiali in cui le due fasi sono legate da legami di tipo covalente.

Nel primo caso, I’interazione fra silice e fase organica ¢ debole e aspecifica; il principio attivo
contenuto nella silice puo essere rilasciato piu facilmente, sfruttando ad esempio variazioni di
pH come quelle sperimentate da farmaci somministrati per via orale [50][58]. Dal momento
che I’interazione ¢ priva di specificita e meno intensa, tuttavia, il principio attivo puo anche
fuoriuscire in maniera incontrollata.

Nel secondo caso, al contrario, la natura del legame covalente determina una interazione piu
intensa, che puo essere interrotta, ad esempio, solamente da enzimi specifici [58]. Tale proprieta
potrebbe essere impiegata per il delivery di principi attivi verso specifici siti target [58] [59].

1.5.3. Esempi di sistemi ibridi a base di silice in letteratura

L’utilizzo di materiali ibridi come drug carrier consente, come visto, di incrementare la
capacita di loading di principio attivo; I’unione di carrier inorganico e templating agent
organico permette, inoltre, di beneficiare di proprieta dovute alla loro interazione [74]. Di
seguito saranno riportati alcuni esempi di come tale vantaggio sia stato impiegato nello sviluppo
di drug delivery systems.

Tourne-Peteilh et al. [50] hanno utilizzato un metodo “omne-pof” per la sintesi di silici
mesostrutturate contenenti ibuprofene: il templating agent scelto, il Tween 80, ¢ un tensioattivo
non ionico ampiamente impiegato in campo farmaceutico e cosmetico e non tossico; le sintesi
vengono effettuate a temperatura ambiente, a pH lievemente acido. L’ibuprofene incorporato
nelle silici non € soggetto a degradazione, e viene rilasciato piu efficacemente rispetto ai cristalli
di ibuprofene secondo un meccanismo di tipo diffusivo. Un evidente svantaggio di questo
sistema ¢ che non tutto il farmaco caricato viene rilasciato, poiché parte dell’ibuprofene (circa
il 25%) rimane legato fortemente alla silice attraverso il tensioattivo; questo effetto ¢
probabilmente dovuto ad una modificazione strutturale subita dalla silice in seguito al contatto
con 1 fluidi fisiologici simulati [50].

Stewart et al. [6] hanno sintetizzato particelle submicrometriche di silice mesostrutturata
utilizzando un tensioattivo che possiede esso stesso funzione farmacologica; in particolare, il
tensioattivo scelto ha funzione antimicrobica e potrebbe essere inserito come additivo negli
impianti dentari. Le particelle sintetizzate presentano buone caratteristiche meccaniche,
struttura alveolare e semiordinata, caratterizzata da porosita piu tortuose e irregolari rispetto a
una MCM-41 “classica”; il contenuto di farmaco ¢ di circa il 34% w/w, di gran lunga superiore
rispetto ai valori tipici delle silici mesoporose [6]. L’effetto di porosita tortuose e maggior
contenuto di farmaco ¢ che questi materiali consentono un rilascio molto piu prolungato e
controllato rispetto a una silice mesoporosa funzionalizzata post-sintesi, con profilo privo
dell’effetto di rilascio “esplosivo” iniziale [6].

He et al. [60] hanno sintetizzato delle particelle di silice mesostrutturata in cui la camptotecina
(CPT), un principio attivo idrofobico utilizzato come agente chemioterapico, ¢ incapsulata in
micelle di CTAB (Figura 1.5.1).
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Figura 1.5.1. Schema di produzione di silici contenenti CTAB e camptotecina [60].

Le silici ottenute rilasciano il farmaco in maniera pH-dipendente, mantenendo il principio attivo
a pH fisiologico ma rilasciandolo in maniera sostenuta in ambiente acido come quello delle
cellule tumorali [60]. Il meccanismo di rilascio proposto ¢ quello dello scambio ionico, dove
gli ioni idronio dell’ambiente acido sostituiscono gli ioni CTA*Y che interagiscono con la
superficie negativa della silice. 1l rilascio di CTA* dalle particelle determinerebbe peraltro una
maggiore sensibilita delle cellule tumorali alla camptotecina [60].

Sokolik e Lellouche [48] hanno utilizzato particelle di silice submicrometriche per incapsulare
un antibatterico naturale, il carvacrolo. Il carvacrolo € un olio essenziale il cui utilizzo come
principio bioattivo ¢ limitato dalla scarsa solubilita nei mezzi acquosi e dalla sua elevata
volatilita. Per incorporarlo nella silice, il carvacrolo ¢ stato sottoposto a pretrattamento con
toluene fino ad ottenere un solido ceroso; questo solido ¢ stato successivamente utilizzato per
la produzione di ibridi silice-carvacrolo mediante un processo di Stober modificato. Le
particelle prodotte sono caratterizzate da una struttura priva di ordine a lungo raggio, alla quale
il carvacrolo ¢ legato covalentemente. L’incremento della quantita di principio attivo
incorporato determina una riduzione delle dimensioni delle particelle e, di conseguenza, un
incremento della superficie specifica, il che ¢ desiderabile. Il meccanismo di rilascio del
farmaco prevede I’azione di enzimi batterici, in grado di spezzare il legame covalente formatosi
e garantisce, quindi, buona specificita nel rilascio del farmaco.

Tingming et al. [61] hanno sintetizzato particelle di SBA-15 contenenti il piroxicam (PX), un
principio attivo antinfiammatorio. La silice ¢ stata sintetizzata utilizzando il Pluronic P123, un
copolimero a blocchi, come templating agent; il principio attivo € stato inserito all’interno delle
“porosita” dopo la sintesi della silice, grazie ad un processo definito self-assembly. In pratica,
le particelle di silice mesostrutturata sono state inserite in una soluzione contenente il principio
attivo disciolto in acetonitrile e cloruro di metilene. Le particelle ottenute con questo
procedimento (SP-PX) contengono il 12% w/w di piroxicam; le particelle di silice calcinata
(SC-PX), non contenenti Pluronic P123, sono in grado di incorporare fino al 17% w/w di
piroxicam. La presenza del polimero nelle porosita della silice, tuttavia, consente un rilascio
piu rapido del principio attivo in ambiente basico: il polimero, infatti, ¢ in grado di dividere il
volume interno dei pori in compartimenti (Figura 1.5.2), e determinare una dispersione piu
efficace del principio attivo al loro interno.
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Figura 1.5.2. Disposizione del principio attivo nei pori di SC-PX (sopra) e SP-PX (sotto) [61].

Utilizzando silici con Pluronic P123 ¢ stato possibile ottenere il rilascio del 62% del piroxicam
incorporato durante i primi 5 minuti in ambiente basico; un rilascio cosi rapido ¢ un evidente
vantaggio per farmaci antinfiammatori [61].

Chin et al. [62] hanno realizzato nanocompositi di silice a porosita non ordinata contenenti
curcumina e particelle paramagnetiche. La curcumina e le particelle di ossido ferrico sono stati
inseriti direttamente nella miscela di reazione, insieme a CTAB e TEOS; I’inserimento di
nanoparticelle paramagnetiche nella struttura silicea ha determinato la perdita di mesostruttura
ordinata. Le particelle ottenute, pur essendo prive di una mesostruttura con ordine a lungo
raggio, sono in grado di incapsulare fino al 30% w/w di curcumina e di rilasciare il principio
attivo in maniera controllata; la presenza di sostanze paramagnetiche, inoltre, facilita la loro
distribuzione, che puo essere regolata dall’esterno [62].

I materiali ibridi, come descritto in questo capitolo, possono costituire un’interessante
alternativa ai drug delivery system organici: questi materiali coniugano proprieta tipiche della
silice inorganica, come la resistenza meccanica e termica, a proprietd chimiche ed eventuali
effetti farmacologici della porzione organica [50]. Nel presente lavoro di tesi si ¢ tentato di
sintetizzare delle silici ibride contenenti curcumina a partire da uno scarto di sintesi; per questa
ragione, il capitolo seguente trattera alcuni casi di letteratura in cui scarti di produzione sono
stati utilizzati per la sintesi di silici mesostrutturate.
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Capitolo 2

Sintesi di silice mesostrutturata a partire da
scarti

2.1. Introduzione

Come osservato nel capitolo precedente, i materiali mesostrutturati sono un argomento di
notevole interesse nei campi della catalisi, delle biotecnologie, della medicina. L’impatto
ambientale della sintesi di questi materiali, tuttavia, costituisce un aspetto fondamentale di cui
tenere conto.

In generale, le materie prime per la sintesi di silici mesostrutturate sono di due tipologie [63]:

e Lesilici impiegate nell’industria di processo sono realizzate a partire da silicato di sodio
(“vetro solubile”), un materiale ottenuto per fusione delle sabbie silicee con carbonato
di sodio a 1300°C [63] [64];

e Le silici mesostrutturate utilizzate nella pratica accademica sono sintetizzate a partire
dai precursori alcossisilani: questi ultimi, seppur piu costosi del silicato di sodio,
rappresentano una scelta preferibile quando siano necessari reagenti di elevata purezza;
sono sintetizzati mediante reazione di un alcol con silicio elementale o SiCl, [63].

In entrambi i casi, la sintesi di silici mesostrutturate ¢ un processo dall’elevato dispendio
energetico e consumo di risorse naturali; nell’ottica di una green economy, percio, lo sviluppo
di un processo efficiente ed economicamente conveniente risulta cruciale.

Una delle possibili soluzioni proposte ¢ 1’utilizzo di scarti di produzione per la sintesi di
precursori della silice: il tema ¢ affrontato ampiamente in letteratura e consentirebbe peraltro il
recupero di materiali altrimenti destinati a impieghi a basso valore aggiunto, come la
termovalorizzazione, o allo smaltimento in discarica. Tra le industrie di maggior interesse in
questo ambito troviamo quella della produzione di energia [65] [66], nonché la filiera produttiva
dei semiconduttori [67], la gestione dei rifiuti [68], I’industria alimentare [69].

2.2, Principali processi per la purificazione di silice dagli scarti

Il primo passaggio per la produzione di silice a partire da sottoprodotti consiste nella
combustione degli scarti per ottenere ceneri: queste ultime sono poi macinate e trattate per
produrre la soluzione precursore della silice. Le ceneri contengono silice, allumina ed altre
impurezze in quantita pit 0 meno elevata; tra 1 principali contaminanti della silice si riportano
gli idrossidi dei metalli di transizione, alcalini e alcalino-terrosi [63]. La presenza di impurezze
¢ certamente non desiderabile, soprattutto qualora la silice sia da impiegarsi successivamente
come catalizzatore o adsorbente per il trattamento di flussi di inquinanti (gli ioni metallici,
infatti, potrebbero catalizzare reazioni indesiderate [70] [71]): ¢ dunque assolutamente
necessario rimuovere 1 contaminanti metallici per ottenere un materiale di purezza sufficiente.

La rimozione di impurezze puo essere effettuata sfruttando la differente solubilita di silice e
contaminanti al variare del pH [63]. La silice, sia in forma amorfa che in forma cristallina, ¢
infatti sostanzialmente insolubile in ambiente acido; si dissolve rapidamente a pH basico
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(superiore a 10); la sua dissoluzione comincia a partire da valori di pH superiori a 8.5 [63] [72].
I contaminanti metallici, al contrario della silice, sono molto solubili in ambiente acido e
precipitano in condizioni fortemente basiche (Figura 2.2.1) [63].
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Figura 2.2.1. Solubilita della silice e degli idrossidi metallici al variare del pH [63].

La fusione alcalina e il leaching, due tra i processi di purificazione piu utilizzati, beneficiano di
questa differente solubilita nei solventi acidi e basici.

2.2.1. Leaching

La lisciviazione o leaching ¢ un processo di separazione che prevede l'estrazione dei
componenti solubili di un solido mediante percolazione di un liquido attraverso di esso [17]. La
lisciviazione della silice puod essere effettuata in condizioni acide o basiche, a seconda che si
desideri un precipitato di silice o la cattura della silice da parte del solvente [63].

Nel caso della lisciviazione in ambiente acido, i contaminanti metallici vengono dilavati dal
materiale; al posto di tali contaminanti, rimangono le porosita del materiale finale [73]. L uso
degli ultrasuoni potrebbe consentire un /eaching acido piu efficiente e rapido [63] [74].

La lisciviazione in ambiente basico, al contrario, consente di ottenere soluzioni contenenti
silice, in particolare di silicato di sodio; la sostanza basica piu comunemente utilizzata ¢ la soda
[63]. A pH 11-12, la maggioranza dei metalli contaminanti ¢ insolubile (fatta eccezione per
I’alluminio, che ¢ altamente solubile in ambiente basico) [63].

2.2.2. Fusione alcalina

La fusione alcalina, realizzata con idrossido o carbonato di sodio, ¢ un processo che sfrutta la
variazione della temperatura di fusione del sistema silice — allumina in ambiente basico [63]
[75]. In un sistema binario silice — allumina, la temperatura di fusione minima ¢ di circa 1860
K (eutettico mullite — cristobalite ') [63]. L’aggiunta di soda consente di abbassare tale
temperatura a 1100 K circa [63] [76]. Questa proprieta del sistema binario silice-allumina ¢ ben
nota e sfruttata per la produzione di vetro solubile e vetro sodio-silicato a partire dalla sabbia
silicea; ¢ inoltre la ragione per cui le ceneri ottenute da biomasse, rispetto ad altre ceneri ricche
di silice, presentano una temperatura di fusione piu bassa [63].

In breve, la fusione alcalina consiste nel riscaldare le ceneri in presenza di un reagente alcalino
in maniera tale da rendere la silice disponibile per i trattamenti di estrazione e purificazione

10 Nelle leghe metalliche, raffreddando da temperature superiori al punto di fusione, la fase liquida si trasforma in
due fasi solide distinte; il punto detto eutettico ¢ la temperatura a cui si verifica questo fenomeno [303].
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successivi [75] [77]; questo processo consente di concentrare la silice in soluzione, ottenendo
cosi materiali mesoporosi con maggiore facilita [75].

Nei paragrafi successivi saranno analizzati alcuni casi di letteratura in cui le tecniche appena
descritte sono state utilizzate con successo.
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2.3. Silici da rifiuti industriali

2.3.1. Silice da scarti della produzione energetica

Un processo di produzione di energia a partire da combustibili fossili produce due tipologie di
ceneri, le bottom ashes o ceneri pesanti e le fly ashes o ceneri volanti [78]. Mentre le prime,
costituite da particelle grossolane, sono raccolte in una apposita tramoggia sul fondo della
fornace, le ceneri volanti sono trascinate dai gas di combustione in uscita dall’impianto, dove
vengono catturate da appositi precipitatori elettrostatici'' [63] [79].

Il problema principale delle ceneri ¢ che il loro smaltimento richiede grandi superfici e quantita
d'acqua elevate [63] [80]: di fatto, una modalita tuttora comune per smaltire le ceneri consiste
nel lavaggio con acqua fino ad ottenere un fango, pompato poi in appositi stagni nelle vicinanze
dell’impianto; dallo stagno si drena I’acqua per inviarla al mare o ad un fiume [81]. Si stima
che una tonnellata di ceneri volanti, compressa fino a una densita di circa 1000 kg/m?, occupi
quasi 0.8 m® di spazio in discarica [82]. Se non trattate correttamente, peraltro, le particelle
sottili possono essere trascinate dal vento e contribuire all’inquinamento atmosferico [63].

Ogni anno la combustione del carbone produce quasi 500 milioni di tonnellate di ceneri volanti,
delle quali ¢ riciclato solo il 15-20% [82] [83]. Il riciclo di questo scarto ¢ effettuato soprattutto
in modalita a basso valore aggiunto, quali l'incorporazione nei materiali da costruzione [84] o
la copertura di discariche per materiali pericolosi [82].

Le ceneri contengono grandi quantita di silice e allumina (nella forma di quarzo e mullite), e
cio le rende particolarmente interessanti per lo sviluppo di materiali mesoporosi € microporosi
[84] [85]: nella Tabella 2.3.1 ¢ mostrata la composizione media delle ceneri volanti, variabile a
seconda della fonte di carbone utilizzata [3, 84].

Tabella 2.3.1. Composizione chimica media di fIy ashes dalla combustione del carbone, ottenuta da analisi XRF
(adattata da [3]).

Composizione chimica media (% w/w)
Si02 Alz 03 FeZ 03 TlOZ CaO MgO K20 Nazo SOg Altro
4926 27.41 7.19 1.23 6.11 0.95 0.88 0.47 1.51 0.63

Le ceneri volanti, percio, grazie al loro contenuto elevato di silice e allumina, possiedono
potenzialmente alto valore aggiunto, a seconda della presenza o meno di impurezze, € possono
essere trattate per un successivo impiego nella bioremediation o come catalizzatori [3].

Un primo tentativo in questo senso ¢ quello di Chang et al. [75]. In seguito a tentativi precedenti
di sintesi di zeoliti a partire dagli scarti [86] [87], il gruppo di ricerca ha sviluppato un processo
per la sintesi della MCM-41 basato sulla fusione alcalina di fIy ashes con NaOH e 'uso di
CTAB come templating agent, con successivo trattamento idrotermale. Questo processo
prevede 1’uso di temperature di molto superiori a quella ambiente (550°C durante la fusione
alcalina) ma fornisce una silice con un certo ordine a lungo raggio. Il processo di fusione

' Un precipitatore elettrostatico & un'apparecchiatura utilizzata per controllare le emissioni: in breve, separa le
ceneri e le particelle piu leggere dal gas di scarico caricandole con un campo elettrico; le particelle sono poi attratte
da piastre di carica opposta e raccolte [298].
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alcalina si basa, come gia detto, sull’estrazione della silice dal quarzo grazie all’azione
contemporanea di una sostanza basica e delle temperature elevate.

In un tipico trattamento, le polveri di scarto preventivamente asciugate e tritate fino a
raggiungere le dimensioni prescelte sono miscelate con idrossido di sodio in polvere (rapporto
fly ashes:NaOH di circa 1:1.2); la miscela ¢ portata a 550°C per un’ora e miscelata con acqua
per ottenere una sospensione. Dopo un giorno di aging, la miscela ¢ centrifugata e il surnatante
¢ utilizzato come fonte di silice [75] [80].

L’uso della fusione alcalina per la sintesi di silice a partire da ceneri ¢ piuttosto comune in
letteratura [68] [88] [89]. Numerosi studi hanno evidenziato come il passaggio di fusione delle
ceneri con una sostanza basica sia fondamentale per la riuscita del processo; il semplice
trattamento idrotermale delle polveri non porta alla formazione di silice [65] [75] [80]. Risulta
fondamentale il ruolo del pH durante le reazioni di sintesi: controllando il pH in maniera
opportuna ¢ possibile ottenere un materiale amorfo anziché una zeolite [80]. Il metodo della
fusione alcalina, inoltre, ¢ adatto sia al trattamento delle fIy ashes che delle bottom ashes, se
queste ultime sono opportunamente pretrattate [80] [89] (Figura 2.3.1).

i Macinatura Miscelazions Fusione a Macinatura Miscelazions .. . .
Bottom ash Selacciatura . ™ R e > Liltrazione Surnatante
(=200 pm) con NaOH 350°C (<100 pm) con acqia

Figura 2.3.1. Pretrattamento di botfom ashes per la sintesi di silici mesoporose (adattato da [89]).

Una problematica relativa al processo di Chang et al. ¢ certamente 1’elevata temperatura
necessaria. In uno studio successivo ¢ stato possibile adottare un approccio a minor dispendio
energetico per la sintesi di silici MCM-41 a partire da ceneri volanti [82]. In particolare, lo
stadio di fusione alcalina ¢ stato sostituito con una fase di estrazione della silice amorfa con una
soluzione 2M di NaOH a 100°C per circa 4.5 h. Si suppone che la conversione in silicato di
sodio durante la fase di estrazione avvenga secondo la seguente reazione complessiva [90]:

Si0, + 2NaOH — Na,SiO; + H,0

La soluzione ottenuta ¢ stata poi miscelata con CTAB ed etilacetato a 85°C per ottenere una
sorgente di MCM-41, e la sintesi di MCM-41 ¢ stata condotta in condizioni acide (aggiungendo
acido solforico) a temperatura ambiente. La temperatura di 550°C, percio, ¢ stata necessaria
solamente per la calcinazione del materiale finale [82]. Anche in questo caso ¢ stato evidenziato
il ruolo centrale del pH iniziale di sintesi, che influenza non solo il parametro di cella a; e
I’ordine a lungo raggio dei mesopori, ma anche 1’eventuale incorporazione di impurita nel
materiale e la stabilita termica [82].

La fusione alcalina ¢ stata utilizzata anche per il riciclo di ceneri provenienti da impianti di
termovalorizzazione, pur utilizzando reagenti e parametri differenti [68].

2.3.2. Silice da scarti agricoli

Numerosi tentativi sono stati effettuati per la sintesi di silice a partire da biomasse di scarto. I1
grande interesse nei confronti di questi rifiuti ¢ dovuto all’elevata quantita di scarti prodotta
dall’industria alimentare; si stima, ad esempio, che nel 2018 siano stati prodotti quasi 200
milioni di tonnellate di lolla di riso'? in tutto il mondo [91]. La lolla di riso ¢ costituita
principalmente da cellulosa, emicellulosa, lignina e sostanze inorganiche; contiene circa il 15-

12 La lolla di riso € cio che copre i semi o grani di riso; € costituita da materiali ad elevata durezza, come la silice
cristallina e la lignina, per proteggere i semi durante la loro crescita [63].
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20% di silice ed ¢ generalmente utilizzata per la produzione di energia da combustione di
biomasse [91]. La lolla di riso perde circa il 75% del proprio peso quando bruciata e le sue
ceneri hanno un contenuto di silice che puo arrivare fino al 98% [92], percid possono essere
utilizzate per sintetizzare precursori della silice. In genere, 1 processi di sintesi di silice a partire
dalolla di riso prevedono la produzione di una soluzione di silicato di sodio, dalla quale la silice
viene fatta precipitare riducendone il pH (come visto nel Paragrafo 2.2, infatti, la silice precipita
a pH<10) [91]. Di seguito saranno presentati alcuni case study.

Il primo esempio presente in letteratura ¢ il lavoro di Jang ef al. [93]: a partire dalle ceneri di
lolla di riso ¢ stato possibile sintetizzare una silice del tipo MCM-48. Jang et al. hanno ottenuto
silicato di sodio miscelando ceneri e idrossido di sodio a 77°C; una miscela di tensioattivi
cationici e neutri ¢ stata utilizzata con funzione di templating; il pH della soluzione ottenuta ¢
stato ridotto a 10 utilizzando acido cloridrico, fino a produrre un gel. Il campione ottenuto
presenta una struttura tridimensionale cubica a pori interconnessi, con elevati superficie
specifica (1024 m?/g) e volume poroso (2.58 cm?/g) [93]. In questo studio & stata prodotta anche
silice con superficie funzionalizzata (gruppi amminici) con buona superficie specifica e
interessanti caratteristiche cinetiche di adsorbimento della CO,. In particolare, la
funzionalizzazione superficiale con gruppi amminici ha consentito un incremento di quasi un
ordine di grandezza della capacita di adsorbimento della CO: rispetto alla silice non
funzionalizzata, probabilmente poiché i gruppi amminici hanno elevata specificita per la CO»
[93].

In seguito, anche la MCM-41 ¢ stata sintetizzata da lolla di riso [69]: il procedimento per
convertirne le ceneri in precursore della silice ¢ simile a quello impiegato da Jang et al.; per
produrre silici MCM-41, tuttavia, ¢ sufficiente un tensioattivo cationico invece di una miscela
di tensioattivi. Dal momento che le ceneri di lolla di riso possono esistere sia in forma cristallina
(cristobalite) sia in forma amorfa, per convertire lo scarto in ceneri amorfe (piu facilmente
estraibili in soluzione basica) ¢ necessario controllare attentamente la temperatura del
pretrattamento termico; in particolare, nello studio di Bhagiyalakshmi et al. la temperatura ¢
stata mantenuta al di sotto degli 800°C [69]. In seguito, lo studio di Zhu et al. [94] ha
confermato la fattibilita del processo, osservando come prolungare il trattamento idrotermale
consenta di ottenere silici con maggiore ordine a lungo raggio. In particolare, a causa
dell’elevato tempo di induzione nella cristallizzazione delle MCM-41, un tempo di trattamento
superiore alle 72 ore consente di ottenere silici con picchi piu risolti nello spettro XRD e percio
una struttura esagonale 2D piu ordinata; il maggior tempo di cristallizzazione, peraltro,
consente di ottenere una silice con maggior superficie specifica [94].

Anche Purnawira et al. [66] hanno ottenuto silice mesoporosa utilizzando la lolla di riso come
precursore alternativo al TEOS. Lo scarto ¢ stato sottoposto a leaching preventivo con acido
cloridrico e poi mantenuto a 600°C per 6 h per ottenere la cenere: come gia riportato da
Kalapathy et al. [95], infatti, il pretrattamento di /eaching acido sullo scarto consente di
rimuovere le impurezze e di estrarre con piu facilita la silice dalle ceneri. Il trattamento con
idrossido di sodio e la successiva neutralizzazione del preparato con acido cloridrico hanno
consentito la precipitazione del gel di silice; il gel € stato in seguito utilizzato come precursore
per la sintesi di silice mesoporosa a pH basico [66]. La silice ottenuta ¢ una MCM-41, con
struttura esagonale 2D confrontabile con quella di silici ottenute da TEOS; anche la superficie
specifica ¢ confrontabile con quella di silici sintetizzate a partire da precursori puri [66].

Il recupero di silice da lolla di riso consente di ottenere prodotti di valore a partire da uno scarto;
presenta tuttavia delle problematiche da risolvere. Gli acidi forti utilizzati nei pretrattamenti e
per neutralizzare la soluzione di silicato di sodio possono essere dannosi per la salute e produrre
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sottoprodotti tossici per I’ambiente, come i furani'® [91]. Alcune alternative proposte sono state
I’acido citrico e ’acido ossalico, che consentono di rimuovere le impurezze metalliche ma
forniscono silici con rese e contenuto di impurezze variabili [95] [96], e i liquidi ionici, in grado
di estrarre ioni metallici e polisaccaridi [45]. Un vantaggio ulteriore nell utilizzo di liquidi ionici
sarebbe la possibilita di estrarre lignocellulosa, utilizzabile a sua volta per la produzione di
biofuel [91].

II metodo di precipitazione della silice non consente di regolare le caratteristiche del materiale
finale: sono percio allo studio delle procedure di tipo bottom-up da silicato di sodio che
prevedano ’uso di cosolventi organici o additivi polimerici o la sintesi in emulsione per
controllare piu finemente le caratteristiche della silice prodotta [91].

La lolla di riso rappresenta al momento lo scarto alimentare di maggior interesse per la
produzione di silice, essendo quello che fornisce la massima resa, ed ¢ stata per questa ragione
trattata estesamente [97]. Comunque, sono allo studio anche altri sottoprodotti, quali le foglie
di canna da zucchero, la paglia e i residui della produzione dell’olio di palma [63][97] [98].

Ma et al. [98], ad esempio, hanno sintetizzato silici MCM-41 a partire dalle ceneri di paglia di
grano. Il procedimento di sintesi si basa sul recupero dei fitoliti!* Si(OH),, una specie
polimerica che rappresenta la principale fonte di silice presente in questa tipologia di scarto
[98]. In breve, i fitoliti sono estratti utilizzando una soluzione di acido nitrico in ebollizione; il
prodotto ottenuto ¢ essiccato e miscelato con idrossido di sodio per ottenere il silicato di sodio
precursore della silice. Nelle condizioni di sintesi ottimali (trattamento idrotermale a 120°C per
24 h), le silici MCM-41 sintetizzate presentano elevata superficie specifica (>1300 cm?/g) e
volume poroso >1 cm?®/g.

Importante ¢, infine, la sintesi di silici a partire dall’acido esafluorosilicico (H,SiF), presente
negli scarti dell’industria dei fertilizzanti [99] [100]. L’acido esafluorosilicico ¢ un
sottoprodotto dall’alto potere inquinante, e se disciolto in acqua ¢ in grado di danneggiare la
salute umana e 1’ambiente gia a concentrazioni molto basse [49]: il suo recupero ¢ dunque
auspicabile.

Sarawade et al. [100] hanno per primi sviluppato un processo efficiente per il recupero
dell’acido esafluorosilicico. In breve, I’acido esafluorosilicico ¢ stato miscelato con una
soluzione di carbonato di sodio ed acqua per ottenere uno s/urry, mantenuto a 100°C per circa
3 ore; il raffreddamento a temperatura ambiente e il successivo aging a 80°C per 8 ore hanno
fornito silice amorfa. Il procedimento ¢ stato ripetuto con vari rapporti acido:carbonato per
studiare I’effetto del pH sulla superficie specifica del materiale finale [100]. Il prodotto ottenuto
¢ una silice mesoporosa (la dimensione media dei pori ¢ di circa 4 nm [100]), con elevata
resistenza termica ma caratterizzata da particelle di forma irregolare, che formano aggregati, e
superficie specifica che si riduce all’aumentare del pH [100]. E stato possibile ottenere anche
acido fluoridrico, utile nella produzione di refrigeranti e nell’industria farmaceutica [100] [101].

Liu et al. [102] hanno utilizzato 1’acido esafluorosilicico per realizzare una silice MCM-41
caricata con titania, utilizzata come catalizzatore. Il materiale realizzato nelle condizioni
ottimali di sintesi possiede una superficie specifica di oltre 1030 m?/g, ordine a lungo raggio e

131 furani sono composti aromatici alogenati in grado di inibire la crescita e lo sviluppo delle cellule [276].

141 fitoliti sono delle strutture intercellulari solide costituite da silice amorfa ed acqua; rappresentano la principale
modalita di accumulo del silicio nelle piante [292].
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disposizione esagonale dei pori; ¢ inoltre in grado di catalizzare la reazione di sintesi degli
epossidi [102].

Uno dei vantaggi dell’acido esafluorosilicico nella sintesi di silici mesoporose ¢ la possibilita
di utilizzarlo senza pretrattamenti, come riportato da Vacca ef al. [103]. Nel loro studio, Vacca
et al. confrontano le proprieta di una silice MCM-41 ottenuta da acido esafluorosilicico (FSA-
MCM-41) con una ottenuta da TEOS; il procedimento ed i parametri sperimentali utilizzati
sono stati i medesimi e i prodotti ottenuti hanno proprieta morfologiche e termiche simili [103].
Gli stessi autori propongono inoltre 1’estrazione del tensioattivo dai pori mediante una
procedura gia riportata in letteratura [74], basata sull’uso di etanolo o acqua: ¢ stato possibile
rimuovere completamente il templating agent con un’ora di estrazione in etanolo senza,
peraltro, danneggiare I’ordine della mesostruttura [103]. L’estrazione in etanolo permette il
potenziale recupero del CTAB utilizzato per la sintesi e rappresenta, quindi, una possibilita
piuttosto interessante in quanto consentirebbe la riduzione ulteriore dei costi di processo; i
campioni estratti in etanolo presentano tuttavia una stabilita termica inferiore rispetto alle silici
FSA-MCM-41 calcinate [103]. Lo studio ha infine dimostrato la possibilita di utilizzare
compositi di FSA-MCM-41 e Fe, 05 per la cattura di piccole molecole, quali 1’acido solfidrico
[103].

2.3.3. Silice da e-waste

La crescita del settore dell’informatica e della tecnologia ha determinato negli ultimi anni una
richiesta sempre maggiore di apparecchiature elettriche ed elettroniche, con conseguente
formazione di grandissime quantita di e-waste (si stima che nel 2021 si arrivera a 52.2 milioni
di tonnellate di questa tipologia di rifiuti [104]). Ad oggi, 1 rifiuti elettrici ed elettronici sono
perlopiu destinati al riutilizzo, al riciclo, al ricondizionamento ma anche alla
termovalorizzazione e allo smaltimento in discarica [105] [106]. Queste apparecchiature,
tuttavia, contengono grandi quantita di silicio e possono quindi essere utilizzati come precursori
della silice [104].

Lin et al. [107] hanno per primi riportato una sintesi di silice mesoporosa a partire dagli scarti
dell’industria elettronica, in particolare di un impianto di produzione di schermi LCD. Al
contrario di altri rifiuti, le polveri di scarto dell’industria elettronica non contengono molti
ossidi metallici contaminanti, ma solamente specie derivate dal silicio, dall’azoto e dal fluoro;
¢ quindi piu semplice utilizzarli per ottenere silici mesoporose, grazie alla presenza di silicio di
purezza elevata [107] [108]. Gli scarti, ridotti in polvere, sono sottoposti a fusione alcalina, in
maniera del tutto similare a quanto gia riportato da Chang et al. [75] (Paragrafo 2.3.1); la
sospensione viene centrifugata, il surnatante ¢ utilizzato per la sintesi di silice MCM-41 insieme
al CTAB come templating agent. 1l processo ha consentito di ottenere un recupero del 20-33%
di silice. Lo studio ha dimostrato la possibilita di ottenere dai rifiuti dell’industria dei
semiconduttori non solo MCM-41 confrontabili con quelle ottenute da reagenti puri (superficie
specifica, capacita di cattura della CO; simili), ma anche NaF: NaF ¢ un composto utilizzato
nell’industria metallurgica, ad esempio per pretrattare 1’acciaio inossidabile o per la saldatura,
ed ¢ una comune fonte di ioni fluoruro [101] [107].

Ancora Lin e Bai [67] hanno in seguito sviluppato un metodo efficiente per la sintesi a
temperatura ambiente di silice mesoporosa a partire dalla medesima tipologia di scarto. La
polvere ¢ inizialmente disciolta in acqua deionizzata, dopodiché si aggiungono acido fluoridrico
e una soluzione acquosa di CTAB; I’idrossido d’ammonio, aggiunto lentamente alla fine, ha il
ruolo di catalizzatore. L’intero processo, detto di utilizzo diretto, si svolge a temperatura
ambiente (Figura 2.3.2) [67].
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Figura 2.3.2. Processi di fusione alcalina (a) e uso diretto (b) per la produzione di silici mesoporose a partire da scarti
dell’industria fotonica [67].

Rispetto alla fusione alcalina utilizzata nello studio precedente, questo processo rappresenta
una via di sintesi piu efficace: non determina la formazione di gas inquinanti (la fusione alcalina
di polveri dell’industria fotonica produce fluoruro di silicio ed ammoniaca [67] [107]) e
consente di recuperare il 100% del silicio contenuto nello scarto iniziale [67]. La silice ottenuta
con ’utilizzo diretto delle polveri ha mostrato caratteristiche di biodegradabilita e purezza che
la rendono adatta all’utilizzo come drug delivery system; ¢ inoltre in grado di incapsulare
principi attivi chemioterapici [67].

Ma e Ruan [108] hanno utilizzato invece dei pannelli solari dismessi per la sintesi di silici
mesoporose MCM-41. In breve, lo scarto ¢ stato ridotto in polvere e miscelato con una
soluzione acquosa di idrossido di sodio; il preparato ¢ stato mantenuto a 150°C per circa 24 h e
centrifugato; il surnatante ¢ stato utilizzato per la sintesi di MCM-41 con CTAB e idrossido
d’ammonio [108]. Il materiale risultante, caratterizzato da purezza elevata, superficie specifica
>1000 cm?/g e volume poroso di circa 0.9 cm?/g, ¢ stato utilizzato per 1’adsorbimento selettivo
di toluene, con capacita di adsorbimento simile a quella di una MCM-41 sintetizzata da
precursori puri [108].

Liou [90] ha sviluppato un processo per la sintesi di MCM-41 a partire dagli scarti del
packaging di materiale elettronico. Questi scarti, costituiti perlopiu da resine epossidiche, resine
fenoliche e silice, rappresentano un rifiuto di difficile smaltimento e possono essere convertiti
in precursori della silice grazie all’elevato contenuto di silicio (circa I’80% in peso) [90]. Dopo
essere stati ridotti in cenere, gli scarti sono sottoposti a leaching acido per rimuovere le
impurezze metalliche (principalmente antimonio, ferro, alluminio e cromo); le ceneri sono
neutralizzate con acqua. In seguito, 1’estrazione a 100°C con idrossido di sodio consente di
ottenere una soluzione acquosa di silicato di sodio.

La sintesi del gel di silice avviene in condizioni acide ed ¢ seguita da filtrazione per rimuovere
eventuali tracce di metalli rimanenti. Esaminando le varie condizioni di sintesi, € stato possibile
osservare come una temperatura piu elevata fornisca rese maggiori, ma porosita di dimensioni
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inferiori. Al contempo, si ¢ osservato come la presenza del tensioattivo come templating agent
sia fondamentale per ottenere silici con struttura ordinata dei mesopori, grazie alle interazioni
elettrostatiche che si instaurano fra le micelle e la superficie del solido [90]. Il metodo appena
descritto ha fornito silici mesoporose con superficie specifica fino a oltre 1000 cm?/g [90].
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Capitolo 3

Il principio attivo: stabilita e degradazione

3.1. Introduzione

Nell’ambito della produzione su larga scala, la stabilita del principio attivo ¢ materia di cruciale
importanza: la degradazione di un farmaco, infatti, pu6 determinare una perdita di efficacia o
la formazione di sottoprodotti nocivi per la salute o in grado di modificare in maniera
inaccettabile le proprieta sensoriali del prodotto finale [109] [110].

In base alle linee guida ICH" di buona pratica manifatturiera, la stabilita di un farmaco deve
essere valutata mediante le cosiddette “prove di stabilita”, effettuate sia sul principio attivo puro
che sulla formulazione nella sua interezza [110]. Tali test dovranno essere effettuati sia in
condizioni “di stress”, al fine di accelerare i processi di degradazione e identificare percio le
possibili vie di degradazione possibili, sia nelle condizioni di conservazione di riferimento, per
verificare la stabilita del farmaco sul lungo termine. La corretta identificazione delle vie di
degradazione del principio attivo, peraltro, consente di sviluppare un adeguato processo di
produzione [110].

Nei paragrafi seguenti si presenteranno gli aspetti critici di cui tener conto nella produzione e
manipolazione di farmaci, alcuni dei quali sono stati riscontrati nello svolgimento del presente
lavoro di tesi; si evidenzieranno, inoltre, alcune possibili soluzioni proposte in letteratura alle
problematiche di stabilita.

3.2. Effetto della luce

L’esposizione di un farmaco alla luce puo avere effetti avversi sulla stabilita del principio attivo
e sulla sua efficacia finale. Molti farmaci si decompongono se esposti alla luce: la
fotodecomposizione ¢ un fenomeno molto complesso e le cinetiche di decomposizione variano
a seconda del particolare principio attivo considerato [111]. Una delle informazioni cruciali
nello sviluppo di una formulazione e di una confezione adeguati alla protezione di un principio
attivo fotosensibile ¢ la lunghezza d’onda alla quale il principio attivo ¢ sensibile [112] [113]:
qualora il principio attivo sia sensibile a radiazioni UV o visibili, infatti, € necessario impiegare
particolari eccipienti o confezioni opache. E inoltre indispensabile tener conto sia della fase di
produzione, sia della fase di conservazione e utilizzo del farmaco. L’esposizione alla luce solare
nell’ambiente ospedaliero, ad esempio, pud determinare degradazione; una volta iniettato, un
principio attivo fotosensibile puo interagire con substrati presenti nei tessuti e determinare la
formazione di specie reattive dell’ossigeno'® [111].

15 La ICH (International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human
Use) ¢ un progetto che riunisce le autorita preposte alla regolamentazione dei farmaci in Europa, Giappone e USA
ed esperti dell’industria farmaceutica per discutere aspetti tecnici e scientifici ed emanare linee guida e requisiti
tecnici armonizzati.

1Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) sono specie derivate dall’ossigeno altamente reattive, come il radicale
idrossido, il perossido di idrogeno, i perossinitriti; possono danneggiare i tessuti in quanto cause di stress ossidativo
[296].
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Lo studio della fotodecomposizione di un farmaco ¢ una fase fondamentale del processo di
ricerca e sviluppo, e soluzioni differenti vengono proposte a seconda del caso particolare in
esame; ¢ possibile tuttavia fare delle considerazioni generali.

La fotodecomposizione ha inizio quando il farmaco esposto alla luce assorbe radiazione
luminosa; I’entita della degradazione dipende dalla quantita e dalla lunghezza d’onda dei fotoni
assorbiti [113]. L’assorbimento di tali fotoni puo essere diretto, nel caso in cui il principio attivo
stesso assorba a una determinata lunghezza d’onda, o indiretto, quando uno degli eccipienti,
detto fotosensibilizzante, assorbe a tale lunghezza d’onda e va incontro a degradazione (sono,
ad esempio, fotosensibilizzanti alcuni eccipienti lipidici [114]). L assorbimento di fotoni ¢ il
primo stadio del processo fotochimico; puo determinare la transizione di una molecola ad uno
stato eccitato o la formazione di intermedi reattivi, che si convertiranno in prodotti di
degradazione stabili nelle reazioni successive (ad esempio reazioni di ossidazione, di rimozione
di gruppi funzionali particolarmente sensibili alla luce, di riduzione, che possono avvenire
anche al buio) [111].

Per proteggere il principio attivo dalla fotodegradazione ¢ possibile agire secondo differenti
approcci: si pud tentare di proteggere la formulazione dalla luce, utilizzando pigmenti o
materiali opachi per il confezionamento [115], oppure modificare la formulazione,
aggiungendo pigmenti in grado di assorbire la luce alla lunghezza d’onda necessaria [116] o
sostanze in grado di spegnere i radicali formati in seguito all’esposizione alla luce [117]. Una
possibile soluzione al rischio di fotodegradazione di un principio attivo ¢ infine
I’incorporazione di quest’ultimo in un carrier non fotosensibile (sono di particolare interesse,

in questo ambito, le ciclodestrine [118] [119] ed 1 liposomi [120]).

La curcumina, come si osservera nel Capitolo 4, ¢ sensibile alla degradazione fotossidativa;
I’utilizzo di una silice mesostrutturata come drug delivery system di curcumina potrebbe
rappresentare una soluzione a questa problematica.
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3.3. Presenza di umidita in dosaggi solidi e semisolidi

Nella maggioranza dei processi di degradazione chimica di un principio attivo, I’acqua ¢ uno
dei reagenti o partecipa come catalizzatore: ¢ per questa ragione che molti dei farmaci sono
commercializzati in forma solida essiccata [121].

La conservazione del prodotto in ambienti ad elevata umidita relativa ed alcune operazioni che
prevedano 1’uso di acqua, come le operazioni di coating con film acquosi'’, possono tuttavia
esporre il farmaco ad umidita e determinare un certo contenuto di umidita residua [122]. Tale
contenuto d’acqua potra trovarsi adsorbito sulla superficie del farmaco, grazie alla formazione
di legami a idrogeno, oppure all’interno della struttura cristallina a formare un idrato, o ancora
in forma occlusa, all’interno di quei solidi che presentano microporosita, per effetto della
condensazione capillare'® [122].

L’effetto dell’'umidita sui farmaci in forma solida o semisolida ¢ duplice: da un lato, puo reagire
direttamente con il principio attivo e determinarne la degradazione mediante reazioni di idrolisi
e idratazione [123]; I’acqua, d’altra parte, puo agire anche in maniera indiretta, causando la
dissoluzione e la degradazione delle componenti solubili, o ancora, contribuendo alla
plasticizzazione dei solidi amorfi e percio ad un sensibile abbassamento della Tg1% [122] [124]
[123]. L’acqua presente in un cristallo idrato puo poi essere liberata durante la fase di
macinatura, portando alla disidratazione del farmaco e, di conseguenza, a una sua variazione
strutturale [124].

Il principio attivo pud essere protetto dall’effetto di eventuale umidita residua grazie ad
un’attenta progettazione del processo produttivo; puo, d’altra parte, essere formulato insieme a
specifici eccipienti igroscopici, in grado di assorbire 1’acqua residua. Shen ef al. [125] hanno
studiato ’effetto di vari eccipienti igroscopici su compresse di simvastatina?® esposte ad
ambienti ad elevata umidita relativa. Lo studio ha mostrato la possibilita di ridurre la
degradazione del principio attivo, sensibile all’idrolisi, grazie all’assorbimento preferenziale di
acqua da parte degli eccipienti; fra gli eccipienti esaminati, il sorbitolo ha mostrato la massima
capacita di ritenzione dell’umidita residua [125].

Nei paragrafi seguenti saranno presentati i principali effetti dell’umidita residua sui principi
attivi: idrolisi e plasticizzazione del farmaco.

3.3.1. Reazioni di idrolisi

L’idrolisi costituisce la via piu frequente di degradazione chimica dei principi attivi [126] [127]
[128] [129]: ¢, ad esempio, la principale via di degradazione dell’aspirina [113]. Essa consiste

1711 coating & una tecnica in cui si applica un film secco ad un dosaggio (granuli o compresse) per ottenere specifici
vantaggi (ad esempio, mascherare il sapore del farmaco o proteggere la formulazione dall’ambiente esterno) [289].

18 La condensazione capillare consiste nella condensazione di un liquido confinato all’interno di un poro di
dimensioni ridotte; tale condensazione avviene a pressione inferiore rispetto alla pressione di saturazione del
liquido puro [275].

19 La temperatura di transizione vetrosa di un solido amorfo (Tg) e il range di temperatura in corrispondenza del
quale avviene la conversione da un solido vetroso rigido (al di sotto della Ty) e un solido gommoso plastico (al di
sopra della Tg) [124].

20 Le statine sono una classe di farmaci utilizzati per la cura dell’ipercolesterolemia [270].
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nella maggioranza dei casi nella reazione di una molecola d’acqua (ad esempio, 'umidita
nell’ambiente di processo, oppure negli eccipienti [124]) con un gruppo funzionale che porta
un atomo di carbonio elettrofilo; sono soggetti a idrolisi, ad esempio, gli esteri carbossilati, le
ammidi e 1 gruppi carbammati [127]. La presenza di un atomo di carbonio elettrofilo, tuttavia,
non ¢ essenziale perché avvenga idrolisi: I’idrolisi pud avvenire anche, fra gli altri, nel caso di
acetali, esteri fosfati, immine [126].

Il meccanismo di idrolisi, schematizzato in Figura 3.3.1, prevede la sostituzione nucleofila del

gruppo funzionale, detto anche /eaving group (L in figura), da parte di un gruppo idrossilico
[130].

0 0]
HY + OH"

+ H,0 —_— + HL

R L R OH

Figura 3.3.1. Meccanismo generale di idrolisi [126].

La reattivita di un farmaco all’idrolisi ¢ funzione di numerose variabili, tra le quali si ricordano
il pH, la concentrazione della soluzione tampone in cui il principio attivo ¢ disperso, la stabilita
del leaving group, la presenza di metalli nel sistema; il processo di idrolisi pud avvenire in
presenza di catalizzatori acidi o basici, anche se alcuni gruppi funzionali vanno incontro ad
idrolisi anche in assenza di catalizzatori (ad esempio, le immine) [126].

pH del mezzo
I1 processo di idrolisi ¢ fortemente influenzato dal pH del mezzo in reazione [126]: il controllo
di tale parametro ¢ dunque di cruciale importanza quando si sviluppino nuove formulazioni.

A seconda del pH, il processo di idrolisi puo seguire due differenti meccanismi [126]:

e In ambiente basico, il carbonio farget subisce un attacco nucleofilo da parte dello ione
idrossido: questo primo stadio pud essere il rate determining step’’ a seconda delle
condizioni al contorno del sistema; la velocita dello stadio di attacco nucleofilo ¢ tanto
maggiore quanto maggiore l’elettronegativita del gruppo sostituente R [126]. La
reazione procede con la formazione di un intermedio tetraedrico e, infine, con
I’eliminazione del leaving group. Il processo, schematizzato in Figura 3.3.2, ¢
generalmente irreversibile [126].

O O') 0 O
v o J'I\ + X ’JJ\
OH

Figura 3.3.2. Meccanismo di idrolisi in ambiente basico [126].

2! La maggioranza delle reazioni chimiche ¢ costituita da diversi stadi. Se uno di questi stadi & piu lento degli altri
allora la velocita complessiva del processo sara determinata dalla velocita dello stadio piu lento, detto percio Rate
Determining Step (RDS) [17].
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e In ambiente acido, il primo stadio di reazione consiste nella protonazione dell’ossigeno
del gruppo carbonile, cui seguono la formazione di un intermedio tetraedrico, lo
spostamento di un protone ed infine I’eliminazione del leaving group. 1l processo,
schematizzato in Figura 3.3.3, si configura come equilibrio chimico reversibile che
“rallenta” man mano che si formano prodotti [126].

jﬂi H
HI

, slow R’
i = R X__d..--'R —_— ~

, X
R
R X K N
OH,
OH,
H
+ ( H -H
R. ..--"""R - +RXH + RXH
+
OH T slow  p—"+~0H H g OH  X-0,NH

H

Figura 3.3.3. Meccanismo di idrolisi in ambiente acido [126].

Un ulteriore aspetto da tenere in considerazione ¢ il ruolo delle specie acide o basiche presenti
nella soluzione tampone, che possono favorire la cinetica di reazione a seconda di quale sia il
rate determining step; in tal caso, la concentrazione della soluzione tampone puo influenzare la
cinetica di idrolisi [126]. In ambiente basico, ad esempio, la presenza di specie basiche nella
soluzione tampone puo facilitare lo stadio di attacco nucleofilo in quanto le specie basiche
possono rimuovere un protone dall’acqua, e determinare percid la formazione di uno ione
idrossido [126].

La variazione della velocita di idrolisi con il pH puo essere non lineare, ed ¢ necessario
effettuare delle analisi per individuare:

e Per una certa concentrazione di soluzione tampone, il valore di pH per il quale la
velocita di reazione ¢ minima (tale valore ¢ di solito leggermente acido, essendo le
reazioni in ambiente acido piu lente di quelle in ambiente basico [126]);

e Perun certo valore di pH, la concentrazione di soluzione tampone per la quale la velocita
di idrolisi € minima [126].

La curcumina, principio attivo oggetto del presente lavoro di tesi, ¢ sensibile all’idrolisi a pH
basico, come si vedra nel Capitolo 4. Come si vedra nel Capitolo 6 e nel Capitolo 7, la
conservazione della curcumina in ambiente basico ha richiesto particolari precauzioni e
procedure al fine di preservare il principio attivo dalla degradazione.

Ruolo dei metalli

Alcuni ioni metallici, nello specifico gli ioni bivalenti, possono catalizzare I’idrolisi in
condizioni acide o basiche [126] [128]: la velocita di idrolisi della lidocaina, ad esempio,
aumenta di 14 volte in presenza di ioni metallici bivalenti [128]; anche gli antibiotici quali
cefalosporine e penicilline vanno incontro a rapida idrolisi in presenza di ioni metallici bivalenti
[19].
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La catalisi da parte degli ioni metallici ¢ piu efficace quando la molecola di principio attivo
possiede una carica parziale negativa nella propria struttura, in maniera tale da poter chelare?
lo ione e mantenerlo cosi prossimo al proprio sito reattivo [126]. Il catalizzatore metallico puo
agire sia facilitando il primo stadio di reazione, in quanto legandosi al carbonio del gruppo
carbonile ¢ in grado di renderlo piu elettrofilo [126], sia accelerando la decomposizione
dell’intermedio tetraedrico [126].

Idrolisi degli eccipienti

L’idrolisi degli eccipienti pud essere una problematica particolarmente importante, in quanto
gli eccipienti sono spesso presenti in concentrazioni elevate in una formulazione, tanto che
anche piccole quantita di eccipiente degradato possono determinare variazioni nell’effetto della
formulazione [126].

L’idrolisi di eccipienti puo determinare la formazione di sottoprodotti tossici, indesiderati, o in
grado di reagire con il principio attivo [126]; un’altra possibile conseguenza ¢ la variazione del
pH [126] [131]. E possibile, infine, che I’idrolisi di eccipienti (specialmente se di tipo
polimerico [126]) determini la variazione di proprieta fisiche e di solubilita del farmaco [126].

Un esempio di eccipienti polimerici sono 1 derivati della cellulosa come la metilcellulosa,
utilizzati come agenti leganti, per la realizzazione di coating di formulazioni solide o come
addensanti: questi eccipienti idrolizzano a pH<3 e possono determinare variazioni delle
proprieta sensoriali del farmaco [126].

3.3.2. Plasticizzazione del farmaco

“Plasticizzazione” ¢ un termine generalmente riferito alla scienza dei polimeri: consiste
nell’incremento di flessibilita e nella riduzione di durezza di un polimero; avviene in seguito
all’incorporazione di una sostanza, detta plasticizzante, nel polimero e determina inoltre la
diminuzione della sua Ty [132].

In ambito farmaceutico, I’effetto di plasticizzazione riguarda soprattutto le porzioni amorfe
della formulazione solida, in grado di includere in s¢ maggiori quantita di umidita residua: dal
momento che la struttura dei solidi amorfi € priva di un ordine cristallino, infatti, ’acqua si puo
dissolvere in quest’ultima in quantita proporzionale alla massa totale del solido amorfo [122].
All’aumentare del contenuto di umidita nella formulazione, la Ty del solido si abbassa: questo
fenomeno determina una transizione progressiva dello stato fisico da vetroso, rigido, a
gommoso (in quanto si avra che la temperatura esterna € superiore alla Ty) [122]. Le
conseguenze della plasticizzazione sulle prestazioni del farmaco sono molteplici:
I’abbassamento della T, del solido, infatti, determina maggiore mobilita molecolare e, di
conseguenza, una maggiore probabilita di reazioni chimiche di degradazione allo stato solido
[122] [123]; le sostanze in precedenza amorfe possono andare incontro a ricristallizzazione
[122].

22 La chelazione & una reazione all'equilibrio tra uno ione metallico ed una molecola organica in cui i due
componenti sono legati da piu di un legame. Lo ione metallico ¢ detto agente complessante, mentre la molecola
organica chelante ¢ detta ligando [119].
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3.4. Effetto della temperatura e del calore

La temperatura ¢ uno dei fattori di maggior peso nella degradazione di un principio attivo.
Secondo 1’equazione di Arrhenius, la costante cinetica di una reazione di degradazione (k)
dipende dalla temperatura secondo una relazione di tipo esponenziale [113] (Equazione (6)).

E,
k=Aexp (— ﬁ) (6)

In cui E, ¢ I’energia di attivazione del processo, il gap energetico che ¢ necessario superare
perché il processo avvenga [25], A ¢ detta fattore di frequenza e R ¢ la costante universale dei
gas [113]. Questa equazione ¢ valida negli intervalli di temperatura in cui A ed E, possono
essere considerate costanti € mostra come la maggioranza dei processi di degradazione risulti
accelerata a temperature elevate [113].

La temperatura rappresenta un fattore critico soprattutto per formulazioni contenenti principi
attivi di tipo proteico: le proteine, infatti, perdono la propria conformazione quando portate a
temperature elevate, fenomeno noto come denaturazione [133]. La denaturazione non ¢
degradazione, in quanto non determina la formazione di sottoprodotti [134]; una volta
denaturate, tuttavia, le proteine non possiedono piu la propria funzione e possono causare
reazioni avverse al paziente che le riceve; a concentrazioni elevate, peraltro, la denaturazione ¢
irreversibile [135]. Nella manipolazione e nel trasporto dei principi attivi proteici ¢ essenziale
tener conto della loro termosensibilita e rispettare una rigorosa catena del freddo [136]. Una
simile problematica riguarda anche gli acidi nucleici [133].

Come per la fotodegradazione, I’utilizzo di nanocarrier puo rappresentare una soluzione alla
termosensibilita di alcuni principi attivi [137]. Un esempio di cio ¢ ’acido a-lipoico, un potente
antiossidante con potenziali utilizzi nella cura delle patologie derivate dal diabete [138].
L’acido lipoico ¢ sensibile alla luce e al calore, tanto da polimerizzare in maniera praticamente
istantanea a temperature maggiori del suo punto di fusione, che si aggira intorno ai 58-65°C
[137]. Dolinina et al. [137] hanno incorporato I’acido a-lipoico in particelle di silice, rilevando
una degradazione massima del 10% a 67°C dopo 4 ore (in forma libera, 1’acido a-lipoico si ¢
degradato completamente in 2 h nelle medesime condizioni [137]). L effetto di stabilizzazione
al calore sarebbe dovuto all’interazione fra principio attivo e silice; le medesime interazioni non
sarebbero tuttavia in grado di proteggere il principio attivo dalla fotodegradazione [137] .

3.5. Ruolo del pH

Insieme al calore, il pH del mezzo in cui il principio attivo € inserito puod causare dei processi
di degradazione o incrementarne la velocita: la ragione di tali fenomeni risiede nella possibilita
da parte degli ioni idronio e idrossido di catalizzare le reazioni di degradazione o parteciparvi
[113]. Come per la temperatura, peraltro, il pH del mezzo puo determinare la denaturazione dei
principi attivi di origine proteica: la differente ionizzazione dei gruppi funzionali laterali al
variare del pH puo di fatto provocare variazioni nella conformazione della molecola [133].

Hawe et al. [139] hanno studiato la cinetica di degradazione dell’ossitocina al variare del pH,
della temperatura e della concentrazione nel mezzo, al fine di identificare i percorsi di
degradazione del farmaco quando sia esposto a condizioni di conservazione non ottimali (ad
esempio, a pH fisiologico o temperature superiori ai 30°C). L’ossitocina ¢ un ormone di
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derivazione proteica che puo essere soggetto a ossidazione degradativa, a deamidazione® o ad
attacco sui ponti disolfuro [139]: per studiarne le cinetiche di degradazione si € scelto di rilevare
la scomparsa del picco cromatografico caratteristico operando con cromatografia liquida a fase
inversa®*,

I risultati dello studio mostrano come I’emivita dell’ossitocina si riduca di circa 1/5 quando il
pH scende da 4.5 (pH di massima stabilita) a 2; I’emivita si riduce di un ordine di grandezza
circa a pH fisiologico. La stabilita dell’ossitocina ¢ minore a temperature elevate, in accordo
con quanto gia espresso da studi precedenti [140].

3.6. Reazioni di ossidazione

Le reazioni di ossidazione sono fra le principali cause di degradazione di principi attivi assieme
all’idrolisi [141]. In generale, 1’ossidazione puo avvenire per reazione con ossigeno molecolare
o con altre specie ossidanti; tali specie possono essere generate anche dalla decomposizione di
eccipienti, ad esempio per interazione con la radiazione luminosa, come gia osservato nel
Paragrafo 3.2 [134]. Un processo di ossidazione si configura generalmente come una serie di
reazioni a catena: il rate limiting step del processo ¢ quasi sempre lo stadio iniziatore, la cui
velocita ¢ indipendente dalla concentrazione di ossigeno nel sistema [134]. Lo stadio iniziatore
consiste nella formazione di una specie reattiva in seguito all’assorbimento di fotoni, oppure in
un incremento di temperatura. Dal momento che la solubilita dell’ossigeno in soluzione acquosa
si riduce all’aumentare della temperatura, tuttavia, quest’ultima possibilita ¢ meno comune
[134]. Particolare attenzione va invece rivolta alle reazioni di ossidoriduzione con ioni metallici,
che possono dare inizio a processi di ossidazione: gli ioni metallici sono praticamente
onnipresenti in tracce nelle soluzioni tampone e possono reagire con il principio attivo o con
I’ossigeno molecolare, determinando la formazione di specie radicaliche che iniziano il
processo di ossidazione [134] [141]. L’autossidazione del principio attivo, infine, puo essere lo
stadio iniziatore: come si vedra nel Capitolo 4, la curcumina puo andare incontro ad un processo
di autossidazione che fornisce biciclopentadione come prodotto finale. Le reazioni di
autossidazione, avvenendo per definizione in assenza di catalizzatori, hanno velocita
estremamente bassa € sono spesso trascurabili; in presenza di impurezze, tuttavia, possono
essere lo stadio iniziatore [141] [142]. Nel farmaco, infatti, possono essere presenti in tracce
sostanze molto reattive come i perossidi, in grado di strappare elettroni al principio attivo e dare
cosi inizio alla catena di reazioni di ossidazione (Figura 3.6.1).

23 La deamidazione consiste nell'idrolisi dei gruppi ammidici da molecole quali proteine o amminoacidi [119].

24 La cromatografia liquida a fase inversa ¢ una tecnica di separazione cromatografica caratterizzata da una fase
stazionaria solida non polare e una fase mobile liquida polare [305].
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Figura 3.6.1. Meccanismo di autossidazione: in (a) lo stadio iniziatore, in (b) gli stadi di propagazione, in (c) lo stadio
di terminazione [142].

I principi attivi soggetti ad ossidazione possono essere formulati con eccipienti dalle proprieta
antiossidanti, come 1’acido ascorbico. Dal momento che tali eccipienti vengono consumati per
stabilizzare il principio attivo, la shelf-life del farmaco dipendera dal tempo necessario per
consumare completamente 1’eccipiente [134]; inoltre, gli antiossidanti scelti per formulazioni
farmaceutiche devono essere biocompatibili [143]. In alternativa, si pud “prevenire”
’ossidazione riducendo al minimo le quantita di metalli e di perossidi presenti nel farmaco; se
non ¢ possibile rimuovere del tutto gli ioni metallici, si possono impiegare agenti chelanti quali
EDTA o I’acido citrico, in grado di sequestrare gli ioni metallici dal sistema [141] [144].

Won [145] ha analizzato la degradazione fotolitica ed ossidativa di un principio attivo
antiemetico. Il processo ossidativo, identificato come autossidazione, ¢ caratterizzato da una
fase iniziale piu lenta, seguita da rapide reazioni di propagazione ed infine da una fase di
stabilizzazione: 1’ipotesi di Won ¢ dunque che i prodotti di ossidazione inibiscano il processo
di ossidazione stesso [145]. Tale processo risulta inoltre piu rapido a pH acido e in ambienti a
elevata umidita relativa; ¢ catalizzato dagli ioni di metalli pesanti [145]. La soluzione proposta
da Won per incrementare la stabilita del principio attivo € percid I’aggiunta di agenti chelanti
in grado di sequestrare tali ioni [145].

Dixon ef al. [143] hanno sviluppato una formulazione ed una confezione in grado di proteggere
dall’ossidazione la cisteamina, un principio attivo utilizzato nella cura di un disturbo della
cornea. Questo principio attivo viene generalmente formulato in gocce oculari che presentano
una shelf-life di circa un anno quando vengono congelate e si conservano una settimana dopo
I’apertura, poiché una volta aperte la cisteamina si trova a contatto con 1’ossigeno atmosferico
[143].

Dixon et al. hanno ridotto la degradazione ossidativa del principio attivo e allungato la shelf-
life delle gocce oculari fino a un anno a temperatura ambiente; hanno inoltre ottenuto stabilita
del principio attivo fino a 70 giorni dall’apertura. Il risultato ¢ stato raggiunto dopo aver testato
tre soluzioni [143]:

e Alla formulazione sono stati aggiunti differenti antiossidanti al fine di verificare quale
fosse il piu efficace: in particolare, sono stati utilizzati la vitamina C (idrosolubile,
aggiunta direttamente alla soluzione acquosa), la vitamina E (incorporata in
un’emulsione) e I’enzima catalasi. Quest’ultimo ¢ in grado di convertire le specie
reattive dell’ossigeno in ossigeno molecolare.

e Il principio attivo ¢ stato protetto dal contatto con I’aria. Nello specifico, si sono testati

o un sistema bifasico acqua-olio: 1’olio protegge la fase acquosa contenente il
principio attivo;
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o una confezione sigillata che utilizza materiali compositi alluminio-ferro poco
permeabili all’ossigeno.

Il sistema piu stabile prevede la combinazione dei tre approcci. Sono state inoltre realizzate
delle lenti a contatto in grado di rilasciare il principio attivo nella cornea; le lenti a contatto
rappresentano una soluzione di particolare interesse in quanto monouso. Le lenti a contatto
confezionate con compositi ferro-alluminio presentano shelf-life tino a 750 giorni [143].

Nel capitolo seguente si presenteranno le proprieta chimiche e le applicazioni biomedicali del
principio attivo scelto per il presente lavoro di tesi, la curcumina; si porra particolare attenzione
sulla tematica della stabilita di tale principio attivo e sui sistemi allo studio per la sua
somministrazione.
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Capitolo 4

Curcumina

4.1. Introduzione

La curcumina, anche detta diferuloilmetano, ¢ un fitopolifenolo derivante dal rizoma della
pianta Curcuma longa, da secoli diffusa nella cucina e nella medicina orientale [146]. La
curcumina rappresenta il 2-5% della spezia ed ¢ il componente piu attivo della curcuma [147].

La curcumina ¢ stata isolata per la prima volta nel XIX secolo; la sua struttura ¢ stata
determinata nel 1910 [7]. La curcuma, tuttavia, ¢ utilizzata da millenni nei paesi orientali (in
particolare, Cina e India), in forma di “impasto”, per la cura di numerose affezioni: sono
riportati rimedi della medicina ayurvedica contro infezioni oculari, bruciature, cicatrici
acneiche e varie malattie della pelle, ma anche contro malattie dell’apparato digerente [147]
[7]. L’azione antiossidante della curcumina, peraltro, la rende un ottimo conservante per gli
alimenti. Nonostante le sue proprieta fossero note da secoli, solamente a partire dagli anni *90
del secolo scorso la letteratura scientifica ha concentrato la propria attenzione sulla curcumina,
in seguito all’articolo di Aggarwal ef al. che ne evidenziava il potenziale anticancerogeno [8§]
[148]. Da allora, I’interesse per questa sostanza ¢ cresciuto molto rapidamente, arrivando ad
oggi a piu di 28.000 citazioni in letteratura (fonte Scopus).

4.2. Struttura chimica e proprieta

4.2.1. Struttura

L’olio essenziale estratto dal rizoma della curcuma contiene numerose specie chimiche, fra le
quali la curcumina ¢ il principale “responsabile” del colore giallo-arancio [149]; della
curcumina esistono piu forme (curcumina, dimetossicurcumina, bisdimetossicurcumina,
ciclocurcumina [149]), la curcumina ¢ la piu presente (rappresenta il 94% sul totale [150]).

Dal punto di vista strutturale la curcumina ¢ un dichetone, un metano in cui due degli idrogeni
sono sostituiti da gruppi ferulici (Figura 4.2.1); la sua formula chimica ¢ C21H200Os, il suo nome
IUPAC ¢ (1E,6E)-1,7-bis(4-idrossi-3-metossifenil)epta-1,6-diene-3,5-dione [146]. La struttura
chimica ¢ caratterizzata da due sistemi di anelli aromatici contenenti gruppi o-metossifenolici
connessi da una catena di sette atomi di carbonio che consiste in una porzione f3-dichetone a,p3-
insatura [8].

NS 2

OCH, OCH,

Figura 4.2.1. Struttura chimica della curcumina [151].
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La curcumina presenta un idrogeno in o, vale a dire, un idrogeno legato ad un carbonio
adiacente ad un gruppo carbonile: esibisce percid tautomeria cheto-enolica ?°, le cui

implicazioni saranno meglio descritte nel Paragrafo 4.2.3.

4.2.2. Proprieta chimiche

La curcumina ¢ un composto insolubile in acqua (si stima che la sua solubilita in acqua sia di
11 ng/mL [152]), solubile in vari solventi organici (etanolo, dimetilsolfossido, acetone,
acetonitrile); il suo punto di fusione & a 183°C, il suo peso molecolare di 368.4 g/mol [146]. E
un acido debole di Brensted, con tre protoni dissociabili: due dei gruppi —OH fenolici, I’altro ¢
il protone enolico [8]. Sperimentalmente ¢ stato possibile stimare le tre costanti di dissociazione
acide e le corrispondenti pKa: in letteratura sono presenti valori di pKa che variano su un range
piuttosto ampio, a seconda del solvente utilizzato e del metodo di valutazione; in media, la pK,
della perdita del protone enolico ¢ intorno a 8.38 [153]; infatti, a pH fisiologico (intorno a 7.4),
circa il 10-25% di curcumina ¢ monoanionico, il resto & costituito da curcumina neutra [153].

La curcumina risulta stabile in ambiente acido, mentre si degrada rapidamente in ambiente
basico, dando trans-6-(4'-idrossi-3'-metossifenil)-2,3-diosso-5-esenale, acido ferulico,
feruloilmetano, vanillina e acido vanillico come prodotti. Evidenze sperimentali mostrano che
il prodotto di degradazione principale della curcumina ¢ il biciclopentadione, risultato
dell’autossidazione (si approfondira la degradazione della curcumina nel Paragrafo 4.4.2)
[154]. In generale, la curcumina ¢ una sostanza molto fotosensibile, sia allo stato solido che in
soluzione; tale sensibilita ¢ maggiore in ambiente basico [153] [155] [156] [157] [158].

La curcumina, come detto, ¢ utilizzata come pigmento grazie alle sue spiccate proprieta
fotochimiche; presenta un massimo di assorbimento a 415-420 nm in acetone e a 425-430 nm
in etanolo [149] [159]. 1l suo colore ¢ giallo a pH neutro, mentre il massimo di assorbimento si
sposta a frequenze minori (rosso) in ambiente basico (effetto batocromo) [8]. La forma
completamente deprotonata della curcumina (Cur®), invece, ha massimo di assorbimento
intorno a 465 ¢ 261 nm in ambiente basico, con spallamento a 360 nm [8] [160]. Per queste
ragioni, la curcumina puo essere utilizzata come indicatore di pH: a pH<1 la curcumina si trova
in forma protonata ed ¢ di colore giallo, a pH compreso fra 1 e 7 ¢ allo stato neutro e di colore
giallo; a pH>7, infine, la curcumina ¢ deprotonata e di colore rosso [160]. Il massimo di
assorbimento della curcumina nel visibile € probabilmente dovuto al sistema di doppi legami
coniugati centrali, dal momento che analoghi e derivati della curcumina privi di tale cromoforo
presentano massimi di assorbimento nell’UV [161].

4.2.3. Tautomeria cheto-enolica

Il nome IUPAC della curcumina la qualifica come B-dichetone; le analisi ai raggi X, tuttavia,
mostrano come questo composto esibisca tautomeria cheto-enolica [162] (Figura 4.2.2).

25 La tautomeria cheto-enolica ¢ un fenomeno che si verifica nei chetoni che possiedono un idrogeno in a, vale a
dire, un idrogeno che legato ad un carbonio adiacente ad un gruppo carbonile: in questo caso, il chetone ¢ in
equilibrio con il corrispondente alcol (forma enolica) [130].
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Figura 4.2.2. Tautomeria cheto-enolica della curcumina [153].

Le forme possibili per la curcumina sono dunque due, i due tautomeri cheto-enolici che si
convertono 1’uno nell’altro [162]. Studi con spettroscopia NMR hanno rilevato che fra i due
tautomeri, la forma pitt comune in soluzioni apolari o debolmente polari ¢ quella enolica; il gap
energetico tra le due forme ¢ intorno alle 7.75 kcal/mol [162]. La forma enolica risulta
probabilmente piu stabile a causa dei forti legami idrogeno intramolecolari che la stabilizzano;
presenta struttura perfettamente planare, che consente la risonanza fra i due anelli benzenici;
tra 1 due tautomeri, infine, presenta un protone piu facilmente dissociabile [161] [162]. Nei
solventi polari, il legame idrogeno intramolecolare ¢ sostituito da uno intermolecolare; la forma
enolica ¢ in equilibrio con quella chetonica (tale equilibrio si verifica soprattutto a bassi valori
di pH) [153]. In soluzione la curcumina presenta isomeria cis-trans, con la forma trans-
leggermente piu stabile di quella cis-, poiché i due gruppi fenolici metossi- si trovano da parti
opposte della struttura [153]; le possibili forme per la curcumina sono mostrate in Figura 4.2.3.
La forma enolica prevale anche nella curcumina allo stato cristallino [8].
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Figura 4.2.3. Forme chetoniche/enoliche e cis/trans possibili per la curcumina [153].
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4.3. Produzione

La curcumina ¢ principalmente estratta dalla sua fonte naturale; sono tuttavia presenti in
letteratura modelli di produzione della curcumina da E. Coli*® ingegnerizzato non patogeno:
questa via potrebbe essere particolarmente promettente per la produzione in situ di curcumina,
in prossimita dell’organo bersaglio, al fine di superare le difficolta legate alla sua scarsa
solubilita nei fluidi corporei [163] [164] [165].

L’estrazione della curcumina ¢ stata possibile gia a partire dai primi anni del XIX secolo; il
settore ¢ tuttavia in continuo sviluppo e, ad oggi, nuove tecniche vengono proposte per un
processo piu efficiente e a minor impatto ambientale [8]. Nell’estrarre questa sostanza ¢
necessario tener conto che la curcumina tende a degradarsi per ossidazione piuttosto
rapidamente in presenza di luce e calore; per questa ragione, i metodi utilizzati devono
consentire un buon controllo del calore sviluppato [166].

La tecnica piu utilizzata ¢ I’estrazione in colonna con solvente: i rizomi della curcuma vengono
tritati ed essiccati; si effettua poi I’estrazione vera e propria [167]. Vengono utilizzati solventi
polari e non polari organici, tra i quali I’etanolo ¢ il pit comune (i solventi clorurati, per quanto
molto efficienti, non sono adeguati all’uso alimentare; lo stesso puo essere detto dei derivati del
petrolio) [8]. Accanto all’estrazione in colonna, processi basati sull’estrattore Soxhlet?’ (in
Figura 4.3.1) e pretrattamenti agli ultrasuoni e con microonde sono allo studio (ultrasuoni e
microonde, in particolare, rappresenterebbero alternative poco costose e molto efficienti alla
semplice estrazione con solvente [168]. Sono inoltre di particolare interesse commerciale
metodi che utilizzano solventi alimentari o la CO; supercritica (modificata con etanolo 10% v/v
[169]), specialmente per I’industria alimentare [8]. La CO> supercritica, soprattutto, risulta un
solvente vantaggioso per 1’estrazione di sostanze termolabili: ¢ inerte, facilmente disponibile,
non tossica, non corrosiva, riciclabile e stabile in condizioni non estreme, il che consente di
preservare le caratteristiche delle sostanze termolabili estratte [8] [166]. Anche I'uso di enzimi
quali a-amilasi e glucoamilasi ha dato buone rese, nonostante il costo elevato di un processo
enzimatico [8]. Per separare la curcumina dai suoi analoghi presenti nella curcuma, € necessario
utilizzare tecniche cromatografiche [165].

26 Escherichia coli (E. coli) & un batterio Gram-, utilizzato ampiamente come organismo-modello in campo
microbiologico e biotecnologico [298].

27 L estrattore Soxhlet € un’apparecchiatura di laboratorio, formata da tre parti sovrapposte: in basso, un pallone
da distillazione, posto sopra una sorgente di calore; al centro, 1’estrattore vero e proprio, all’interno del quale si
posiziona il filtro a ditale che contiene il materiale solido; in alto, un condensatore, dal quale si ottiene di volta in
volta il solvente puro (si veda Figura 4.3.1). Questo tipo di estrattore sfrutta il ricircolo di liquido attraverso un
sifone per effettuare una separazione piu efficiente dei componenti [301].
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Figura 4.3.1. Tipica estrazione di curcumina in estrattore Soxhlet [170].

Braga et al. hanno confrontato varie tecniche di estrazione di uso comune, rilevando rese
massime con [’estrazione Soxhlet (27% in peso) e massima attivita antiossidante con
I’estrazione Soxhlet e quella a bassa pressione; fra i solventi, etanolo e alcol isopropilico
consentono un’estrazione maggiore [171].

4.4. Reattivita

La curcumina ¢ caratterizzata da un dichetone e da due gruppi fenolici; tipiche di questo
composto sono le reazioni di ossidazione (donazione di uno o piu protoni), di addizione
nucleofila reversibile e irreversibile, di idrolisi e di degradazione e le reazioni enzimatiche [8].

4.4.1. Reazioni con i ROS

Una delle proprieta maggiormente apprezzate della curcumina, che le consente di agire su
numerosi bersagli biologici e di produrre benefici anche a livello sistemico, ¢ la sua attivita
antiossidante [7]. La curcumina ¢ in grado di reagire con le specie reattive dell’ossigeno
(ROS)?® (similmente ad altre molecole quali la vitamina E [147]) e “spegnere” tali sostanze
riducendo lo stress ossidativo [147]. Si suppone che la curcumina reagisca con molte specie
ossidanti mediante il trasferimento di un elettrone; tra gli elettroni trasferibili, il sito di attacco
piu probabile ¢ il gruppo ossidrile della porzione fenolica [172]. Tale ipotesi ¢ stata confermata
sperimentalmente osservando che 1 curcuminoidi non fenolici non possiedono attivita
antiossidante [173] [174].

Si pensa che il meccanismo antiossidante sia caratterizzato da due stadi:

1. Nel primo stadio, la specie ossidante (radicale o molecola ossidante) reagisce con la
curcumina non ossidata. La curcumina si comporta da donatore di elettroni e diviene a
sua volta un radicale, “spegnendo” la molecola iniziale [172]. Il radicale formato dalla
curcumina ¢ meno reattivo rispetto alla specie ossidante: si tratta generalmente di un
radicale fenossile ottenuto per riorganizzazione della struttura della curcumina in

28 Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) sono specie derivate dall’ossigeno altamente reattive, come il radicale
idrossido, il perossido di idrogeno, i perossinitriti; possono danneggiare i tessuti in quanto cause di stress ossidativo
[296].
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seguito all’azione antiossidante [172] [175]. Tale radicale ¢ meno reattivo in quanto la
sua struttura ¢ stabilizzata per risonanza elettronica [173].

2. Nel secondo stadio, il radicale formato dalla curcumina viene convertito in materiale
non radicale (stadio di terminazione) [176].

Numerosi studi mostrano inoltre la possibilita di reazione fra curcumina e radicali superossido
[177] [178] [179]. In particolare, in solventi quali 1’acetonitrile, la curcumina si comporta da
donatore di protoni convertendo il superossido in radicale idro-perossido. Il radicale idro-
perossido, instabile, produce perossido di idrogeno e ossigeno per disproporzionamento®’; la
curcumina deprotonata ¢ poi in grado di captare i protoni presenti in soluzione [177].

4.4.2. Reazioni di degradazione

La curcumina presenta due principali problematiche di stabilita in vitro, che ne riducono I’uso
come farmaco: la degradazione e modificazione ossidativa e la solvolisi*’ [158] (Figura 4.4.1).
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Figura 4.4.1. Meccanismi di degradazione della curcumina in soluzione e in forma cristallizzata [158].

La degradazione e modificazione ossidativa pud avvenire in processi fotochimici (catalizzati
dalla luce) o chimici (in assenza di luce). La curcumina va incontro a modificazione chimica e,
di conseguenza, la sua struttura e le sue proprieta di legame variano [158].

Processi fotochimici

La curcumina ¢ un cromoforo, con assorbimento elevato nel range del visibile, il che la rende
suscettibile alla degradazione fotossidativa e alla modificazione alla luce naturale e artificiale
[158] [180]. La degradazione fotoindotta della curcumina avviene indipendentemente
dall’ambiente, sia allo stato solido sia in vari solventi organici [157]; essa ¢ causata perlopiu da
processi ossidativi, innescati dalla produzione di ROS da parte della curcumina in stato di
tripletto (*Cur) in seguito all’esposizione alla luce [158].

In soluzione, la cinetica di degradazione ¢ fortemente dipendente dal solvente; 1’esposizione
alla luce visibile, peraltro, produce modifiche strutturali oltre alla degradazione [157].

2 Le reazioni di disproporzionamento sono quelle reazioni redox in cui un composto con stato di ossidazione
intermedio si converte in due composti, uno di stato di ossidazione maggiore e 1’altro con stato di ossidazione
minore (schema di reazione A+ A - A" + A") [25].

30 Si definisce solvolisi la reazione tra un soluto e il rispettivo solvente; rispetto alla solvazione, nella solvolisi il
soluto perde la propria identita chimica originaria [17] [297].
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Degradazione chimica

Accanto alla degradazione fotoindotta, la curcumina subisce una degradazione considerevole e
piuttosto rapida anche in soluzioni tampone alcaline, nei mezzi di coltura cellulari e nel plasma
umano [7] [147] [150] [157] [158]; la velocita di degradazione e 1’ordine del processo di
degradazione sono funzione rispettivamente del pH del mezzo e della temperatura; secondo le
prime ipotesi, tale degradazione consisterebbe essenzialmente in solvolisi o idrolisi [158].
L’idrolisi fornisce vanillina, acido ferulico e feruloilmetano come prodotti di degradazione

[155] (Figura 4.4.2). L’idrolisi ¢ promossa dagli ioni OH", percio, la sua velocita aumenta con
il pH [158].
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Figura 4.4.2. Prodotti di idrolisi della curcumina [155].

Ulteriore degradazione chimica della curcumina ¢ dovuta non ad un’idrolisi, bensi a reazioni
con i ROS non fotoiniziate [158]. La presenza di tali reazioni ¢ giustificata dall’osservazione
della presenza di prodotti catabolici ciclici, dimerizzati e monometossifenilici della curcumina,
che certamente non possono provenire da reazioni di idrolisi. L’ipotesi piu accreditata ¢ che tali
prodotti siano formati a partire da una curcumina in forma radicale, anche se il meccanismo di
formazione di tali radicali ¢ tuttora oggetto di studio [158].

Un’ipotesi proposta da Schneider ef al. [181] ¢ che la degradazione della curcumina in soluzioni
tampone sia soprattutto un processo auto-ossidativo. Il prodotto maggiore di questa reazione
sarebbe un biciclopentadione [181], secondo lo schema proposto in Figura 4.4.3. La velocita
del processo di autossidazione ¢ pH-dipendente, massima a pH 8 [182].
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Figura 4.4.3. La reazione di degradazione della curcumina ¢ una autossidazione che fornisce biciclopentadione [181].

Accanto alla degradazione chimica e fotochimica della curcumina, risulta fondamentale per le
applicazioni terapeutiche 1’analisi del metabolismo di questa sostanza in vivo.
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4.4.3. Metabolismo in vivo

La modificazione chimica della curcumina in vivo ¢ significativamente differente rispetto alla
degradazione in vitro, perché 1 processi metabolici sono perlopiu catalizzati da enzimi e
conducono a prodotti di degradazione differenti [160] [181] [183]. Il metabolismo della
curcumina somministrata per via orale avviene principalmente nel fegato e nell’intestino
attraverso reazioni di riduzione e di coniugazione [181] [183]. I prodotti delle reazioni di
riduzione, che coinvolgono i1 doppi legami della catena eptadiendione, sono di-, tetra-, esa- e
ottaidrocurcumina. Le reazioni di riduzione iniziano nell’intestino ad opera della reduttasi
NADPH-dipendente®' Curd, individuata negli E. coli intestinali; nel fegato, gli enzimi alcol-
deidrogenasi riducono la curcumina a di-, tetra- esa- e ottaidrocurcumina [183]. I prodotti del
metabolismo intestinale possiedono minore attivita biologica rispetto al loro precursore, e di
questo ¢ necessario tener conto quando si realizzino formulazioni contenenti curcumina [184].
La seconda fase del metabolismo prevede la coniugazione della curcumina con 1 prodotti di
riduzione: la piccola quantita di curcumina assorbita si trova percio nel sangue in forma di
coniugato [183].

Studi di biodisponibilitd condotti su ratti hanno mostrato che la curcumina, quando ¢
somministrata per via orale (1 g/kg di peso corporeo), viene per la maggior parte escreta
attraverso le feci [185] [186]; a livello epatico e intestinale ne sono assorbite scarse quantita
che vengono poi escrete attraverso le urine [186] [187]. Negli studi clinici si € registrato un
valore di concentrazione sierica massima C,,, di 50 ng/mL in seguito a somministrazione per
via orale di dosi crescenti da 500 mg a 12 g di curcumina [183]. Si possono assumere fino a 8-
12 g/die di curcumina senza effetti collaterali, tuttavia I’assorbimento e la biodisponibilita nel
siero sono molto basse e nella maggior parte dei casi la curcumina non viene rintracciata nel
siero; ci0 determina quantita tissutali di curcumina molto contenute [183]. La scarsa
biodisponibilita della curcumina rappresenta il principale ostacolo al suo impiego come
farmaco; I’interesse nello sviluppo di formulazioni in grado di incrementare la biodisponibilita
di questa molecola ¢ tuttavia crescente, a causa delle sue potenziali azioni terapeutiche che
saranno meglio approfondite nel paragrafo seguente.

4.5. Azioni terapeutiche

Numerosi studi in vitro e in vivo hanno dimostrato come la curcumina possieda azione
antinflammatoria, antisettica e antiossidante [7]. Questa sostanza ¢ stata utilizzata con successo
nella cura di molte malattie inflammatorie, come Dartrite, la gastrite, le allergie, nonché di
patologie autoimmuni, quali la psoriasi e il diabete. Grazie alla sua azione antiossidante puo
essere utilizzata nella prevenzione di malattie legate all’invecchiamento cellulare; risulta infine
particolarmente promettente 1’impiego della curcumina nel trattamento e nella prevenzione di
alcune tipologie di tumore [7] [8] [149] [150].

31 Le ossidoreduttasi o, piu brevemente, reduttasi sono degli enzimi in grado di catalizzare il trasferimento di
elettroni nelle reazioni di ossidoriduzione. Sono classificate in gruppi differenti a seconda dei donatori e accettori
di elettroni [25].
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Tali proprieta sarebbero legate alla grande quantita di bersagli molecolari possibili per la
curcumina: questo composto ¢ infatti in grado di modulare fattori di trascrizione, citochine®?,
fattori di crescita®, chinasi®® ed altri enzimi; ¢ inoltre implicata nella regolazione dello stato
ossido-riduttivo della cellula [150]. Rispetto ad altri antinflammatori utilizzati comunemente in
medicina, come gli steroidi e gli antinfiammatori non steroidei, la curcumina presenta pochi
effetti collaterali; 1 suoi benefici sono tuttavia verificati perlopiu con studi in vitro o su modelli
murini, in quanto la scarsa biodisponibilita della curcumina pura ne limita I’impiego in studi
clinici [150].

Sono presenti in letteratura alcuni studi clinici randomizzati in doppio cieco che confermano le
promettenti caratteristiche della curcumina: 1’analisi sistematica di Jakubczyk et al. [188], ad
esempio, mostra come la curcumina sia in grado di ridurre i livelli sierici di alcuni marker tipici
dell’ossidazione, come la malondialdeide, e di incrementare 1’attivita antiossidante totale della
cellula. L’analisi di Daily et al. [189], basata su studi clinici, ipotizza che la curcumina potrebbe
essere efficace nel trattamento dell’artrite, ma il numero di studi presenti in letteratura ¢ ancora
esiguo per poter trarre conclusioni definitive. Per poter realizzare studi clinici di maggior peso,
nonché per poter effettivamente impiegare la curcumina nella pratica medica, ¢ necessario
realizzare dei sistemi per il delivery di curcumina che consentano di incrementarne
sensibilmente la biodisponibilita [189] [190]. Alcuni esempi di tali sistemi saranno presentati
nei paragrafi successivi.

32 Si definisce fattore di trascrizione un qualsiasi gruppo di proteine in grado di regolare il legame fra RNA
polimerasi e DNA e, di conseguenza, la trascrizione del DNA [31].

33 Sono citochine tutte le proteine di piccole dimensioni, rilasciate da varie cellule, che influiscono sul
comportamento delle cellule agendo da molecole-segnale [31].

341 fattori di crescita sono sostanze chimiche (soprattutto polipeptidi) con ruolo nella stimolazione della crescita e
del mantenimento cellulare [31].

35 Le chinasi sono enzimi in grado di trasferire gruppi fosfato da molecole ad elevato contenuto energetico, come
gli ATP, ad altre molecole organiche [31].
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4.6. Nanotecnologie per il delivery di curcumina

Gli studi presentati nei paragrafi precedenti hanno evidenziato le numerose proprieta della
curcumina e i potenziali sviluppi nell’utilizzo di questa sostanza in ambito medico: grazie ai
suoi molteplici bersagli cellulari, la curcumina rappresenta di fatto una promettente alternativa
alle cure tradizionali, essendo peraltro priva di effetti collaterali nei dosaggi testati [7] [183].

11 principale ostacolo all’applicazione della curcumina ¢ la sua scarsa solubilita in acqua: come
visto, la curcumina ¢ una sostanza lipofila; la sua solubilita aumenta leggermente nelle soluzioni
acquose alcaline, nelle quali tuttavia ¢ instabile e tende a degradarsi. I sistemi nanocarrier per
incapsulare la curcumina rappresentano una possibile soluzione a questa problematica [8]
[191]. Nella Figura 4.6.1 sono mostrati alcuni esempi di sistemi colloidali per il delivery di
curcumina, delle quali si presenteranno caratteristiche, vantaggi e limiti nei paragrafi
successivi.

Nanopa |'DE"F=‘ / Nancparticelle
naturali I|p|d|che
¢ ) *'4@ )
Manoparticelle Liﬁoéﬁmi!
proteiche Curcumina £5050Mi

) Z

Manoparticelle polimeriche Ciclodestrine

Figura 4.6.1. Sistemi colloidali per I’incapsulamento della curcumina [166].

4.6.1. Nanoemulsioni

Una nanoemulsione ¢ costituita da gocce di acqua o olio (diametro massimo 200 nm [9] [192]
[193] [194]) disperse rispettivamente in un mezzo lipofilo o acquoso. Questo sistema di
trasporto del farmaco € stato utilizzato con successo con numerosi principi attivi liposolubili,
inseriti all’interno della fase lipofila [195] [196] [197].

Tipologie e produzione di nanoemulsioni
A seconda della disposizione dei componenti, si distinguono tre tipologie di nanoemulsioni
(Figura 4.6.2) [197]:

e Olio in acqua (O/W);

e Acqua in olio (W/O);

e Emulsioni bicontinue o multiple, nelle quali dei microdomini di acqua ed olio sono
interdispersi nel sistema (ad esempio, W/O/W o O/W/O).

48



Goccia Goccia
Fase acquosa Fase lipidica O d’olio Od’acqua

() o) ]
ow w/O W/O/W 0/W/0
; Particelle fini
( 1
e " "
e }.__‘Tensmattlvo

i

Figura 4.6.2. Tipologie di nanoemulsioni [198].

Per realizzare una nanoemulsione a partire da una macroemulsione (una emulsione con gocce
di dimensioni nel range dei micrometri) sono necessari quattro elementi: due liquidi
immiscibili, un agente emulsionante (tensioattivo) e dell’energia. Il contributo energetico ¢
fondamentale per incrementare la superficie specifica di contatto fra i due liquidi; I’agente
emulsionante riduce 1’energia associata all’interfaccia olio-acqua, si adsorbe sulla superficie
delle gocce e contribuisce a impedire la coalescenza delle gocce; pud essere necessario un
cotensioattivo qualora 1’azione di un solo tensioattivo non sia sufficiente a stabilizzare
I’emulsione [193] [198]. A seconda della carica superficiale delle gocce disperse conferita
dall’agente emulsionante, le nanoemulsioni possono essere cationiche, anioniche o neutre
[197].

E possibile ottenere nanoemulsioni con metodi a elevato dispendio energetico (ultrasuoni,
omogeneizzatori ad alta pressione [9]) o con tecniche dal costo energetico piu contenuto, come
’uso di canali microfluidici o le tecniche di inversione di fase*® [193] [194] [199] [200].
Rispetto alle tecniche a elevato dispendio energetico, nelle quali I’energia necessaria viene
fornita principalmente per via meccanica, i processi con costo energetico basso sfruttano
solamente 1’energia chimica della miscela tensioattivo-olio-acqua [193] [194].

Vantaggi e svantaggi delle nanoemulsioni

La curcumina in nanoemulsione ha una maggiore disperdibilita (fino a 1400 volte maggiore
rispetto alla curcumina pura [9] [201]) e piu efficace azione antiossidante; € inoltre piu stabile
e piu resistente all’ossidazione, alle variazioni di pH e forza ionica, ai trattamenti termici e ai
raggi UV, passaggi piuttosto comuni nell’industria di processo [196]. L uso di nanoemulsioni,
infine, conferisce alla curcumina una maggiore solubilita nei fluidi intestinali [196].

L’inserimento di curcumina in una nanoemulsione potrebbe andare ad influenzare la
dimensione delle gocce e, conseguentemente, la stabilita del sistema. La biodisponibilita della
curcumina, peraltro, ¢ fortemente dipendente da dimensioni e composizione delle gocce in
nanoemulsione: gocce piu piccole determinano una maggiore biodisponibilita dei principi attivi
liposolubili; a seconda della lunghezza delle catene idrofobiche e del loro grado di
insaturazione, peraltro, ’interazione fra curcumina e fase lipidica puo variare [196].

3¢ L inversione di fase di una emulsione & un fenomeno che si verifica in risposta a variazioni nella composizione
e/o nella temperatura del sistema che causano una riduzione dell’energia dell’interfaccia acqua/olio [194].
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4.6.2. Nanoliposomi

I liposomi sono strutture sferiche costituite da molecole anfifiliche (i fosfolipidi), caratterizzate
da un doppio strato fosfolipidico che separa I’ambiente idrofilo interno (core) dall’ambiente
idrofilo esterno. In pratica, i fosfolipidi si dispongono a doppio strato in maniera tale da esporre
le teste idrofile all’ambiente acquoso, mentre le code idrofobe vanno a delimitare un ambiente
idrofobico (Figura 4.6.3) [9] [202]. Data la loro natura, i liposomi sono ottimi carrier sia per
molecole lipofile che per molecole idrofile.  Sono in grado di includere in sé
contemporaneamente principi attivi con differenti solubilita: i principi attivi idrofili, infatti, si
posizionano all’interno del core; 1 principi attivi idrofobi, invece, si posizionano all’interno del
doppio strato fosfolipidico [9].
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Figura 4.6.3. Rappresentazione schematica di un liposoma; la curcumina si posiziona all’interno del doppio strato
fosfolipidico [202].

Tipologie e produzione di nanoliposomi
Esistono piu tipologie di vescicole liposomali, differenti fra loro per dimensioni, struttura e
funzione:

e Vescicole multilamellari, caratterizzate da piu doppi strati concentrici ¢ dimensioni
comprese frai 500 e i 5000 nm;

e Vescicole unilamellari piccole, di dimensione piu contenuta (100 nm) e costituite da un
solo doppio strato fosfolipidico; sono le piu utili in campo medico, grazie alla possibilita
di raggiungere numerosi target altrimenti inaccessibili, come il cervello [203];

e Vescicole unilamellari grandi, come quelle piccole ma con dimensioni fra 1 200 e gli
800 nm;

e Immunoliposomi, modificati con ligandi superficiali (in genere, immunoglobuline o
loro frammenti) in grado di legarsi in maniera altamente specifica al bersaglio cellulare
[204].

La produzione di liposomi puo essere effettuata mediante vari processi, dei quali 1 pit comuni
sono il metodo del film sottile [205] e quello di iniezione di etanolo [203].

Nel primo caso, il principio attivo liposolubile ¢ miscelato con i fosfolipidi ed un lipide in un
solvente organico come 1’etanolo; la miscela viene poi fatta evaporare sottovuoto; i liposomi
sono infine idratati con una soluzione tampone acquosa. Questo metodo fornisce vescicole
multilamellari di dimensioni eterogenee [203]: per ridurre le dimensioni dei liposomi,
ottenendo vescicole unilamellari piccole, € possibile sottoporli a trattamento agli ultrasuoni
[202]. Lin et al. [205] hanno utilizzato questa tecnica per preparare una formulazione iniettabile
contenente curcumina: I’uso di nanoliposomi ha consentito un incremento fino al 30%
dell’attivita antitumorale del principio attivo.
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L’iniezione di etanolo consente di ottenere direttamente vescicole unilamellari piccole, senza
la necessita di trattamenti successivi sui liposomi [203]. In questo caso, la miscela di principio
attivo, fosfolipidi e lipidi in etanolo viene iniettata in un grande quantitativo di tampone
acquoso; 1’espansione del piccolo quantitativo di fase organica nella fase acquosa innesca il
processo di auto-assemblamento dei fosfolipidi e la formazione dei nanoliposomi [206].

Shin et al. [207] hanno utilizzato I’iniezione di etanolo per produrre nanoliposomi con coating
di chitosano. L’utilizzo di chitosano ha permesso 1’applicazione di questa formulazione al
delivery intranasale di curcumina, incrementando di fatto 1’adesione dei liposomi alle mucose
[207]; ¢ stato inoltre possibile incapsulare la curcumina con efficienza del 65% [207].

Vantaggi e svantaggi dei nanoliposomi

Questo sistema di incapsulamento consente sia di migliorare la solubilita della curcumina, sia
di proteggerla dalla fotodegradazione e dalla degradazione chimica [205] [208]. Data la loro
somiglianza alle membrane cellulari, inoltre, i liposomi sono facilmente impiegabili nel
delivery intracellulare di farmaci, poiché sono in grado di fondersi con le membrane cellulari
[205]; infine, possiedono elevata biocompatibilita [20]. Tali caratteristiche hanno determinato
la scelta dei liposomi come carrier di principi attivi liposolubili, come la doxorubicina, nonché
di plasmidi [9] [202] [209]. Ad oggi, tuttavia, ’'uso dei nanoliposomi ¢ piuttosto limitato a causa
della loro breve emivita e della suscettibilita a ossidazione ed idrolisi [9]. Per migliorare la
stabilita dei liposomi in dispersione € possibile utilizzare additivi lipidici come il colesterolo o
coating in chitosano o PEG [9].

Takahashi et al. [208] hanno incapsulato la curcumina in nanoliposomi (diametro medio 220
nm) ottenuti da due differenti lecitine disponibili in commercio (SLP-WHITE e SLP-PC70):
utilizzando SLP-PC70, ¢ stato possibile raggiungere il 68% in peso di curcumina nei
nanoliposomi, € una concentrazione massima di circa 320 pg/L nel plasma a 30 minuti dalla
somministrazione, contro i 65 ug/L massimi ottenuti per la curcumina pura. Lo studio propone
tre possibili ragioni per la maggiore biodisponibilita della curcumina incapsulata:

e [’assorbimento diretto delle nanoparticelle attraverso il tratto gastrointestinale;
e Una maggiore permeabilita da parte dei tensioattivi;
e Una minore degradazione della curcumina, “protetta” dai nanoliposomi.
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4.6.3. Nanoparticelle lipidiche

Le nanoparticelle lipidiche (SLN, Solid Lipid Nanoparticles) sono delle goccioline lipidiche
cristallizzate, con una struttura cristallina organizzata; queste particelle sono costituite da lipidi
allo stato solido, tensioattivi ed acqua [9]. Il principio attivo pud essere incorporato nella
matrice cristallina della nanoparticella, in maniera omogenea (bioactive-enriched matrix o
homogeneous matrix), nel core della particella (bioactive-enriched core) o nel suo shell, vale a
dire, nello strato piu esterno (bioactive-enriched shell) [9] [210] (Figura 4.6.4). Mentre
I’incapsulamento nel core o nell’intero volume della particella ¢ utile per un rilascio controllato
e prolungato, isolare il principio attivo sulla sola superficie consente di ottenere un rilascio di
farmaco piu rapido, quasi “esplosivo” [211].
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Figura 4.6.4. Tipologie di SLN (in bianco, la miscela lipidica; in bianco e nero, il principio attivo liposolubile) [210].

Produzione di SLN
I metodi di produzione delle SLN riportati in letteratura sono essenzialmente tre [212]:

e Omogeneizzazione del fuso;
e Microemulsione del fuso;
e Omogeneizzazione a freddo.

Nel primo caso, il principio attivo e il lipide scelto vengono miscelati e portati a una temperatura
superiore a quella di fusione del lipide carrier; si aggiungono poi a una soluzione di tensioattivo
a elevata temperatura, e il tutto ¢ sottoposto a omogeneizzazione ad alta pressione. Il
raffreddamento finale avviene generalmente in uno scambiatore di calore, in seguito a vari
passaggi di omogeneizzazione [212]. Sun ef al. [213] hanno realizzato nanoparticelle lipidiche
utilizzando questo metodo; hanno poi confrontato la stabilita della curcumina pura con quella
della curcumina incapsulata, mantenute entrambe in condizioni fisiologiche (PBS*’ 0.1 M, pH
7.4). Al contrario della curcumina pura, degradata al 90% dopo solamente 10 minuti di
incubazione, dopo 12 ore di incubazione solamente il 40% della curcumina incapsulata si €
degradato.

I processo di microemulsificazione sfrutta la tendenza dei tensioattivi ad arrangiarsi in micelle
[212]. La miscela di lipidi e principio attivo viene fusa e unita ad una soluzione di tensioattivo
al di sopra della propria CMC; si raffredda e diluisce il preparato utilizzando acqua a 2-3°C, in

37 PBS (Phosphate-Buffered Saline): ¢ una tipologia di soluzione tampone salina, realizzata in maniera tale da
avere la medesima pressione osmotica delle cellule e pH fisiologico [294].
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modo tale da provocare la solidificazione delle particelle [212]. Questo genere di processo non
necessita di energia meccanica. Kakkar et al. [214] hanno prodotto SLN caricate con curcumina
mediante un processo di microemulsificazione: le particelle hanno mantenuto la propria
stabilita anche dopo un anno di conservazione a 5°C; a dosi di 1 mg/kg di peso corporeo, inoltre,
la curcumina incapsulata ha una biodisponibilita 155 volte maggiore rispetto alla curcumina
libera.

L’omogeneizzazione a freddo viene scelta quando il principio attivo da incapsulare ¢ sensibile
al calore [212]. In breve, i lipidi scelti per la formulazione vengono fusi, il principio attivo ¢
disperso nel fuso e la dispersione viene raffreddata rapidamente utilizzando azoto liquido. Si
sottopone il preparato a macinatura, generalmente in un mulino a sfere, facendo attenzione a
non superare la temperatura critica per il principio attivo, ed infine lo si miscela con una
soluzione di tensioattivo a bassa temperatura, per poi sottoporlo nuovamente a una macinatura
piu fine. Questa tecnica consente di ottenere SLN con distribuzione omogenea del principio
attivo nella matrice lipidica [211].

La produzione di SLN con farmaco isolato nel core o nello shell ¢ realizzata regolando
opportunamente la temperatura e la concentrazione relativa di principio attivo e lipidi, in
maniera tale da modificare la solubilita del principio attivo nelle fasi lipidica e acquosa e
ottenere, rispettivamente, precipitazione dal fuso lipidico al centro della particella o accumulo
sulla sua superficie [210].

Nel caso delle SLN con principio attivo nel guscio esterno, la concentrazione del farmaco nel
fuso lipidico ¢ mantenuta bassa, in maniera tale da ottenere dapprima la solidificazione di lipidi
puri, il core della particella, e in superficie la miscela di lipidi e principio attivo; la tecnica piu
adatta per produrre queste particelle ¢ dunque 1’omogeneizzazione del fuso [211].

Le particelle con principio attivo nel core, invece, sono realizzate con concentrazioni elevate di
principio attivo nel fuso lipidico, vicine alla concentrazione di saturazione: si ottiene in questa
maniera la precipitazione del farmaco al centro della particella, seguita dalla solidificazione del
resto del fuso. Anche in questo caso, percio, la tecnica piu adatta ¢ quella di omogeneizzazione
del fuso [211].

Grazie alla loro struttura cristallina e all’uso di lipidi allo stato solido, le nanoparticelle lipidiche
presentano numerose caratteristiche utili per I’incapsulamento di principi attivi lipofili.

Vantaggi e svantaggi delle SLN
I numerosi vantaggi di questi nanocarrier riguardano soprattutto i principi attivi lipofili, come
la curcumina. Nello specifico, le SLN garantiscono 1 seguenti benefici [210]:

e FElevata efficienza di incapsulamento: le nanoparticelle lipidiche contengono
generalmente il 90% della curcumina introdotta nel sistema [213] [215];

e Produzione senza necessita di solventi organici, semplice e poco costosa: le
nanoparticelle lipidiche rappresentano una scelta promettente per la successiva
produzione su larga scala;

e Possibilita di proteggere il principio attivo da condizioni esterne avverse;

e Maggiore stabilita del principio attivo rispetto alle nanoemulsioni, incapsulato in una
matrice solida e dunque soggetto a minor mobilita [212];

e Profili di rilascio prolungati, modulabili a seconda delle caratteristiche del lipide scelto;

e Biocompatibilita.
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L’uso delle SLN in ambito farmaceutico € tuttavia ancora limitato a causa di alcune
problematiche ad esse connesse [210] [212]:

e La struttura cristallina di una SLN ha una capacita di incapsulamento piuttosto scarsa;
se la capacita massima ¢ superata, la particella puo espellere il principio attivo o
rompersi;

e Le SLN possono subire trasformazioni cristalline polimorfiche al variare delle
condizioni esterne, e il principio attivo potrebbe essere espulso dal carrier; in seguito a
trasformazioni polimorfiche della SLN, peraltro, la sospensione potrebbe convertirsi in
gel;

e Al variare delle condizioni esterne, la sospensione di SLN potrebbe destabilizzarsi,
portando a coalescenza delle nanoparticelle; questa problematica risulta particolarmente
rilevante per quei processi, come la sterilizzazione, che prevedono un considerevole
incremento della temperatura del prodotto.

Le limitazioni legate alle nanoparticelle lipidiche solide sono state parzialmente superate
introducendo un’altra tipologia di nanocarrier a base lipidica, i carrier lipidici nanostrutturati
(NLC): questi carrier, caratterizzati da superficie costituita da lipidi allo stato solido e core
costituito da lipidi allo stato liquido, hanno consentito I’incapsulamento di quantita maggiori di
farmaco, nonché maggiore biodisponibilita del principio attivo rispetto alle SLN, caratteristiche
garantite dalla presenza di una fase liquida all’interno della particella [210]. In Figura 4.6.5 ¢
mostrato un confronto tra le strutture di SLN e NLC.

Composto o Fase
lipofilo Lipide  pleosa

SLN, Solid Lipid NLC, Nano Lipid
Nanoparticle Carrier

Figura 4.6.5. Confronto tra nanoparticelle lipidiche solide (SLN) e carrier lipidici nanostrutturati (NLC) [210]

4.6.4. Nanoparticelle polimeriche

Le nanotecnologie per incapsulamento di principi attivi prevedono 1’uso di materiali polimerici
biodegradabili, siano essi di origine naturale (chitosano, alginati, amido, gel proteici, ecc.) o
sintetica (PLA, PLGA, ecc.). Questi nanocarrier sono particolarmente adatti per I’uso medicale
perché biocompatibili, non tossici € non immunogenici [9] [216]; consentono il rilascio
controllato di farmaco grazie alla compresenza di due meccanismi, la biodegradazione della
nanoparticella e la diffusione [217].

Tipologie e produzione di nanoparticelle polimeriche

A seconda della tipologia di nanoparticelle, si parla di nanocapsule, nanosfere, nanomicelle.
Nel caso delle nanocapsule, il principio attivo lipofilo ¢ disperso nel core liquido della
particella, circondato da una “membrana” polimerica. Le nanosfere sono caratterizzate da una

54



distribuzione uniforme del principio attivo nell’intero volume della particella [9] [216]. Le
nanomicelle, infine, sono particolari nanoparticelle costituite da copolimeri a blocchi (con unita
idrofile e idrofobe), caratterizzate da shell idrofilo e core idrofobo [9] [218]. In generale, tutte
le tipologie di particelle polimeriche consentono un incremento della stabilita della curcumina
nella formulazione [9]; le nanomicelle sono caratterizzate da dimensioni inferiori rispetto agli
altri sistemi, con diametri medi generalmente al di sotto dei 100 nm [9].

I metodi di produzione di nanoparticelle polimeriche differiscono a seconda dell’origine del
polimero utilizzato, e si distinguono percio in tecniche per polimeri di sintesi e tecniche per
biopolimeri. Il farmaco pud essere incorporato fisicamente o coniugato chimicamente alle
particelle durante la loro sintesi, oppure adsorbito sulla loro superficie mediante incubazione
post-sintesi; la prima tecnica consente di inserire maggiori quantita di farmaco [217]. Di seguito
si presenteranno brevemente le tecniche piu utilizzate, facendo riferimento inoltre alla
produzione di nanomicelle polimeriche.

Nanoparticelle da polimeri di sintesi
Nel caso di nanoparticelle polimeriche di sintesi, ’incapsulamento puo essere effettuato
mediante evaporazione del solvente oppure per nanoprecipitazione.

Nella tecnica di evaporazione del solvente, la miscela di principio attivo e polimero
incapsulante ¢ unita ad un apposito solvente non polare; si crea poi un’emulsione di olio in
acqua utilizzando un agente emulsionante (come la gelatina) e si provoca infine 1’evaporazione
del solvente, ottenendo particelle polimeriche caricate con il principio attivo idrofobico [9]
[216] (Figura 4.6.6). A seconda della scelta di solventi e agenti emulsionanti, la formazione
dell’emulsione puo richiedere I’introduzione di energia meccanica (con un omogeneizzatore ad
alta pressione o ultrasuoni) [9].

Fol@em Curcumina

a%a
by

AL, 2
bty :
Solvente apolare Soluzione di tensioattivo

|y e

[s'4asm
E
a“";
e ah
|_ .,[]‘_1_'_. |
Omoge;éEzalere ! T
ad alta pressione s L
_!'n S

I 3 )

Figura 4.6.6. Meccanismo di incapsulamento per evaporazione del solvente [20]

Tsai et al. [219] hanno realizzato nanoparticelle polimeriche caricate con curcumina utilizzando
questa tecnica. Le particelle ottenute hanno diametro medio inferiore ai 200 nm, con
distribuzione delle dimensioni piuttosto ridotta: questa caratteristica risulta fondamentale nello
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sviluppo di nanocarrier di farmaci, in quanto consente di mantenere le caratteristiche
farmacocinetiche il piu omogenee possibile fra le varie particelle, ed ¢ stata ottenuta
aggiungendo saccarosio alla fase acquosa, in maniera tale da incrementarne la viscosita [219].
In vivo, in seguito a somministrazione intravenosa, queste particelle si accumulano
principalmente nella milza e nei polmoni e sono in grado di penetrare attraverso la barriera
emato-encefalica; la loro emivita risulta significativamente incrementata nella corteccia
cerebrale e nell’ippocampo rispetto a quella della curcumina pura [219].

La nanoprecipitazione non richiede 1’uso di emulsioni come precursori, il che la rende un
metodo piu rapido [9]. In breve, il principio attivo e il polimero incapsulante sono disciolti in
un solvente organico polare, e la soluzione ¢ aggiunta goccia a goccia in un liquido non solvente
(di solito I’acqua); dal momento che il soluto non ¢ solubile nella miscela binaria formata,
precipita formando le nanoparticelle [9] [220].

Caon et al. [220] hanno realizzato nanoparticelle polimeriche mediante nanoprecipitazione,
confrontando le caratteristiche della sospensione ottenuta con quelle di una nanoemulsione e di
una sospensione di nanoparticelle lipidiche solide; la formulazione realizzata ¢ stata studiata
per ’applicazione al delivery cutaneo. La sperimentazione ha fornito particelle caratterizzate
da dimensioni contenute in tutti e tre i sistemi; tra i tre, le nanoparticelle polimeriche sono
caratterizzate da minimo indice di polidispersita*® e massima ritenzione a livello epidermico,
nonché da massima efficienza di incapsulamento, quasi unitaria [220].

Nanoparticelle da biopolimeri

La sintesi di nanoparticelle formate da biopolimeri viene effettuata mediante tecniche basate
sul self-assembly di molecole, dette desolvazione (nel caso in cui il polimero utilizzato sia di
tipo proteico) e nanoprecipitazione (per i polisaccaridi) [9]. Entrambi i metodi prevedono le
seguenti operazioni:

1. 1l biopolimero e il principio attivo sono disciolti rispettivamente in acqua e in un
solvente organico polare (agente desolvante, ad esempio I’etanolo);

2. Mantenendo in agitazione, la soluzione di agente desolvante ¢ aggiunta goccia a goccia
a un grande quantitativo di soluzione acquosa di biopolimero;

3. Siattende il completamento del processo di desolvazione, al cui termine la soluzione ha
un aspetto torbido;

4. Le particelle sono stabilizzate mediante cross-linking®® e separate dalla soluzione per
centrifugazione [9].

In breve, il processo di desolvazione (Figura 4.6.7) vede sostituire l'acqua in cui il biopolimero
¢ disciolto con un altro solvente, l'agente desolvante, e ci0 determina variazioni nella
conformazione del polimero che ne causano la precipitazione.

38 L indice di polidispersita (PDI, Polydispersity Index) & una misura dell’ampiezza della distribuzione delle masse
molecolari in un polimero; si calcola come rapporto fra la media pesata e la media numerica delle masse
molecolari. Un polimero si dice monodisperso quando il suo indice di polidispersita ¢ minore o uguale a 1.1 [275]
[299].

39 Si definisce cross-linking la formazione di legami chimici tra le catene polimeriche grazie a reazioni chimiche,
bombardamento con elettroni o vulcanizzazione [302].

56



Solvente polare + curcumina
G Cross linker

6

Acqua |
+

Proteina

Figura 4.6.7. Schema del processo di desolvazione [20].

La tecnica di desolvazione, seppur con leggere modifiche, ¢ stata utilizzata per la sintesi di
particelle di zeina*® caricate con curcumina [221]. Dopo aver impiegato vari agenti desolvanti
con differenti affinita per la zeina, ¢ stato osservato il diametro particellare minimo utilizzando
il metanolo; tuttavia, data la maggiore affinita della curcumina per 1’etanolo, si ¢ scelto di
utilizzare questo solvente per la sintesi di nanoparticelle. La curcumina cosi incapsulata
possiede maggiore resistenza alla fotodegradazione; ¢ inoltre protetta dalla degradazione
dovuta a pH fisiologico e basico [221].

Nanomicelle polimeriche

Le nanomicelle polimeriche possono essere sintetizzate sia per via chimica che per via
meccanica. La sintesi chimica prevede una coniugazione tra il principio attivo incapsulato e il
polimero idrofobico contenuto nel core della micella mediante legame covalente;
I’incapsulamento per via fisica puo essere effettuato mediante dialisi*' o emulsificazione [216].
Nel primo caso, il polimero ¢ disciolto in un solvente organico miscibile con acqua; la miscela
viene poi diluita con acqua e fatta passare attraverso una membrana da dialisi fino a completa
rimozione del solvente organico; le micelle possono essere quindi liofilizzate, oppure la
soluzione concentrata per evaporazione [216].

Nel secondo caso, 1 copolimeri a blocchi vengono disciolti in solventi organici che sono poi
fatti evaporare, fino a formare un film sottile; si aggiungono quindi soluzioni acquose e si tratta
la miscela con ultrasuoni, fino ad ottenere delle micelle; la soluzione viene fatta evaporare fino
a rimuovere completamente il solvente organico [216].

Gong et al. [222] hanno sintetizzato delle nanomicelle polimeriche contenenti curcumina; il
procedimento utilizzato, in un solo stadio, non ha richiesto 1’utilizzo di tensioattivi o solventi
organici tossici. In breve, la curcumina e il copolimero sono stati disciolti assieme in alcol
disidratato e coevaporati, ottenendo I’inserimento della curcumina all’interno del polimero in
forma amorfa; ’aggiunta di acqua ha determinato la formazione delle micelle. L analisi della
reazione con software di dinamica molecolare ha mostrato che la curcumina ¢ in grado di

40 La zeina & una proteina contenuta nell’endosperma del grano; costituisce il 45-50% del contenuto proteico della
pianta [270].

41 La dialisi € un processo in cui le molecole di soluto vengono scambiate tra due liquidi per diffusione attraverso
una membrana semipermeabile, in risposta a differenze tra i potenziali chimici dei due liquidi [296].
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inserirsi all’interno delle micelle grazie all’interazione con la porzione idrofoba del polimero:
il meccanismo di formazione delle micelle € percio di tipo chimico [222]. Le micelle formate,
di dimensioni medie fra i 10 e i 40 nm, hanno mostrato maggiori citotossicita e assorbimento
da parte delle cellule tumorali rispetto alla curcumina non incapsulata [216] [222].

Vantaggi e svantaggi delle nanoparticelle polimeriche

Rispetto ad altri sistemi di rilascio del farmaco, le nanoparticelle polimeriche offrono una
maggiore versatilita: la possibilita di modificare il polimero, infatti, consente di adattare le
caratteristiche nanocarrier al farmaco prescelto e al necessario profilo di rilascio [223]. Altri
vantaggi di questo drug delivery system sono [223]:

e Semplicita di produzione;

e FElevata efficienza di incapsulamento;

Protezione del principio attivo;

Elevato rapporto superficie/volume;

Profilo di rilascio facilmente regolabile;

Possibilita di funzionalizzare la superficie della nanoparticella per ottenere rilascio piu
lento o verso specifici organi target;

Allo stesso tempo, le nanoparticelle polimeriche soffrono di alcune cruciali limitazioni, che
dovranno essere superate per un loro impiego futuro nelle terapie [224]:

e Alcuni polimeri tendono a formare prodotti di degradazione tossici nel sito di rilascio:
un esempio ¢ il PAC (polialchilcianoacrilato), degradato dalle esterasi [224];

e [ processi di produzione di nanoparticelle polimeriche sono piuttosto costosi ¢ la
produzione su larga scala di particelle monodisperse ¢ piu difficoltosa;

e La correlazione tra le proprieta delle nanoparticelle e il loro comportamento in vivo,
nonché la loro stabilita a lungo termine ¢ ancora ignota.

4.6.5. Ciclodestrine

Le ciclodestrine sono degli oligosaccaridi prodotti a partire dall’amido per via enzimatica [9];
sono costituite da 6, 7 o 8 unita di glucopiranosio, legate con legame glicosidico*? [9] [216]. Le
ciclodestrine possono esistere in tre differenti forme cilindriche, dette a-, B- o y-ciclodestrine,
rispettivamente; la forma B- ¢ la piu utilizzata come carrier di principi attivi [216] (Figura
4.6.8).

42 11 legame glicosidico & un legame covalente che si instaura tra il carbonio anomerico di un saccaride (il carbonio
la cui configurazione determina i due stereoisomeri) e un gruppo —OR [130].
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Figura 4.6.8. Inclusione di un principio attivo in una (a destra) o due (a sinistra) p-ciclodestrine [82].

La struttura a tronco di cono delle B-ciclodestrine ¢ caratterizzata da una cavita centrale,
relativamente idrofobica poiché verso 1’interno sono rivolti gli atomi di ossigeno coinvolti nel
legame glicosidico e gli atomi di idrogeno, e una superficie esterna, idrofila grazie alla presenza
di gruppi idrossilici polari [9]. Generalmente, ¢ possibile includere una molecola ospite per ogni
ciclodestrina (stechiometria 1:1 [216] [225]); sono presenti tuttavia casi in cui una singola
ciclodestrina accoglie piu di un ospite molecolare [225]. La curcumina e, in generale, i principi
attivi idrofobici si inseriscono all’interno delle ciclodestrine formando complessi stabili grazie
alle interazioni idrofobiche con la superficie interna della cavita [9] [225]; I’inserimento dei
principi attivi all’interno di ciclodestrine consente di proteggerli dal calore, dalla luce,
dall’ossidazione e dalla riduzione [9] [225].

Generalmente, non esiste una sola metodologia per la produzione di ciclodestrine, e il processo
di incapsulamento ¢ sviluppato secondo il principio attivo scelto e le apparecchiature disponibili
[225]. Accanto a tecniche gia descritte per altri nanocarrier come 1’evaporazione del solvente
e la coprecipitazione, un metodo piuttosto comune per la produzione di ciclodestrine ¢ la
miscelazione a secco del principio attivo con le B-ciclodestrine [216] [225]. In breve, le
ciclodestrine e il principio attivo vengono tritati e miscelati; per ottenere particelle di
dimensioni desiderate si passa la miscela al setaccio [225].

Yallapu et al. [226] hanno incapsulato la curcumina in B-ciclodestrine per incrementare
I’efficacia di questo principio attivo nella cura del cancro alla prostata. Il processo di
incapsulamento utilizzato ¢ stato quello di evaporazione del solvente: la curcumina disciolta in
acetone ¢ stata miscelata con una soluzione acquosa di ciclodestrine; la miscela ¢ stata
sottoposta a centrifugazione e le ciclodestrine sono state recuperate dal surnatante mediante
liofilizzazione®*; il procedimento ¢& stato effettuato con vari quantitativi di curcumina. Le
ciclodestrine cosi ottenute contengono curcumina in forma amorfa, fino al 26% sul peso totale
del carrier [226]; sono in grado di migliorare la solubilita della curcumina in ambiente acquoso
(fino a 30 volte in PBS [226]), di incrementarne la stabilita (a pH fisiologico, piu dell’80% della
curcumina ¢ rimasta intatta dopo 72 ore [226]) e di inibirne la precipitazione a pH fisiologico.
La curcumina incapsulata in ciclodestrine possiede inoltre maggiore attivita citotossica a
confronto con la curcumina pura [226].

43 La liofilizzazione ¢ un processo utilizzato per rimuovere il solvente mediante sublimazione dallo stato congelato.
I1 processo viene utilizzato per conservare o estendere la shelf-life di materiali sensibili al calore rimuovendo il
solvente con un congelamento rapido e I'essiccamento sottovuoto [17].
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Vantaggi e svantaggi delle ciclodestrine

Le ciclodestrine sono un prodotto seminaturale, con bassissima tossicita e ottima
biocompatibilita [226]; rispetto alle nanoparticelle, inoltre, consentono di incorporare una
maggior quantitd di farmaco [226]. Grazie alle ciclodestrine € possibile incrementare la
solubilita dei principi attivi idrofobici in ambienti acquosi, e proteggerli dall’idrolisi, dalla
fotodegradazione e dal calore [118] [226].

Allo stesso tempo, le ciclodestrine soffrono alcune limitazioni: innanzitutto, 1’efficienza di
incapsulamento del principio attivo in una ciclodestrina ¢ fortemente dipendente dalla sua
affinita per la ciclodestrina nonché da vari parametri di processo quali la temperatura, la velocita
di agitazione e le condizioni di separazione delle forme complessate dalle forme non
complessate [225]; sono inoltre necessari studi piu approfonditi riguardo la loro tossicita e i
meccanismi di eliminazione di queste particelle [227].

4.6.6. Silici mesoporose, mesostrutturate, ibride

Come gia osservato nel Capitolo 1, le silici mesoporose rappresentano un promettente drug
delivery system grazie alle loro numerose caratteristiche favorevoli, che si riportano brevemente
di seguito [26][36]:

Dimensioni delle particelle e dei pori facilmente regolabili secondo le esigenze;
Possibilita di funzionalizzare internamente ed esternamente le particelle;
Elevata resistenza a stress meccanici, calore, variazioni di pH;

Elevati volume poroso e superficie specifica;

Bassa tossicita e costo contenuto;

Biocompatibilita elevata e biodegradabilita.

Queste proprieta rendono le silici mesoporose un carrier ideale per principi attivi idrofobici
come la curcumina.

Elbialy et al. [36] hanno sintetizzato delle silici mesoporose contenenti curcumina,
funzionalizzate in superficie con PEG: la curcumina ¢ stata incorporata nelle silici dopo la
rimozione del tensioattivo, mediante un trattamento agli ultrasuoni, con efficienza del 92%; in
seguito ¢ stato aggiunto il PEG, ancora per sonicazione. Le silici ottenute sono caratterizzate da
dimensioni uniformi al di sotto dei 200 nm e porosita ordinate; il coating con PEG consente di
incrementare la circolazione delle particelle nel sangue e rende possibile il rilascio controllato
di curcumina in ambiente a pH acido, I’ambiente tumorale [36]. Solamente 1’1% della
curcumina presente ¢ stato rilasciato in fluidi simulanti il sangue (pH 7.4), mentre il 52% della
curcumina ¢ rilasciato quando le nanoparticelle sono poste in ambiente acido (pH 5.5),
mostrando I’efficacia del coating polimerico.

Al contrario delle silici mesoporose, le silici mesostrutturate e ibride sono state raramente
utilizzate per I’incorporazione di curcumina; in particolare, 1’utilizzo del tensioattivo templating
agent per incorporare la curcumina ¢ scarsamente documentato. Nel presente lavoro di tesi si €
tentato di sviluppare una procedura per sintetizzare una silice ibrida, contenente il tensioattivo
utilizzato per il templating, a partire da uno scarto di una tipica sintesi da materie prime. Nel
capitolo seguente si descriveranno i materiali e le tecniche di caratterizzazione impiegate
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Capitolo 5

Materiali e metodi

5.1. Materiali

Per le sintesi delle particelle ibride e le successive caratterizzazioni sono stati utilizzati i
seguenti materiali:

e Acqua demineralizzata di grado 3 tramite sistema RO CUBIC 30/d;

e Idrossido di sodio (NaOH), BioXtra, =98%, pellet anidro, Sigma-Aldrich®;

e Esadeciltrimetilammonio bromuro ("CTAB", C;gH4,BrN), BioXtra, >99%, Sigma-
Aldrich®;

e Curcumina (C,1H;(0g), =265%, in polvere da Curcuma Longa, Sigma-Aldrich®;

e Tetraetile ortosilicato ("TEOS", SiCgH,704), =99.995%, Sigma-Aldrich®;

e Etanolo (C,Hs0OH), Fluka®

5.2. Metodi
5.2.1. Sintesi

Le sintesi a partire da materie prime, riassunte in Figura 5.2.1, sono state realizzate modificando
il procedimento di Cai et al. e Onida ef al. [228] [229] come gia riportato da Gallo et al. [230].
La sintesi viene effettuata in condizioni blande (soluzione acquosa, temperatura ambiente) e
consente di ottenere una un materiale ibrido mesostrutturato, vale a dire, una silice con un
ordine a livello mesoscopico e contenente tensioattivo all’intero dei propri pori. Il tensioattivo
non viene eliminato, ma rimane all’interno della silice e trattiene in sé la curcumina incorporata
durante la sintesi, originando cosi un materiale ibrido. Sono state realizzate cinque sintesi: le
sintesi HYBRID RAW 1 e HYBRID RAW 2, realizzate a partire da materie prime con i
rapporti molari indicati in Tabella 5.2.1, hanno fornito dei filtrati di scarto che sono stati
utilizzati come preparato di partenza per le sintesi successive, denominate rispettivamente
HYBRID FILTRATE 1 e HYBRID FILTRATE 2. La sintesi HYBRID RAW 3, realizzata
a partire da materie prime e della quale si discutera in Appendice, ha fornito alcune preziose
indicazioni riguardo la degradazione della curcumina nei filtrati.

Le sintesi da materie prime sono realizzate utilizzando 1 rapporti molari indicati nella Tabella
5.2.1. In breve, 0.193 g di NaOH (in forma di pellet) sono disciolti in 95 mL di acqua distillata,
ottenendo una soluzione 0.05 M di NaOH. La soluzione viene agitata manualmente fino a
completa solubilizzazione dell’idrossido di sodio; si aggiungono quindi 0.400 g di tensioattivo
(CTAB), ottenendo un preparato dall’aspetto lattiginoso. Si mantiene la soluzione in agitazione
con agitatore magnetico (velocita di circa 300 rpm) per almeno 30-45 minuti, fino ad ottenere
una soluzione piu limpida (il tempo totale di agitazione dipende, come ovvio, dalla velocita di
agitazione utilizzata). Si aggiungono quindi 62 mg di curcumina, si mantiene la soluzione in
agitazione a 150 rpm e si attendono circa 5 minuti per la sua solubilizzazione (dato 1’aspetto
torbido del preparato in seguito all’aggiunta di curcumina, la scelta di un tempo di 5 minuti ¢
del tutto arbitraria).
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Al preparato cosi ottenuto si aggiunge, goccia a goccia, il precursore della silice (TEOS, 2 mL).
L’ aggiunta goccia a goccia consente di ottenere particelle piu grandi e regolari, come riportato
in letteratura [231].

Dopo circa tre ore di miscelazione (sempre a 150 rpm), si procede filtrando la soluzione con
I’ausilio di una pompa ad acqua per velocizzare il processo. Il precipitato ¢ sottoposto a due
lavaggi consecutivi con acqua distillata (circa 50 mL per ciascun lavaggio) al fine di rimuovere
eventuali residui di reagenti; in seguito, ¢ lasciato essiccare in stufa a 40°C per circa 15 h. 1l
filtrato ottenuto ¢ conservato al buio per la sintesi successiva da filtrato. Il procedimento ¢
riassunto in Figura 5.2.1.

CTAB g Curcumina ﬁ
T=25°C *@ 62 mg TEOS
0.400 g\ P=1atm pa § amL

Agitazione 45 Agitazione 5

@ . .
we | = Agl%z(;?ne
15h1

A,
(¢

SINTESI DA FILTRATI

Figura 5.2.1. Schema delle sintesi a partire da materie prime.

Tabella 5.2.1. Rapporti molari utilizzati per le sintesi da materie prime HYBRID RAW_1 e HYBRID RAW_2.

TEOS CTAB NaOH H20 Curcumina
1 0.122 0.536 589 0.02

I filtrati delle sintesi HYBRID RAW 1 e HYBRID RAW 2 sono stati impiegati per le sintesi
senza pretrattamenti, aggiungendo solamente i reagenti mancanti. Il calcolo dei reagenti
necessari per le sintesi da filtrati € stato effettuato nell’ipotesi di utilizzo dell’intero quantitativo
di curcumina rimasto libero nel filtrato; 1 rapporti molari scelti per la sintesi sono 1 medesimi
delle sintesi da materie prime. Il calcolo dei reagenti necessari per le sintesi da filtrati sara
esplicitato piu estesamente nel Capitolo 6.
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5.2.2. Tecniche di caratterizzazione

Di seguito si descriveranno le tecniche di caratterizzazione utilizzate per 1’analisi dei precipitati
e dei filtrati ottenuti dalle sintesi; 1’analisi dei precipitati ¢ stata effettuata per le sintesi
HYBRID FILTRATE 1, HYBRID FILTRATE 2 e HYBRID RAW 3.

Analisi termogravimetrica (ATG)

L’analisi termogravimetrica ¢ una tecnica di caratterizzazione che consente di valutare la
perdita di peso di un campione solido in funzione del tempo e/o della sua temperatura [119].
Grazie alla termogravimetria ¢ possibile individuare, pur con una certa approssimazione, le
sostanze presenti nel materiale analizzato: per ogni sostanza ¢ infatti nota la temperatura
caratteristica di transizione (cambiamento di stato, degradazione, temperatura di transizione
vetrosa, ...) e, osservando gli intervalli di temperatura in corrispondenza dei quali si verificano
le perdite in peso, ¢ possibile risalire alla composizione del campione [232].

In particolare, per i fini posti nel presente lavoro, si ¢ osservata la variazione percentuale in
massa del campione, valutata nell’Equazione (7):
Mypjz — Mfin )

Amy, = ——— - 100
Mijpiy

Strumentazione e procedura

Per effettuare 1’analisi termogravimetrica viene utilizzato un DSC/TGA 92-16.18
Setaram. In una analisi termogravimetrica tipica, circa 5-15 mg di campione vengono versati
all’interno di un crogiolo in allumina. L’analisi viene effettuata incrementando la temperatura
di 10 °C/min a partire dalla temperatura ambiente fino ad arrivare a 800 °C; 1’atmosfera ¢
controllata insufflando una miscela di argon e ossigeno, in modo da allontanare eventuali
prodotti di degradazione volatili [232].

I risultati dell’analisi vengono rappresentati in un grafico “Perdita in massa
percentuale vs. Temperatura”, accompagnato generalmente dalla sua curva
derivata. Nel presente lavoro di tesi, I’analisi termogravimetrica viene utilizzata per valutare la
perdita in massa a partire dai 150°C, in modo da escludere quella dovuta all’allontanamento dal
materiale dell’acqua fisiosorbita, che si presume completo a 150°C. La perdita in massa fra
150° e 650°C ¢ dovuta alla degradazione del tensioattivo, alla degradazione della curcumina e
(in misura minore) alla condensazione dei silanoli superficiali (formazione del gruppo -Si-O-
Si- in luogo del gruppo -Si-OH) [231]. Si assume, per semplicita, che tale perdita in massa sia
dovuta esclusivamente alla degradazione della componente organica del materiale: in questa
maniera ¢ possibile stimare la percentuale in massa di materia organica (tensioattivo e
curcumina) presente nel campione.

Spettroscopia UV-VIS

La spettroscopia ¢ una tecnica analitica che si basa sull’utilizzo della luce, che puo essere
assorbita, emessa o trasmessa da un campione. In particolare, la spettroscopia UV-Visibile
viene effettuata con luce di lunghezza d’onda nella regione dell’ultravioletto e del visibile (tra
200 e 700 nm) [130]. Questo tipo di radiazione elettromagnetica ¢ caratterizzato da elevata
energia, sufficiente a causare la transizione degli elettroni che costituiscono il materiale dallo
stato fondamentale allo stato eccitato (da un orbitale ad un altro a energia maggiore) [233].
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In particolare, sono possibili le seguenti transizioni elettroniche [130] [233]:

e 1 — m*: promozione di una coppia di elettroni da un orbitale di legame  a un orbitale
di antilegame 1*;

e n — 1*: promozione di una coppia di elettroni da un orbitale di non legame a un orbitale
di antilegame 7*.

Le sostanze analizzate con la spettroscopia UV-VIS possono contenere cromofori. I cromofori
sono dei gruppi funzionali in grado di assorbire luce a una determinata lunghezza d’onda
caratteristica; questa proprieta viene utilizzata per identificare le sostanze presenti in soluzione
e, grazie alla legge di Lambert-Beer (Equazione (8)), la concentrazione delle sostanze [233]. In
particolare, la legge di Lambert-Beer (valida per soluzioni molto diluite) mette in relazione
I’assorbanza di un campione ad una determinata lunghezza d’onda e la concentrazione della
sostanza corrispondente [130].

A=¢-b-C ®

Dove A indica I’assorbanza del campione registrata dallo strumento (adimensionale), € ¢ il
coefficiente di assorbimento molare** (cm™! - mol~! - L), b & la lunghezza del cammino ottico
(cm) e C la concentrazione molare del campione [130]. Noti i gruppi funzionali cromofori
presenti in una sostanza e le lunghezze d’onda corrispondenti ai massimi di assorbanza, ¢ percio
possibile correlare I’assorbanza di una soluzione alla sua concentrazione [233].

Strumentazione e procedura
La spettroscopia UV-VIS viene effettuata utilizzando uno spettrofotometro Lambda 25
Perkin Elmer; le cuvette utilizzate sono in quarzo e hanno un cammino ottico di 1 cm.

Per misurare 1’assorbanza di una soluzione € necessario utilizzare due cuvette. Inizialmente, lo
strumento viene tarato utilizzando due cuvette contenenti solvente puro; in questa maniera ¢
possibile ottenere il valore di assorbanza del solvente puro, che verra sottratto da quello della
soluzione; sara cosi possibile ricavare I’assorbanza del soluto puro. In seguito, si inseriscono
nello spettrofotometro due cuvette, una contenente il solvente puro (“bianco”) e [’altra
contenente la soluzione.

Ciascuna misura viene ripetuta tre volte: le prime due utilizzando lo stesso campione, in modo
da verificare il corretto funzionamento dello strumento; la terza utilizzando un campione
differente della medesima soluzione, in maniera tale da verificare I’omogeneita della soluzione.
La media delle tre misure ¢ rappresentata in un grafico “Assorbanza vs. Lunghezza
d’ onda”.

Nel presente lavoro, la spettroscopia UV-VIS viene utilizzata sia in forma qualitativa, per
verificare la presenza di una sostanza nella miscela analizzata, sia in forma quantitativa sugli
estratti in etanolo, assieme ad una retta di taratura della soluzione, per valutarne la

411 coefficiente di assorbimento molare rappresenta l'assorbanza specifica di una soluzione a concentrazione
molare unitaria, ad una data lunghezza d'onda, attraverso una cella di lunghezza ottica unitaria (in genere espressa
in centimetri) [130].
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concentrazione. L’utilizzo della retta di taratura sara meglio esplicitato nel paragrafo
“Estrazione in etanolo”.

Diffrattometria a raggi X

La diffrattometria a raggi X ¢ una tecnica analitica rapida e non distruttiva grazie alla quale ¢
possibile determinare la struttura cristallina di un materiale; fornisce inoltre informazioni
riguardo le dimensioni delle celle cristalline [234] [235].

La diffrazione di raggi X si basa sull'interferenza costruttiva di raggi X monocromatici con un
campione cristallino. I raggi X sono generati da un catodo, filtrati per produrre radiazione
monocromatica, orientati per concentrarli e diretti verso il campione [234] [235]. L'interazione
dei raggi incidenti con il campione produce interferenza costruttiva (e un raggio diffratto)
quando le condizioni soddisfano la legge di Bragg (Equazione (9)).

nA = 2dsind )

Questa legge correla la lunghezza d'onda A della radiazione elettromagnetica con 1'angolo di
diffrazione 9 e la spaziatura tra i piani cristallini paralleli d; n € un numero intero, detto ordine
della diffrazione [235]. La condizione di interferenza costruttiva ¢ schematizzata nella Figura
5.2.2.
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Figura 5.2.2. Interferenza costruttiva.

I raggi X diffratti vengono rilevati e rielaborati. Scansionando il campione su un range di angoli
29 ¢ possibile coprire tutte le direzioni di diffrazione del cristallo possibili [234] [235]. La
conversione dei picchi di diffrazione in distanze tra i piani cristallini consente I'identificazione
del materiale, dal momento che ogni materiale possiede distanze tra 1 piani cristallini
caratteristiche. Tipicamente, si ottiene questo risultato confrontando le distanze ottenute con
dei riferimenti standard [234] [235].

Strumentazione e procedura
Il diffrattometro utilizzato ¢ X’ PERT3 Panalytical. I raggi X vengono emessi da un

anodo in rame, con lunghezza d’onda A = 1.5406 A. Lo strumento opera con tensione di 40 kV
e corrente di 40 mA.

Per effettuare una analisi XRD del campione, lo si macina finemente con un pestello. Nel caso
di materiali mesoporosi e mesostrutturati, 1’analisi viene effettuata su due differenti range
angolari: 1’analisi a bassi angoli consente di verificare la presenza di un ordine a lungo raggio
dovuto alla mesostruttura, mentre 1’analisi ad alti angoli permette di valutare se il materiale sia
amorfo o cristallino (cid & particolarmente importante, come visto, nel caso di materiali
utilizzati come carrier di principi attivi) [236].
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Di seguito vengono indicati i parametri impostati sullo strumento per I’analisi dei campioni:

e Analisi a bassi angoli
o range angolare 29 = 0.7° — 10°;
o step angolare = 0.0131°;
o durata di acquisizione = 75 min;
o filtro anti-divergenza = 1/32;
o filtro antiscatter = 1/32.
e Analisi ad alti angoli
o range angolare 20 = 5° — 60°;
o step angolare = 0.0131°;
o durata di acquisizione = 3 min;
o filtro anti-divergenza = 1/2;
o filtro antiscatter = 1/4.
I risultati dell’analisi XRD sono rappresentati in un grafico “Intensita vs. Angolo di
diffrazione”.

Spettroscopia FT-IR

La spettroscopia IR ¢ una tecnica spettroscopica utilizzata in chimica organica per identificare
le sostanze presenti in un campione [130]. Tale tecnica si basa sull’interazione fra la materia e
la luce di frequenza nella "regione infrarossa vibrazionale". In questa regione, la radiazione ¢
comunemente identificata attraverso il numero d’onda v (detto anche, in maniera impropria,
frequenza), per definizione I’inverso della lunghezza d’onda (Equazione (10)).

1 1072(m-cm™1)

= = (10)
A(cm) A(m)

\Y%

Il numero d'onda ¢ espresso in cm™'; la regione vibrazionale si estende da 4000 a 600 cm™ [130].

La radiazione IR, colpendo il campione, fa incrementare I’energia vibrazionale delle molecole
che la assorbono. Gli atomi legati sono caratterizzati da una distanza di legame di equilibrio,
ma si allontanano e si avvicinano “vibrando” sulle loro posizioni; ciascuna molecola puo percio
essere trattata come un oscillatore armonico, dove le vibrazioni possono essere di stiramento
(stretching) del legame o di deformazione dell’angolo di legame (bending) [130].

Un grande numero n di atomi costituisce un “circuito” di oscillatori: 1 gruppi funzionali, anche
se ogni molecola ha stato vibrazionale specifico, vibrano approssimativamente sempre alla
stessa maniera. Si puo dunque considerare 1 gruppi funzionali e, in generale, specifici aggregati
di atomi come “staccati dal circuito” e sfruttare questa loro proprieta per identificare i composti
[130]. I dati relativi alle frequenze caratteristiche di assorbimento dei gruppi funzionali sono
raccolti in tabelle chiamate tavole di correlazione; solitamente sono utili gli assorbimenti per
v > 1500 cm™1, ossia quelli piu a sinistra nello spettro infrarosso [130].

Generalmente, si utilizza una strumentazione in grado di registrare 1’assorbanza del campione
per differenti numeri d’onda nel tempo; il risultato cosi ottenuto viene poi elaborato mediante
una trasformata di Fourier, in modo da ottenere I’andamento dell’assorbanza nel dominio delle
frequenze. Per questa ragione, la tecnica viene detta spettroscopia FT-IR [237].
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In un tipico spettro FT-IR ¢ possibile identificare due regioni:

e Regione dei gruppi funzionali, tra 4000 e 1500 cm™': ¢& la regione piu utile per
identificare 1 gruppi funzionali presenti nel campione. Puod essere distinta a sua
volta in tre regioni [237]:

o Regione dello stiramento X-H (tra 4000 e 2500 cm™);
o Regione dei tripli legami (tra 2500 e 2000 cm™');
o Regione dei doppi legami (tra 2000 e 1500 cm™).

e Regione delle impronte digitali, tra 1500 e 600 cm™: in questa regione sono

presenti bande originate dalla vibrazione della molecola nella sua interezza

[130] [237].

Strumentazione e procedura

Lo strumento utilizzato per la spettroscopia FT-IR ¢ lo spettrofotometro Equinox 55
Bruker. L’analisi FT-IR viene utilizzata come tecnica qualitativa per identificare i gruppi
funzionali presenti nel campione. Il risultato di ciascuna analisi ¢ rappresentato in un grafico
“Assorbanza vs. Numero d’onda”, nel quale i valori dell’asse delle ascisse sono
riportati in ordine inverso per convenzione. In una tipica analisi FT-IR, il campione viene
ridotto in polvere fine e miscelato con KBr per diluirlo (il bromuro di potassio € un solido ionico
ed & percio trasparente agli IR [11]); generalmente si effettua una miscela 1:1 dei due
componenti, al fine di ridurre I’intensita dei picchi ed evitare la saturazione del detector dello
strumento. La miscela di campione e KBr ¢ dunque ridotta ad una pastiglia di alcuni mg
mediante una pressa idraulica; ¢ poi inserita all’interno di un portacampione in lamina d’oro. Il
portacampione ¢ introdotto in una cella trasparente alla radiazione infrarossa. Le misure
vengono effettuate sia a pressione atmosferica sia sottovuoto, grazie al sistema di vuoto
connesso alla cella; la misura sottovuoto ¢ necessaria per eliminare dallo spettro i picchi dovuti
all’umidita atmosferica.

5.2.3. Estrazione in etanolo

La curcumina ha scarsa solubilita in ambiente acquoso, mentre ¢ molto solubile in solventi
organici come 1’etanolo [8]: si ¢ scelto percio, al fine di valutare la quantita di curcumina
presente nei materiali sintetizzati, di procedere con I’estrazione in etanolo del materiale. Per
ciascun campione si ¢ disciolto qualche mg di polvere in 15 g di etanolo; 1’estrazione ¢ stata
mantenuta per 5 ore, al termine delle quali il campione ¢ stato sottoposto ad ultrasuoni. Sono
stati registrati spettri UV-VIS del campione a 15 minuti, 30 minuti, 1 ora, 2 ore, 3 ore e 5 ore
dall’inizio dell’estrazione, e uno spettro dopo il trattamento agli ultrasuoni; per gli spettri UV-
VIS si sono effettuate misure in triplicato delle quali si riportano i1 valori medi, come indicato
in precedenza. Lo strumento utilizzato per registrare gli spettri UV-VIS ¢ il medesimo indicato
nel Paragrafo “Spettroscopia UV-VIS”. I risultati delle estrazioni sono stati interpretati
utilizzando una retta di taratura della curcumina in etanolo ottenuta in lavori precedenti [238].
Attraverso la retta di taratura ¢ possibile associare all’assorbanza dell’estratto a 425 nm la
quantita di curcumina presente (il massimo di assorbanza della curcumina in etanolo si trova
infatti a 425 nm [8]).
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Capitolo 6

Prima sintesi da materie prime
(HYBRID RAW 1) e da filtrato
(HYBRID FILTRATE 1)

6.1.  Sintesi HYBRID RAW 1

La sintesi HYBRID RAW 1 viene realizzata da materie prime pure, seguendo il procedimento
gia descritto nel Capitolo 5. La sintesi HYBRID RAW 1 fornisce 714 mg di materiale finito
(Figura 6.1.1) e 76 g di filtrato, di colore rosso scuro e contenente curcumina.

Figura 6.1.1. Sintesi HYBRID _RAW_1 macinata.

Il filtrato di HYBRID RAW 1 viene conservato al buio; la sintesi HYBRID FILTRATE 1
viene effettuata il giorno successivo, aggiungendo 1 reagenti necessari per consumare tutta la
curcumina presente. Il procedimento seguito per la sintesi HYBRID FILTRATE 1 ¢
schematizzato in Figura 6.1.2; i reagenti da aggiungere al filtrato sono stati calcolati secondo la
procedura descritta nel paragrafo seguente.
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CTAB T= 25°C TEOS

Notte al buio, Agltazmne 30 '

FILTRATO HYBRID_RAW_1-~76 g [ 300pm ] [_150rpm ]

]
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180

HYBRID_FILTRATE_1

Figura 6.1.2. Schema della sintesi HYBRID FILTRATE 1.

6.2. Calcolo dei reagenti necessari per la  sintesi
HYBRID FILTRATE 1

Per ragioni di tempo, il calcolo dei reagenti necessari ¢ effettuato a partire dalla
caratterizzazione di una sintesi precedente [239], effettuata con i medesimi rapporti
stechiometrici di HYBRID RAW 1 e denominata di seguito REF. La caratterizzazione di tale
campione solido consente di stimare il quantitativo di reagenti effettivamente consumati per la
sintesi. Sottraendo tali quantita a quelle inserite inizialmente nella miscela di reazione (che sono
note e vengono riportate nella Tabella 6.2.1) ¢ possibile stimare i reagenti ancora presenti nel
filtrato. La sintesi HYBRID FILTRATE 1 viene realizzata supponendo di utilizzare tutta la
curcumina rimanente nel filtrato; i rapporti molari utilizzati sono i medesimi della sintesi REF,

corrispondenti alla massima resa in materiale. Tali rapporti sono stati riportati precedentemente
nella Tabella 5.2.1.

Tabella 6.2.1. Quantita molari dei reagenti utilizzati per la sintesi REF.

TEOS/mmol CTAB/mmol NaOH/mmol H20/mmol Curc/mmol
9.02 1.10 4.75 5270 0.18

La sintesi REF ha fornito 687 mg di solido. Tale campione viene sottoposto a caratterizzazione
termogravimetrica al fine di stimare, come gia osservato nel Capitolo 5, la quantita di materia
organica presente. Sottraendo tale quantitativo alla massa totale del campione ¢ quindi possibile
ricavare la massa della silice presente. Fra 150 e 650°C il campione subisce una perdita in massa
del 53%: si pud ipotizzare, come gia osservato, che tale perdita in massa sia dovuta
esclusivamente alla degradazione della componente organica del materiale (CTAB e
curcumina). Il resto del campione (47% in massa) ¢ dunque costituito esclusivamente da silice.
Ci0 significa che il campione conterrebbe 323 mg di silice (circa 5.4 mmol, essendo la massa
molare della silice 60.08 g/mol [240]).
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Di seguito sono riassunti i passaggi di calcolo seguiti (Equazioni (11) e (12)):

Perdita massa tra 150 e 650°C (%)-> 53% (degradazione componente organica)
Resa sintesi 2 687 mg

mg di silice nel materiale = 47% - 687 mg = 323 mg an
M. W. Silice > 60.08—5= = mol di silice = —o 8 _ _54mmol ()
.W.Silice 08— = mol disilice = 6008 gmol ~ > mmo

Assumendo, ancora, che tutto il TEOS inserito per la sintesi abbia reagito a formare silice, e
che non siano stati formati oligomeri di TEOS (come visto nel Capitolo 1, tale approssimazione
¢ accettabile al termine del processo sol-gel), si ricava che 5.4 mmol di TEOS si trovano nel
materiale, e rimangono percio circa 3.6 mmol di TEOS libero nel filtrato (Equazione (13)):

TEOS nel filtrato = TEOS inserito — TEOS nel materiale

(13)
= 9 mmol — 5.4 mmol = 3.6 mmol

L’estrazione in etanolo, come gia visto nel Capitolo 5, consente di stimare il quantitativo di

curcumina presente nel materiale. Dall’analisi dei risultati dell’estrazione in etanolo si deduce

che la curcumina rappresenta circa il 4% in massa sul totale (circa 27 mg).

Sottraendo questa quantita alla percentuale di materia organica nel solido (53% come ottenuto
dall’analisi termogravimetrica), si ricava che il CTA rappresenta il 49% in peso del campione
(circa 336.6 mg). La massa molare del CTA ¢ di 284.5 g/mol [241], percio nel materiale sono
presenti 1.1 mol di CTA: tutto il CTAB utilizzato per la sintesi ¢ stato incorporato nel materiale.
I passaggi seguiti sono riassunti di seguito (Equazioni (14), (15), (16) e (17)).

Curc incorporata = 4% - Massa campione = 4% - 687 mg = 27.5 mg (14

CTA incorporato = 49% - Massa campione = 49% - 687 mg = 336.6 mg  (15)
336.6 m

M. W.CTA = 284.5 g/mol = CTA incorporato = Wmil = 1.1 mmol (@6)

CTA nel filtrato = CTA inserito — CTA nel materiale an

= 1.1 mmol — 1.1 mmol = 0 mmol
Dei 65.3 mg di curcumina utilizzati, invece, solamente 27 mg sono stati incorporati nella silice:
38.3 mg si trovano nel filtrato (circa 0.104 mmol, essendo la massa molecolare della curcumina
368.4 g/mol [146]), come mostrato nell’Equazione (18).

Curc nel filtrato = Curc inserita — Curc nel materiale

1
— 65.3 mg — 27 mg = 38.3 mg = 0.104 mmol a®

Il calcolo delle quantita di reagenti necessarie per la sintesi HYBRID FILTRATE 1 ¢ stato
dunque effettuato ipotizzando il completo recovery della curcumina presente nel filtrato; 1
rapporti stechiometrici sono gli stessi utilizzati nella prima sintesi (HYBRID RAW _1). Nella
Tabella 6.2.2 si riportano tali rapporti, normalizzati rispetto al quantitativo di curcumina.
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Tabella 6.2.2. Rapporti molari utilizzati per le sintesi HYBRID RAW_1 e HYBRID_FILTRATE 1.

TEOS CTAB NaOH H.0 Curcumina
50 6.1 26.8 29450 1

I risultati della caratterizzazione del materiale REF mostrano che circa 38.3 mg di curcumina
(circa 0.104 mmol) sono presenti nel filtrato di sintesi. Per utilizzare tutta la curcumina presente
nel filtrato realizzando la sintesi HYBRID FILTRATE 1 con i medesimi rapporti molari di
HYBRID RAW 1 (Tabella 6.2.2), ¢ necessario aggiungere al filtrato le quantita di materie
prime “fresche” indicate nella Tabella 6.2.3.

Tabella 6.2.3. Quantita teoriche dei reagenti da aggiungere al filtrato di HYBRID _RAW_1.

TEOS/mL CTAB/g NaOH/g H:20/g Curc/mg
(mmol) (mmol) (mmol) (mmol) (mmol)
. 0.231 38.30
Necessari 1.15(5.2) (0.634) 0.111 (2.79) 55.16 (3063) (0.104)
0.798 38.30
Nel filtrato (3.6) 0 0.193 (4.75) 95 (5270) (0.104)
. 0.231
Da aggiungere 0.354 (1.6) (0.634) 0 0 0

6.3. Sintesi HYBRID FILTRATE 1

6.3.1. Procedimento

La sintesi HYBRID_ FILTRATE 1 a partire dal filtrato ¢ effettuata dopo che quest’ultimo ¢
stato conservato per una notte al buio, in maniera tale da ridurre quanto piu possibile la
fotodegradazione della curcumina presente (della fotodegradazione della curcumina si ¢ parlato
nel Capitolo 4). Dopo una notte al buio, il filtrato ha assunto una colorazione aranciata, visibile
in Figura 6.3.1.

Figura 6.3.1. Filtrato di HYBRID_RAW_1 dopo circa 15 h al buio.

Il filtrato ¢ utilizzato senza pretrattamenti; si aggiungono 0.2285 g di CTAB e, dopo 30 minuti

circa di agitazione magnetica, 0.58 mL di TEOS (circa 0.21 mL in piu rispetto ai valori teorici

calcolati in precedenza, a causa di un errore sperimentale). In seguito, si mantiene la soluzione
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in agitazione per 3 ore, la si filtra come descritto in precedenza e si lava il precipitato per due
volte con aliquote da 30 mL di acqua distillata per ciascun lavaggio. Il precipitato ottenuto ¢
fatto asciugare in stufa a 40 °C. Questo procedimento ¢ riassunto in Figura 6.1.2.

6.3.2. Risultati e caratterizzazione
La sintesi HYBRID FILTRATE 1 fornisce 379.1 mg di solido (Figura 6.3.2).

J—

Figura 6.3.2. HYBRID_FILTRATE_1 macinata.

Il campione solido HYBRID FILTRATE 1 presenta colorazione debolmente rosata. Su questo
campione si effettuano analisi XRD, FT-IR e ATG; il filtrato di HYBRID FILTRATE 1, di
colore giallo paglierino (Figura 6.3.3) ¢ analizzato con spettroscopia UV-VIS. Il campione
solido di HYBRID FILTRATE 1 ¢ inoltre sottoposto a estrazione in etanolo. I risultati delle
caratterizzazioni verranno presentati nei paragrafi seguenti.

Figura 6.3.3. Filtrato sintesi HYBRID_FILTRATE_1.
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Analisi ATG
L’analisi termogravimetrica del campione consente di stimare il contenuto di curcumina

presente nel materiale, come gia osservato nel Capitolo 5. I risultati sono mostrati in Figura
6.3.4 e nella Tabella 6.3.1:
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Figura 6.3.4. Curve TG e dTG relative alla sintesi HYBRID_FILTRATE 1.

Tabella 6.3.1. Risultati analisi termogravimetrica della sintesi HYBRID_ FILTRATE 1.

Massa iniziale Massa finale Perdita totale Perdita senza acqua
/mg /mg ) /Y
12.512 5.646 -54.9 -49.0

Una prima perdita in massa tra 0 e 150°C (circa il 5%) si suppone dovuta alla perdita dell'acqua
fisiosorbita. Si osserva, tra 150 e 450°C, la massima perdita in massa (45% circa); questa ¢
dovuta presumibilmente a 3 meccanismi: degradazione del CTA, degradazione della curcumina
(se presente), deidrossilazione e perdita dei silanoli [146] [241] [242]. Oltre i 650°C non si
verifica piu perdita di massa. Sebbene il profilo TG del campione sia confrontabile con quanto
ottenuto in lavori precedenti [238, 239], la perdita in massa complessiva risulta leggermente
inferiore, anche se la differenza puo essere dovuta alle incertezze intrinseche alla misura. La
perdita di massa dovuta all’eventuale presenza di curcumina non puo essere dissociata da quella
causata dal CTA, quindi la presenza della curcumina deve essere verificata con ulteriori
caratterizzazioni.
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Spettroscopia FT-IR

La spettroscopia FT-IR viene utilizzata per identificare 1 gruppi funzionali presenti nel
campione e, conseguentemente, verificare la presenza di curcumina e CTA nel solido ottenuto.
In Figura 6.3.5 e Figura 6.3.6 sono mostrati gli spettri FT-IR caratteristici della curcumina e del
CTAB, rispettivamente: i picchi nella regione relativa allo stretching degli anelli aromatici,
attorno a 1600 cm™' [243] [244], vengono utilizzati per il riconoscimento della curcumina,
essendo gli altri picchi molto vicini a quelli caratteristici del CTAB.
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Figura 6.3.5. Spettro FT-IR della curcumina pura [245]. Figura 6.3.6. Spettro FT-IR del CTAB [246].

Dall’analisi del campione HYBRID FILTRATE 1 si ottengono gli spettri di assorbimento
mostrati in Figura 6.3.7.

14

no_vuoto ——vuoto

Assorbanza (u.a)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero d'onda, v (cm?)
Figura 6.3.7. Spettro FT-IR di HYBRID_FILTRATE_1 in vuoto e a pressione atmosferica.

La banda di assorbimento presente fra 3500 e 3000 cm™! non & presente nello spettro sottovuoto
e viene percio imputata alla presenza di acqua fisiosorbita; lo stesso si puod dire riguardo alla
banda a 1650 cm’!, assegnabile alla vibrazione di bending delle molecole d’acqua fisisorbite.
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Nello spettro non si distingue la banda tipica della curcumina nella regione di stretching degli
anelli aromatici.

Tuttavia, il colore rosato della polvere indica la presenza di un cromoforo, che potrebbe essere
dovuto ad una quantita minima di curcumina (sotto la soglia di sensibilita dello FTIR) o ad un
prodotto di degradazione (degradazione in corrispondenza dell’anello aromatico) della
curcumina; la presenza di prodotti di degradazione deve essere tuttavia verificata con altre
caratterizzazioni.

Si evidenziano alcuni picchi tipici del tensioattivo, in particolare quelli relativi allo stretching
del legame C-H, confrontati in Figura 6.3.8 con analoghi di letteratura [247].
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=] 201%-20 John Wiley & Sons, Inc. All Rights F

Figura 6.3.8. Confronto picchi caratteristici delle vibrazioni del legame C-H fra campione HYBRID_FILTRATE 1 (a
sinistra) e un analogo di letteratura (a destra) [247].
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Diffrattometria a raggi X
Di seguito vengono presentati i risultati dell’analisi diffrattometrica a raggi X, realizzata per
valutare I’ordine della mesostruttura come gia osservato nel Capitolo 5. In Figura 6.3.9 ¢

mostrato lo spettro ad alti angoli di HYBRID FILTRATE 1: I’assenza di picchi ben risolti
indica che il campione ha struttura amorfa.
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Figura 6.3.9. Spettro XRD ad alti angoli di HYBRID_FILTRATE 1.

Lo spettro a bassi angoli in Figura 6.3.10 mostra un picco ben risolto intorno a 2.2 (20) e due
picchi poco risolti intorno a 3.8 e 4 (20); ¢ inoltre presente un debole segnale mal definito a
6 (20). Si tratta di picchi tipici delle MCM-41, leggermente traslati verso angoli piu alti rispetto
ai valori presenti in letteratura [231] [248] [249]. La scarsa risoluzione di questi picchi fa
supporre che il materiale sia poco ordinato a lungo raggio. Il risultato sarebbe in linea con

quanto osservato da Chiang et al. [250]: ’eccesso di TEOS potrebbe aver determinato la
formazione di una struttura con basso ordine.
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Figura 6.3.10. Spettro XRD a bassi angoli di HYBRID_FILTRATE_1.
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Estrazione in etanolo

L’estrazione in etanolo di HYBRID FILTRATE 1 viene effettuata secondo le modalita gia
indicate nel Capitolo 5. Al termine delle 5 ore di estrazione e dopo un passaggio agli ultrasuoni,
la soluzione di etanolo appare come in Figura 6.3.11.

Figura 6.3.11. Campione HYBRID_ FILTRATE 1 estratto in etanolo dopo 5 ore.

L’aspetto trasparente della soluzione fa supporre che non sia stata estratta curcumina; I’estratto
tal quale viene analizzato con spettroscopia UV-VIS. I risultati ottenuti sulla soluzione dopo 5
ore dall’inizio dell’estrazione sono mostrati in Figura 6.3.12. L’assenza del picco caratteristico
della curcumina in etanolo, a 425 nm secondo Priyadarsini [8], conferma quanto gia ipotizzato
in base ai risultati della spettroscopia FT-IR sul campione (paragrafo Spettroscopia FT-IR): la
curcumina presente nel filtrato di HYBRID RAW 1 non ¢ stata incorporata nel campione.

Si osserva una banda poco sopra 200 nm, riconducibile al CTA secondo lavori precedenti [238],
e tre assorbimenti a lunghezze d’onda maggiori. Un primo, definito, € visibile a circa 240 nm,
gli altri due compaiono come spalle a circa 290 nm e 340 nm. La spalla a 290 nm ¢ assegnabile
al CTA, secondo i risultati ottenuti in lavori precedenti [238]. Gli altri assorbimenti sono
attribuiti al prodotto di degradazione della curcumina.
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~ 0.6

Assorbanza (u
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Figura 6.3.12. Spettro UV-VIS dell'estratto di HYBRID_FILTRATE _1 dopo 5 ore.
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Spettroscopia UV-VIS sul filtrato

La spettroscopia UV-VIS sul filtrato di HYBRID FILTRATE 1 ¢ effettuata per identificare i
cromofori presenti; come “bianco” si utilizza una soluzione di NaOH 0.05 M (in quanto questa
corrisponde alla soluzione acquosa nella quale avviene la sintesi). I risultati dell’analisi
effettuata sul filtrato non diluito sono mostrati in Figura 6.3.13.
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Figura 6.3.13. Spettro UV-VIS del filtrato di HYBRID_FILTRATE 1.

Lo spettro UV-VIS non presenta il picco caratteristico intorno a 462-465 nm [8] della
curcumina deprotonata in soluzioni basiche: il filtrato, percio, non contiene curcumina; il suo
colore giallo paglierino fa presupporre la presenza di prodotti di degradazione cromofori [251].
Goel et al. [149] hanno osservato che la curcumina si degrada completamente in 1-2 ore quando
¢ disciolta in una soluzione 0.1 M di NaOH; il filtrato di HYBRID FILTRATE 1 ¢ stato
ottenuto il giorno precedente I’analisi, percid ¢ ragionevole pensare che la curcumina si sia
degradata durante la conservazione in ambiente basico. Si evidenziano due bande intorno a 250
nm e 350 nm, rispettivamente, attribuibili al prodotto della degradazione della curcumina. La
spalla intorno a 290-300 nm ¢ imputabile al CTA.

Osservazioni

La sintesi HYBRID FILTRATE 1 ha fornito un materiale con scarso ordine a lungo raggio; la
curcumina non ¢ stata incorporata nel materiale finito, probabilmente perché degradata ancor
prima della sintesi (come suggerito dall’analisi UV-VIS sul filtrato in Figura 6.3.13). Il processo
deve essere percio ottimizzato su due fronti:

e E necessario modificare I’iter di sintesi, in maniera tale da ridurre al minimo la
degradazione della curcumina in ambiente basico e consentire il loading nelle particelle
di silice;

e Puo essere utile ragionare sui rapporti molari utilizzati, che differiscono rispetto a quelli
della sintesi da materie prime per cio che riguarda i quantitativi di NaOH e acqua
presenti (Tabella 6.3.2; il calcolo dei rapporti molari ¢ stato effettuato considerando una
perdita di circa il 25% di NaOH e acqua iniziali a causa delle operazioni di filtraggio
necessarie per la separazione del precipitato).
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Tabella 6.3.2. Confronto tra i rapporti molari effettivi di HYBRID_RAW _1 e quelli di HYBRID_FILTRATE 1.

Campione TEOS CTABr NaOH H2O Curcumina
HYBRID_FILTRATE 1 1 0.103 0.776 848 0.02
HYBRID RAW 1 1 0.122 0.536 589 0.02

L’utilizzo dell’intero filtrato ha determinato una generale diluizione del preparato di reazione
insieme ad un incremento del quantitativo di NaOH rispetto a quello di curcumina e di TEOS;
1 due fattori potrebbero aver contribuito alla struttura poco ordinata del campione e alla rapida
degradazione della curcumina.

Cai et al. [228] hanno realizzato delle sintesi di silici mesoporose in condizioni blande,
utilizzando 1 seguenti rapporti molari riferiti al TEOS ed ottenendo delle silici ordinate di tipo
MCM-41.

Tabella 6.3.3. Rapporti molari della sintesi 19 di Cai ez al. [228], che fornisce silici MCM-41 ordinate.

TEOS CTABr NaOH H:0
1 0.125 0.32 1221

I rapporti molari sono simili a quelli utilizzati per la HYBRID_FILTRATE 1, fatta eccezione
per il quantitativo di NaOH piu che doppio in HYBRID FILTRATE 1. La diluizione del
preparato di sintesi di HYBRID FILTRATE 1 rispetto a quello di HYBRID RAW 1, tuttavia,
fa si che il rapporto NaOH/H,O si mantenga pressappoco il medesimo delle sintesi da materie
prime e che, percio, I’eccesso di NaOH non determini variazioni di pH.

Per quanto riguarda la degradazione della curcumina nel filtrato, Wang et al. [155] hanno
osservato che 1’utilizzo di micelle di tensioattivo potrebbe stabilizzarla, anche in soluzioni
basiche: tale ipotesi sara alla base delle scelte effettuate per la sintest HYBRID FILTRATE 2,
descritta nel Capitolo 7.
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Capitolo 7

Seconda sintesi da filtrati
(HYBRID FILTRATE 2)

7.1. Procedimento

La sintesi HYBRID FILTRATE 2 ¢ realizzata a partire dal filtrato della sintesi
HYBRID RAW 2. La sintesi HYBRID RAW 2 ¢ stata effettuata a partire da materie prime,
in maniera esattamente identica alla sintesi HYBRID RAW 1, e ha fornito 698.6 mg di solido
e 74.5 g di filtrato. 1l filtrato di HYBRID RAW 2, denominato HYBRID RAW 2 fil,
presenta colorazione arancione intenso (Figura 7.1.1). Si ¢ analizzato HYBRID RAW 2 fil
con spettroscopia UV-VIS e si ¢ poi aggiunto il CTAB necessario per “proteggere” la
curcumina dalla degradazione (come gia osservato nel Capitolo 6).

Figura 7.1.1. HYBRID_RAW_2 fil appena ottenuto.

Il preparato ¢ stato mantenuto in agitazione magnetica per circa 45 minuti e conservato al buio
per una notte. Lo spettro UV-VIS sul filtrato di HYBRID RAW 2, effettuato sul campione
diluito 1:20 con NaOH 0.05 M, ¢ mostrato in Figura 7.1.2.
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Figura 7.1.2. Spettro UV-VIS di HYBRID_RAW_2 fil diluito 1:20 con NaOH 0.05 M.

Lo spettro UV-VIS del filtrato di HYBRID RAW 2 presenta un picco piuttosto evidente
intorno a 460 nm, indice della presenza di curcumina deprotonata come gia osservato nel
Capitolo 4. E quindi ragionevole procedere con la sintesi a partire da filtrato.

Dopo una notte di conservazione al buio, il filtrato appare poco omogeneo e sul fondo si
intravede una certa quantita di precipitato (Figura 7.1.3).

Figura 7.1.3. Filtrato della sintesi HYBRID RAW_2 dopo una notte di conservazione al buio.

Parte di questo campione (diluito 1:20 con NaOH 0.05 M), denominato
HYBRID RAW 2 fil 1D, ¢ analizzata con spettroscopia UV-VIS. Il risultato dell’analisi ¢
mostrato in Figura 7.1.4.

82



0.9 +

0.8 +

)

0.6 +

0.5 +

Assorbanza (u.a.

190 240 290 340 390 440 490 540 590

Lunghezza d'onda, A (nm)

Figura 7.1.4. Spettro UV-VIS di HYBRID_RAW_2 fil 1D diluito 1:20 con NaOH 0.05 M.

Come evidente dalla riduzione dell’ampiezza del picco a 460 nm, probabilmente parte della
curcumina ¢ andata incontro a degradazione; si procede con la sintesi HYBRID FILTRATE 2,
per valutare se la curcumina rimasta puo essere incorporata nel materiale.

Differentemente dalla sintesi HYBRID FILTRATE 1, nella sintesi HYBRID FILTRATE 2
si tiene conto del volume ridotto del filtrato rispetto alla soluzione di sintesi iniziale: in media,
le sintesi precedenti hanno fornito un volume di filtrato che ¢ circa il 25% inferiore rispetto al
volume di soluzione iniziale (circa 75 mL di filtrato da 95 mL di soluzione iniziale). Dal
momento che, percio, circa il 25% di acqua e NaOH sono stati “perduti” con il filtraggio, anche
le quantita da aggiungere degli altri reagenti dovranno essere ridotte allo stesso modo. Nella
Tabella 7.1.1 si riporta, per chiarezza, la composizione molare di HYBRID RAW 2 fil
ipotizzata (tenendo conto di quest’ultima assunzione): si ¢ ammesso che anche per
HYBRID RAW 2 filiquantitativi di reagenti rimasti nel filtrato fossero approssimativamente
gli stessi ricavati dalla sintesi REF (Capitolo 6).

Tabella 7.1.1. Composizione di HYBRID RAW 2 fil ipotizzata.

TEOS/mmol CTAB/mmol NaOH/mmol H20/mmol Curcumina/mmol
3.6 0 3.75 4139 0.104

Le Equazioni (19) e (20) consentono di calcolare le quantita di reagenti da aggiungere (calcolate
secondo il procedimento riportato al Paragrafo 6.2), ridotte come appena esposto:

mLygos per 95 mL - 74.5 mL
95 mL

= 0.27 mL

mLygos per 74.5 mL =
_0.34mL-74.5 mL
B 95 mL

19
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gcrap per 95mL-74.5mL  0.231g-74.5 mL
95 mL B 95 mL (20)

gctag per 74.5 mL =
=0.180g

La Tabella 7.1.2 riassume le quantita effettive di reagenti aggiunte a
HYBRID RAW 2 fil 1D.

Tabella 7.1.2. Quantita di reagenti aggiunte a HYBRID_RAW 2 fil 1D.

TEOS/mL CTAB/g
0.27 0.1796

Come anticipato, il CTAB viene aggiunto non appena si ottiene il filtrato
(HYBRID RAW 2 fil). Dopo una notte si aggiunge anche il TEOS al filtrato (ora identificato
come HYBRID RAW 2 fil 1D) e si lascia la soluzione in agitazione magnetica per circa 3
ore. La soluzione viene filtrata con una pompa ad acqua; il precipitato di
HYBRID FILTRATE 2 viene lavato due volte e asciugato in stufa a 40 °C per una notte. Il
procedimento utilizzato per la sintesi HYBRID FILTRATE 2 viene riassunto in Figura 7.1.5.

CTAB T=25C
01796 g P=1atm § 027 mL
HYBISRID_R?\W_z FILTRATO Agitazione 45 Notte al buio !
[ 150rpm ]
HYBRID_RAW 2 fil HYBRID_RAW 2 fil 1D
Agitazione
© 180

@40"(: &3
15hl

e
ec/"'%f Q
0,

Figura 7.1.5. Schema della sintesi HYBRID FILTRATE_2.

7.1.1. Osservazioni

In Figura 7.1.6 ¢ mostrato il confronto tra gli spettri di HYBRID RAW 2 fil e
HYBRID RAW 2 fil 1D, ottenuti a distanza di circa 15 h.

84



1.2
C —HYBRID RAW_2 fil HYBRID_RAW_2 fil 1D

e 2
=] Qo
| |

Assorbanza (u.a.)
e
'S

0.2 |

190 240 290 340 390 440 490 540 590

Lunghezza d'onda, A (nm)

Figura 7.1.6. Spettro UV-VIS di HYBRID_RAW_2 fil a confronto con HYBRID RAW_2 fil 1D.

La Tabella 7.1.3 mostra la variazione in assorbanza di alcuni assorbimenti specifici del filtrato
prima (HYBRID RAW 2 fil) e dopo la notte (HYBRID RAW 2 fil 1D). Trascorsa la notte,
tutto lo spettro appare meno intenso (ad eccezione del picco poco sopra 200 nm attribuito al
CTA); la banda maggiormente ridotta ¢ quella a circa 460 nm. La generale riduzione in
assorbanza potrebbe essere dovuta alla formazione di precipitato, come osservato in
precedenza, che sottrae alla soluzione le specie responsabili dell’assorbimento.

Tabella 7.1.3. Assorbimenti notevoli dello spettro UV-VIS di HYBRID _RAW_2 fil prima e dopo la notte.

, Assorbanza (u.a.) Rapporto
Lunghezza d'onda, A (nm) Al fil 1D fil_1D/fil
459 0.263 0.138 0.52
350 0.193 0.167 0.87
301 0.238 0.188 0.79
251 0.421 0.311 0.74

Una caratteristica dello spettro di HYBRID RAW 2 fil 1D ¢ la riduzione meno spiccata della
banda a 350 nm, in particolare rispetto agli assorbimenti a 460 nm e a 250 nm: tale riduzione
meno marcata potrebbe essere dovuta alla formazione in soluzione di prodotti di degradazione
della curcumina che contribuiscono all’assorbimento intorno a tale lunghezza d’onda.
L’assorbanza della curcumina intorno a 360 nm in ambiente basico ¢ documentata in letteratura:
Bernabé-Pineda et al. [252] hanno osservato una tendenza simile registrando nel tempo lo
spettro UV-VIS della curcumina libera in NaOH 0.5 M (Figura 7.1.7).
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Figura 7.1.7. Spettro UV-VIS della curcumina in NaOH 0.5 M nel corso di 14 ore [252].

In particolare, anche in questo caso si osserva la decrescita del picco a 460 nm e un picco
crescente nel tempo a 350 nm circa; la formazione di un picco intorno a 350 nm, indice della
degradazione autossidativa della curcumina, ¢ stata osservata anche da Gordon ef al. a pH
fisiologico [253]. Un simile picco ¢ stato osservato anche nello spettro UV-VIS del filtrato di
HYBRID FILTRATE 1 (Capitolo 6). Sharma e Jani [254] hanno attribuito tale picco
all’assorbimento dei gruppi ferulici; lo studio ¢ tuttavia di limitata rilevanza rispetto agli scopi
del presente lavoro poiché ¢ stato realizzato in condizioni debolmente acide. Pur tenendo in
considerazione la formazione del precipitato (Figura 7.1.3), occorre sottolineare che non tutta
la curcumina viene sottratta dalla soluzione per precipitazione, e cio ¢ evidente dalla presenza,
nello spettro, di assorbanza residua a 460 nm anche dopo la notte (Figura 7.1.6). L’ipotesi
proposta, percio, ¢ che la banda a 350 nm si riduca meno a causa della progressiva degradazione
autossidativa di parte della curcumina ancora in soluzione. Tale autossidazione proseguirebbe,
secondo tale ipotesi, dopo la formazione del precipitato (come gia osservato da Gordon et al.
[253], d’altra parte, il fenomeno di autossidazione non ¢ istantaneo e prevede la formazione di
numerosi prodotti intermedi). L’assorbimento a 250 nm, che pure si riduce nella notte, ¢
attribuito ad altri prodotti di degradazione, presenti gia nel momento in cui si € registrato lo
spettro UV-VIS di HYBRID RAW 2 fil e che subiscono precipitazione nel corpo di fondo.
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7.2. Risultati e caratterizzazione

La sintesi HYBRID FILTRATE 2 fornisce 261.5 mg di solido (Figura 7.2.1). Rispetto alla
sintesi HYBRID FILTRATE 1, il solido appare di colore spiccatamente rosso, simile a quello
delle sintesi da materie prime (Figura 7.2.2 e Figura 7.2.3): la curcumina protetta nelle micelle
di CTA potrebbe essere stata effettivamente incorporata nel campione.

Figura 7.2.1. Campione solido HYBRID_FILTRATE_2 dopo macinatura.

Figura 7.2.3. Da sinistra a destra: HYBRID_RAW_1,
HYBRID_FILTRATE_1, HYBRID_RAW_2,
HYBRID_FILTRATE_2.

Figura 7.2.2. Confronto HYBRID_ FILTRATE 1 (a
sinistra) e HYBRID _FILTRATE_2 (a destra).
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7.2.1. Analisi ATG

L’analisi ATG del campione HYBRID FILTRATE 2 viene effettuata, come nei casi
precedenti, per avere una stima approssimativa del quantitativo di CTA e di curcumina
incorporato nel materiale; i risultati sono riassunti nella Figura 7.2.4 e nella Tabella 7.2.1.
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Figura 7.2.4. Curve TG e dTG relative alla sintesi HYBRID_FILTRATE_2.
Tabella 7.2.1. Risultati analisi termogravimetrica della sintesi HYBRID FILTRATE 2.
Massa iniziale Massa finale Perdita totale Perdita senza acqua
/mg /mg 1% 1%
4.551 1.976 -56.58 -49.99

La curva risulta sovrapponibile a quella ottenuta per HYBRID FILTRATE 1; come osservato
per HYBRID FILTRATE 1 (Capitolo 6), la perdita di massa complessiva ¢ leggermente
inferiore rispetto ai valori di riferimento di sintesi da materie prime, ma la differenza ¢ tale da
poter essere imputata ad errori strumentali. Dal momento che per i campioni di riferimento
senza curcumina la perdita in massa ¢ di circa il 46%, tenendo conto dell’errore strumentale, ¢
ragionevole credere che il campione contenga al massimo 1’1-2% di curcumina. La presenza o
meno di curcumina resta quindi da accertare con altre tecniche di caratterizzazione.
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7.2.2. Spettroscopia FT-IR

Come per il campione HYBRID FILTRATE 1, la spettroscopia FT-IR viene utilizzata come
tecnica qualitativa per verificare la presenza di curcumina e CTA nel campione. Lo spettro FT-
IR del campione ¢ mostrato in Figura 7.2.5.
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Figura 7.2.5. Spettro FT-IR di HYBRID_FILTRATE_2 in vuoto.

Rispetto allo spettro della sintesi HYBRID FILTRATE 1, si evidenzia un picco, benché di
bassa intensita, intorno ai 1570 cm™!, che potrebbe corrispondere allo stretching degli anelli
aromatici e percio alla presenza di curcumina [230]; ci0 giustificherebbe anche il colore rosso
intenso della polvere osservato.

In Figura 7.2.6 sono confrontati lo spettro FT-IR di HYBRID FILTRATE 2 con una sintesi
effettuata in un precedente lavoro a partire da materie prime, contenente curcumina
(MESO_SiO;_cur) [238], e una sintesi senza curcumina ottenuta anch’essa da materie prime
(MESO_SiO») [238]. 1I confronto diretto dimostra che il “picco” individuato a 1570 cm’!
corrisponde alla curcumina. Il campione privo di curcumina, infatti, non presenta il picco a
1570 cm™ presente sia in HYBRID FILTRATE 2 che in MESO_SiO»_cur. Gli spettri sono
rappresentati qualitativamente; la quantificazione della curcumina incorporata dovra essere
effettuata utilizzando altre tecniche di caratterizzazione.
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Figura 7.2.6. Confronto spettro FT-IR di HYBRID_FILTRATE_2 con campioni MESO_SiO:_cur e MESO_SiO:
(tratti da [238]).
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7.2.3. Diffrattometria a raggi X

L’analisi ad alti angoli in Figura 7.2.7 mostra la presenza di una struttura amorfa, cosi come
osservato anche per il campione HYBRID FILTRATE 1 (Figura 6.3.9). Rispetto al campione
HYBRID FILTRATE 1, invece, il campione solido HYBRID FILTRATE 2 sembra non
possedere una mesostruttura ordinata, come evidente dall’assenza di picchi nell’analisi a bassi
angoli in Figura 7.2.8. Tale perdita di ordine rispetto al campione HYBRID FILTRATE 1 ¢
in linea con quanto gia osservato in lavori precedenti [230]: la curcumina si comporta da agente
“co-templante” insieme al CTA e determina una perdita dell’ordine a lungo raggio.
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Figura 7.2.7. Spettro XRD ad alti angoli di HYBRID_FILTRATE_2.
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Figura 7.2.8. Spettro XRD a bassi angoli di HYBRID_FILTRATE_2.

7.2.4. Estrazione in etanolo

11 colore rosso intenso della polvere ottenuto con la sintesi HYBRID FILTRATE 2 insieme ai
risultati presentati nel Paragrafo 7.2.2 fanno supporre 1’effettivo incorporamento di curcumina
nel campione. La presenza di curcumina viene verificata effettuando un’estrazione in etanolo,
secondo le modalita gia descritte nel Capitolo 5; nello specifico, circa 2.8 mg di campione
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vengono disciolti in 15 g di etanolo. Differentemente dal campione HYBRID FILTRATE 1,
lo spettro effettuato sull’estratto in etanolo del campione HYBRID FILTRATE 2 presenta un
picco a 425 nm crescente nel tempo (Figura 7.2.9).
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Figura 7.2.9. Spettro UV-VIS dell'estratto di HYBRID FILTRATE_2.

I picco a 425 nm presenta ampiezza crescente nel tempo secondo una curva logaritmica, indice

di un rilascio piu rapido all’inizio e che si avvicina ad uno stazionario con il tempo (Figura
7.2.10).
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Figura 7.2.10. Andamento dell'ampiezza del picco a 425 nm nel tempo.

Per quantificare la curcumina presente nel campione, si assume in ragione del profilo
logaritmico che 1’assorbanza arrivi al valore limite massimo dopo 5 ore di estrazione in etanolo
e il passaggio agli ultrasuoni. L’assorbanza della soluzione di curcumina in etanolo viene
correlata alla sua concentrazione utilizzando una retta di taratura della curcumina in etanolo
puro ottenuta in lavori precedenti [238] (Figura 7.2.11). Si ¢ ipotizzato che il sistema ibrido
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rilasci curcumina in PBS all’interno delle micelle di CTAB [238, 239]: ci0 potrebbe avvenire
anche per ’etanolo e, nonostante il CTAB in etanolo non assorba a 425 nm [238], ¢ possibile
che I’inserimento della curcumina nelle micelle determini una modifica della sua assorbanza in
etanolo. Un effetto di aumento dell’assorbanza, ad esempio, ¢ stato riportato da Sharma e Jani
[254] per la curcumina inserita in micelle di CTAB in PBS.
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Figura 7.2.11. Retta di taratura della curcumina in etanolo [238].

Nelle equazioni (21), (22), (23) e (24) si riportano i calcoli effettuati per valutare la quantita di
curcumina presente nel campione secondo le assunzioni appena descritte.

Assorbanza a 425 nm = 0.155 (u.a.)

C trazione = ~>> — 1,178
oncentrazione = -——=-0 = 1. ppm 1)
Massa etanolo = 0.015 kg#>
Quantita nel materiale = 1.178 mg/kg - 0.015 kg = 0.018 mg 22)
Peso campione solido = 2.8 mg
i 0.018 mg
Percentuale in massa w/w = ————- 100 = 0.64% 23)
2.8 mg
Curc totale in HYBRID_FILTRATE_Z = 0.64% - ResaHYBRID_FILTRATE_Z
= 0.64% - 261.5 mg = 1.674 mg 24

I1 basso quantitativo di curcumina contenuto nel campione HYBRID FILTRATE 2 (0.64% in
massa) potrebbe essere la ragione dell’intensita ridotta del picco presente nello spettro FT-IR;
¢ possibile, tuttavia, che 1’utilizzo di uno scarto per la sintesi della silice abbia fornito un solido

45 Avendo utilizzato la concentrazione in ppm, la quantita di soluzione & fornita in massa anziché in volume.
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con struttura differente rispetto alle sintesi da materie prime, dal quale non tutta la curcumina
puo essere estratta con 1’etanolo.

7.2.5. Spettroscopia UV-VIS sul filtrato

Il filtrato ottenuto a seguito della sintesi HYBRID FILTRATE 2, denominato
HYBRID FILTRATE 2 fil, presenta un colore arancio intenso (Figura 7.2.12) ed ¢ percio
analizzato con Spettroscopia UV-VIS (dopo esser stato diluito 1:6 con NaOH 0.05 M) (Figura

7.2.13).
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Figura 7.2.12. Filtrato della sintesi HYBRID FILTRATE_2.
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Figura 7.2.13. Spettro UV-VIS del filtrato della sintesi HYBRID_FILTRATE_2 dopo diluizione 1:6.

Rispetto al campione HYBRID RAW 2 fil 1D, il picco a 460 nm non € piu presente; €
ragionevole ritenere che, come per la sintest HYBRID FILTRATE 1, la curcumina non
incorporata nel campione solido HYBRID FILTRATE 2 si sia degradata e che il colore del
filtrato sia dovuto a prodotti di degradazione della curcumina cromofori. La natura e I’eventuale
incorporazione nel materiale di tali prodotti di degradazione non sono verificabili, come
osservato nel Paragrafo 7.1.1, dal momento che condividono con la curcumina alcuni gruppi
funzionali caratteristici. Nello spettro si distinguono 1 soliti assorbimenti, gia discussi, poco
sopra 200 nm, a 350 nm, 290-300 nm e 350 nm.
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7.2.6. Osservazioni

La sintesi HYBRID FILTRATE 2 ¢ stata realizzata supponendo che in HYBRID RAW 2 fil
fossero presenti 38.3 mg di curcumina, come era stato stimato per le sintesi da materie prime
precedenti. Dopo aver osservato la rapida degradazione della curcumina presente nel filtrato di
HYBRID RAW 1 (Capitolo 6), si ¢ deciso di aggiungere del CTAB prima della conservazione
del filtrato durante la notte. Il CTAB aggiunto non ha impedito del tutto la degradazione della
curcumina, che si ¢ parzialmente degradata nella notte come visibile dall’abbassamento del
picco caratteristico mostrato in Figura 7.1.6.

Una stima della curcumina non degradata presente in HYBRID RAW 2 fil 1D consentirebbe
di valutare, pur con una certa approssimazione, I’efficacia di incorporamento quando si
effettuino sintesi a partire da filtrato. Dal momento che non si dispone di una retta di taratura
della curcumina in CTAB e NaOH, si decide di procedere in maniera empirica, confrontando
I’ampiezza del picco caratteristico della curcumina (460 nm) negli spettri UV-VIS di
HYBRID RAW 2 fil e HYBRID RAW 2 fil 1D (Equazione (25)). Tale confronto risulta
significativo dal momento che gli spettri sono stati ottenuti nelle medesime condizioni di
diluizione, a distanza di 15 ore 1’uno dall’altro.

A, (sera) 0.263
. = = 19 (25)
A,(mattina) 0.138

Assumendo, ancora, che HYBRID RAW 2 fil contenesse inizialmente 38.3 mg di curcumina
non degradata (come il campione REF caratterizzato nel Capitolo 6), si ottiene che circa 20 mg
di curcumina non degradata erano presenti in HYBRID RAW 2 fil 1D ( 20 mg =
38.3mg/1.9). L’Equazione (26) consente di valutare I’efficacia di incorporamento della
curcumina nel campione HYBRID FILTRATE 2.

20 mg di curc libera nel filtrato
Curc totale in HYBRID_FILTRATE_2 = 1.674 mg

Efficacia di i Eff,) =~ 8 100 = 8379

icacia di incorporamento (Effy,) = ng =837% 26)
Dei 20 mg presenti in HYBRID RAW 2 fil 1D, circa il 92% non ¢ stato incorporato nel
materiale ibrido ed ¢ ragionevolmente andato incontro a degradazione, data I’assenza del picco
della curcumina deprotonata nello spettro di HYBRID FILTRATE 2 fil (Figura 7.2.13).
Come osservato nel Paragrafo 7.2.4, tuttavia, ¢ possibile che il materiale poco ordinato non
abbia rilasciato tutta la curcumina in etanolo, e che dunque ne sia presente effettivamente di piu
di quanto stimato. In base ai risultati dell’analisi ATG (Paragrafo 7.2), il materiale realizzato
puo comunque contenere al massimo 1’1-2% di curcumina.

Di interesse ¢ inoltre il confronto tra gli spettri UV-VIS ottenuti per HYBRID RAW 2 fil 1D
e per HYBRID FILTRATE 2 fil (cio¢ della stessa soluzione prima e dopo la sintesi del
materiale HYBRID FILTRATE 2). In Figura 7.2.14 ¢ mostrato tale confronto*®.

46 Dal momento che i due spettri sono stati ottenuti con diluizioni differenti dei campioni (1:20 per
HYBRID RAW 2 fil ID e 1:6 per HYBRID FILTRATE 2 fil), I’assorbanza di HYBRID RAW 2 fil 1D ¢

stata ridotta di un fattore pari al rapporto tra ’assorbanza a 215 nm di HYBRID FILTRATE 2 fil e quella di
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Figura 7.2.14. Confronto tra le assorbanze di HYBRID FILTRATE_ 2 file HYBRID_RAW_2 fil _1D.

I due campioni differiscono per un generale abbassamento dell’assorbanza. La maggior
differenza tra i due spettri ¢ riscontrata, come ovvio, per I’assorbanza intorno a 460 nm: questa
differenza ¢ presumibilmente indice del corretto incorporamento di curcumina in
HYBRID FILTRATE 2. Insieme a tale riduzione, si riscontra un abbassamento generale
dell’assorbanza per lunghezze d’onda inferiori ai 400 nm. Si ¢ ipotizzato che I’assorbanza a tali
lunghezze d’onda sia dovuta ai prodotti di degradazione della curcumina: un abbassamento
dell’assorbanza a A < 400 nm, percid, potrebbe essere indice dell’incorporamento di prodotti
di degradazione della curcumina nel materiale finale. Tale fenomeno non ¢ trascurabile e sara
necessario tenerne conto in futuri sviluppi dell’attivita di ricerca: come osservato nel Capitolo
4, 1l ruolo dei prodotti di degradazione nell’attivita terapeutica della curcumina ¢ ancora poco
chiaro. L’eventuale incorporazione di prodotti di degradazione della curcumina in un drug
delivery system potrebbe determinare la riduzione dell’efficacia del farmaco [182].

HYBRID RAW 2 fil 1D alla medesima lunghezza d’onda. In questa maniera, i due spettri presentano la
medesima assorbanza a 215 nm ed ¢ possibile confrontarli.
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Capitolo 8

Conclusioni e sviluppi futuri

I1 presente lavoro di tesi si ¢ prefissato i seguenti obiettivi:

e Offrire una panoramica dello stato dell’arte riguardo le particelle ibride a base di silice
e il loro utilizzo come sistema di rilascio del farmaco, nonché delle tecnologie per la
sintesi di silici a partire da scarti di produzione;

e Discutere le principali problematiche di stabilita dei principi attivi, con particolare
riguardo per la curcumina;

e [llustrare le principali nanotecnologie impiegate per il rilascio di curcumina;

e Sviluppare un processo per la valorizzazione di un filtrato di scarto ottenuto dalla sintesi
di particelle ibride a base di silice contenenti curcumina.

Nel Capitolo 1 si sono discusse le principali proprieta delle particelle ibride a base di silice, con
particolare attenzione per le tecniche di sintesi pit comuni e I’applicazione in campo biomedico.
Tali carrier risultano particolarmente vantaggiosi grazie alle seguenti caratteristiche [255]:

e Dimensioni facilmente adattabili ai diversi bersagli farmaceutici;

e Possibilita di captazione per endocitosi da parte delle cellule;

e Possibilita di incorporare principi attivi idrofobici, solubilizzandoli nella fase organica;
¢ Elevata biocompatibilita, biodegradabilita;

e Produzione in condizioni blande mediante i processi di tipo sol-gel.

Le condizioni blande di produzione e la possibilita di incorporare principi attivi idrofobici
rendono le particelle ibride un carrier ideale per la curcumina, principio attivo oggetto di questo
lavoro.

La curcumina, come illustrato nel Capitolo 4, ¢ un principio attivo di particolare interesse per
le sue proprieta antiossidanti e antinflammatorie, € molta letteratura ¢ dedicata allo studio in
vitro delle sue proprieta antitumorali. Essa ¢ tuttavia sensibile a luce e calore ed ¢ soggetta a
reazioni di autossidazione a pH basico [256, 257]. I prodotti di autossidazione della curcumina
potrebbero possedere attivita terapeutica, ma cio ¢ ancora oggetto di studio [258]. L utilizzo di
sistemi di rilascio di curcumina ¢ dunque auspicabile, per migliorarne la biodisponibilita e
incrementarne la stabilita. Vari drug carrier quali nanoliposomi, nanoparticelle polimeriche,
ciclodestrine e nanoemulsioni sono stati gia impiegati con successo per il delivery di curcumina;
anche 1 materiali ibridi potrebbero costituire una buona soluzione a questa problematica.

Le particelle di silice mesoporosa e mesostrutturata, che con quelle ibride condividono parte
del processo di produzione, possono essere sintetizzate anche a partire da scarti industriali,
come illustrato nel Capitolo 2: si tratta di un impiego dei rifiuti che fornisce prodotti ad elevato
valore aggiunto, grazie alla possibilita di utilizzare tali silici nei campi della remediation e della
catalisi. L estrazione di precursori della silice da scarti di produzione ¢ materia non banale, e
determinante ¢ la rimozione delle impurezze presenti, come gli ossidi metallici [259]. Una
possibile soluzione alla presenza di impurezze potrebbe essere 1’impiego di rifiuti dell’industria
elettronica per la produzione di silici mesostrutturate: questi materiali contengono silicio ad
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elevata purezza e consentono la sintesi di silici mesostrutturate anche a temperatura ambiente
[260].

Sul concetto di “riutilizzo degli scarti” si basa la procedura di sintesi sviluppata nel seguente
lavoro, che ambisce al recupero di un filtrato altrimenti inutilizzato. Il filtrato ¢ ottenuto a partire
da una sintesi di particelle ibride a base di silice, contenenti micelle di tensioattivo (CTA) con
curcumina al loro interno. La sintesi ¢ effettuata a temperatura ambiente e pH basico secondo
un processo sol-gel (Capitolo 5). La presenza di materie prime nel filtrato ¢ stata valutata a
partire dalla caratterizzazione di campioni ottenuti in sintesi precedenti [261]. Il filtrato
utilizzato ¢ un mezzo a pH basico, all’interno del quale la curcumina tende a degradarsi
piuttosto rapidamente. Un primo tentativo di sintesi a partire da filtrati ha previsto la
conservazione del filtrato per una notte prima di utilizzarlo per ottenere nuove particelle: tale
tentativo si € rivelato infruttuoso, avendo fornito un materiale che non ha inglobato curcumina,
quanto piuttosto suoi prodotti di degradazione cromofori (Capitolo 6). Come evidenziato in
lavori precedenti [230], un maggior contenuto di curcumina nei materiali mesostrutturati
determina una struttura con minor ordine a lungo raggio. Il primo materiale ottenuto da filtrato,
denominato HYBRID FILTRATE 1, non ha incorporato curcumina, ed ha percio una certa
struttura mesoscopica, seppur non molto ordinata.

In un secondo tentativo si ¢ tentato di proteggere la curcumina presente nel filtrato
aggiungendovi il CTAB necessario non appena ottenuto il filtrato, in maniera da proteggere il
principio attivo dalla degradazione all’interno delle micelle: tale scelta ¢ stata dettata dalle
evidenze presenti in letteratura [262]. La scelta ha consentito di proteggere parte dalla
curcumina; non ¢ stato possibile, tuttavia, evitare del tutto la degradazione del principio attivo.
Come evidenziato nel Capitolo 7, infatti, circa meta della curcumina presente ¢ andata
comunque incontro a degradazione, e cio ¢ evidente dai risultati della spettroscopia UV-VIS su
HYBRID RAW 2 fil e HYBRID RAW 2 fil ID. L’estrazione del campione
HYBRID FILTRATE 2 in etanolo e ’analisi degli spettri UV-VIS ottenuti dagli estratti hanno
mostrato un contenuto di curcumina dello 0.64% w/w nel campione. Il campione
HYBRID FILTRATE 2 non presenta una struttura ordinata, e potrebbe comunque contenere
piu curcumina di quanto stimato dagli estratti, inglobata nel materiale con interazioni differenti
da quelle ipotizzate.

In conclusione, ¢ stato possibile sintetizzare delle particelle ibride a base di silice contenenti
curcumina a partire da un filtrato di scarto. L’efficienza di incorporazione di curcumina ¢ stata
piuttosto scarsa, ma il presente lavoro ha mostrato la fattibilita del processo. In futuro sarebbe
auspicabile ottimizzare ulteriormente il processo di sintesi da filtrati, adottando ulteriori
accortezze per ridurre 1’entita della degradazione della curcumina presente. Per chiarire il ruolo
del tempo di conservazione del filtrato, sarebbe ad esempio utile realizzare sintesi del tipo
“FILTRATE” non appena il filtrato della sintesi “RAW?” ¢ stato ottenuto. In questa maniera
sarebbe possibile verificare se tale scelta consente di prevenire, anche solo in parte, la
degradazione della curcumina durante la notte e permette di incorporare piu curcumina nel
materiale finale. Ulteriori studi potrebbero inoltre prevedere lo studio della morfologia e del
rilascio di curcumina per particelle ottenute da filtrati.
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Appendice

Sintesi HYBRID RAW 3

A.l. Introduzione

Come gia accennato nel Capitolo 5, il presente lavoro di tesi ha previsto una sintesi da materie
prime aggiuntiva, la quale ha fornito importanti indicazioni circa una futura ottimizzazione del
processo. La sintesi ¢ stata realizzata utilizzando 1 medesimi rapporti molari effettivi della
sintesi HYBRID FILTRATE 2, fatta eccezione per il quantitativo di curcumina iniziale. Il
procedimento seguito ¢ stato il medesimo utilizzato per le sintesi da materie prime descritto nel
Capitolo 5. Nella Tabella 1 si riportano i rapporti molari utilizzati per maggior chiarezza:

Tabella 1. Rapporti molari effettivi della sintesi HYBRID_RAW_3

TEOS CTAB NaOH H,0 Curcumina
1 0.115 0.774 859 0.011
A.2. Risultati e caratterizzazione

La sintesit HYBRID RAW 3 ha fornito 483.0 mg di campione solido, di cui si mostra in Figura
1 I’aspetto dopo asciugatura e macinatura.

Figura 1. Campione solido HYBRID RAW_3 dopo asciugatura e macinatura.

Il campione solido HYBRID RAW 3 presenta una colorazione rosso intenso, piu scuro
rispetto alle sintesi HYBRID RAW 1 e HYBRID FILTRATE 2 (Capitolo 6 e Capitolo 7) e
che tende quasi al violaceo.

A.2.1.Spettroscopia UV-VIS su HYBRID_RAW _3

Il preparato di HYBRID RAW 3 prima dell’aggiunta di TEOS (PREHYBRID RAW 3)e il
filtrato di HYBRID RAW 3 (HYBRID RAW 3 fil) sono stati analizzati con spettroscopia
UV-VIS. I risultati sono mostrati in Figura 2.
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Figura 2. Spettri UV-VIS di PREHYBRID_RAW_3 e HYBRID RAW _3 fil.

Come prevedibile, il picco caratteristico della curcumina deprotonata in ambiente basico (a 453
nm in questo caso) ¢ quello che maggiormente si riduce con la sintesi: cido € un primo indice
della corretta incorporazione di curcumina nella silice. Lo spettro di PREHYBRID RAW 3
presenta gli assorbimenti fra 240 e 350 nm dei quali si ¢ gia discusso nel Capitolo 6 e nel
Capitolo 7: tale preparato contiene CTAB, NaOH e curcumina, ma tali assorbimenti non sono
associabili ad alcuna delle tre sostanze. Dal momento che questi sono riscontrati non solo per
PREHYBRID RAW 3, ma in generale in tutti gli spettri di filtrati (si veda, ad esempio, lo
spettro ottenuto dal filtrato di HYBRID FILTRATE 1 in Figura 6.3.13), ¢ possibile che siano
dovuti alla presenza di prodotti di degradazione chimica della curcumina. Il confronto tra i due
spettri, ottenuti entrambi da preparati diluiti 1:20, mostra inoltre come tali picchi si “abbassino”
con il procedere della sintesi: ¢ possibile, dunque, che i1 prodotti di degradazione siano stati
incorporati nel materiale insieme alla curcumina.
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A.2.2.Spettroscopia FT-IR su HYBRID RAW 3
In Figura 3 si riporta lo spettro FT-IR ricavato dalla sintesi HYBRID RAW 3.

3.5
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Figura 3. Spettro FT-IR di HYBRID_RAW_3 in vuoto.

La presenza della curcumina nel campione HYBRID RAW 3 ¢ ulteriormente confermata dal
picco ben visibile intorno a 1570 cm™: dal momento che, come gia osservato nel Capitolo 7,
tale picco corrisponde alla curcumina, la spettroscopia FT-IR conferma la presenza di principio
attivo nel campione. Il quantitativo di curcumina presente dovra essere verificato mediante
estrazione in etanolo.
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A.2.3.Estrazione in etanolo di HYBRID RAW 3

Per I’estrazione in etanolo del campione HYBRID RAW 3, si disciolgono 3.7 mg di polvere
in 19 g di etanolo. In Figura 4 si riporta lo spettro UV-VIS dell’estratto dopo 5 ore di estrazione
e il passaggio agli ultrasuoni.

1
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Figura 4. Spettro UV-VIS dell'estratto di HYBRID _RAW_3 dopo 5 ore di estrazione e trattamento agli ultrasuoni.

Le Eq. (27), (28), (29) e (30) consentono di stimare la curcumina incorporata (si utilizza ancora
la retta di taratura riportata nel Capitolo 7, Figura 7.2.11).

Assorbanza a 425 nm (u.a.) = 0.944

0.944
Concentrazione = 01319 7.155 mg/kg 27
Massa etanolo = 0.019 kg
Quantita nel materiale = 7.155 mg/kg - 0.019 kg = 0.136 mg (28)
Massa campione estratto = 3.7 mg
_ 0.14 mg
Percentuale in massa w/w = -100 = 3.7% 29
483 mg
Resa HYBRID_RAW_3 = 483.0 mg
Curc totale in HYBRID_RAW_3 = 3.7% - 483.0 mg = 17.8 mg (30)

Osservazioni

Il campione solido HYBRID RAW 3 ¢ stato realizzato utilizzando 38.1 mg di curcumina e ne

ha incorporati 17.8 mg; cio significa che I’efficienza di incapsulamento nel materiale ¢ stata del

46.7%, superiore a quanto ottenuto nei lavori precedenti (in cui I’efficienza di incapsulamento

era circa del 42% [238]). Dal momento che I’unica differenza fra tali sintesi e la sintesi

HYBRID RAW 3 ¢ la maggior diluizione del preparato di sintesi di quest’ultima, si potrebbe
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considerare in sperimentazioni successive un aumento del contenuto di acqua per migliorare
’efficienza di incorporamento nel materiale.

11 residuo della sintesi HYBRID RAW 3 dopo I’estrazione in etanolo ¢ mostrato in Figura 5.

Figura 5. Residuo di HYBRID RAW_3 dopo I'estrazione in etanolo.

Diversamente da quanto osservato per HYBRID FILTRATE 2, probabilmente tutta la
curcumina presente in HYBRID RAW 3 ¢ stata estratta in etanolo, come evidente dal colore
bianco della polvere dopo estrazione. Questa osservazione supporta I’ipotesi che la struttura dei
campioni ottenuti da materie prime sia diversa rispetto a quella dei materiali ottenuti da filtrato,
ma D’ipotesi necessita di conferme attraverso altre tecniche di caratterizzazione (quali, ad
esempio, 1’osservazione al microscopio elettronico delle particelle).
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A.2.4.Spettroscopia  UV-VIS su PREHYBRID RAW 3 e
HYBRID RAW 3 fil a 16 giorni dall’ottenimento

Nel presente lavoro di tesi si ¢ tentato di monitorare la degradazione della curcumina nei
preparati effettuandone 1’analisi spettroscopica a 16 giorni dalla data di ottenimento. In Figura
6 ¢ mostrato tale confronto per PREHYBRID RAW 3 diluito 1:20 con NaOH 0.05 M. Il
preparato, come accennato nel Paragrafo A.2.1, contiene curcumina, CTAB e NaOH; I’inserto
mostra un tipico spettro di assorbimento della curcumina in NaOH, ottenuto in lavori precedenti
[238]).

2.5
16D ——APPENA OTTENUTO

nza (u.a.)

75
7

Assorbanza (u.a.)

0.5

190 240 290 340 390 440 490 540 590

Lunghezza d'onda, A (nm)

Figura 6. Confronto tra gli spettri di PREHYBRID_ RAW _3 diluito 1:20 con NaOH 0.05 M appena ottenuto e dopo 16
giorni. Inserto: spettro di assorbimento della curcumina in NaOH (concentrazione 7 ppm) [238].

L’effetto piu evidente della parziale degradazione di curcumina (dovuta al fatto che I’ambiente
sia basico) ¢ la riduzione in intensita del picco intorno a 453 nm. Insieme a tale effetto, si
evidenziano altre due differenze tra gli spettri:

e [L’assorbanza a 350 nm circa ¢ aumentata;
e La“gobbetta” a circa 270 nm si ¢ spostata a lunghezze d’onda minori (circa 250 nm).

Per quanto riguarda I’assorbanza a 350 nm, come gia osservato nel Capitolo 7, essa ¢
ampiamente documentata in letteratura ed ¢ probabilmente un effetto secondario della
degradazione della curcumina in ambienti basici [263, 264]. Essendo tale assorbanza non nulla
anche in soluzioni di sola curcumina in NaOH, come evidente nell’inserto di Figura 6, essa ¢
probabilmente dovuta a funzioni molecolari gia presenti nella molecola di curcumina, che si
riarrangiano nel processo di degradazione. Nella Tabella 2 ¢ riassunto il confronto tra le
assorbanze a 453 nm e a 350 nm.

104



Tabella 2. Confronto tra le assorbanze a 453 e 350 nm dopo 16 giorni dall'ottenimento di PREHYBRID_RAW_3.

Appena ottenuto Dopo 16 giorni Rapporto post/pre
453 2.01 0.88 0.44
350 0.32 0.53 1.67

Il confronto tra gli spettri UV-VIS di HYBRID RAW 3 fil diluito 1:20 con NaOH 0.05 M
appena ottenuto e dopo 16 giorni ¢ mostrato in Figura 7. Appena ottenuto, il filtrato contiene
presumibilmente residui di CTAB, curcumina deprotonata non degradata (¢ infatti presente il
picco causato dalla curcumina deprotonata a 465 nm) e TEOS (come stimato nel Capitolo 6).
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e
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Lunghezza d'onda, A (nm)

Figura 7. Confronto tra gli spettri di HYBRID_RAW_3 fil appena ottenuto e dopo 16 giorni.

Come gia osservato per PREHYBRID RAW 3, il principale effetto della degradazione della
curcumina ¢ la riduzione dell’assorbanza a 460 nm circa. In Figura 8 ¢ mostrato lo spettro UV-
VIS di un filtrato di simile composizione, registrato dopo 29 giorni dall’ottenimento di tale
filtrato in un lavoro precedente [238].
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Figura 8. Spettro UV-VIS su filtrato a 29 giorni dall’ottenimento del filtrato, da lavoro precedente [238].

Per entrambi gli spettri a distanza di tempo (Figura 7 e Figura 8) sono presenti:

Un picco a 216 nm, probabile indice della presenza di CTAB in NaOH come gia
osservato nel Capitolo 6;

Un picco a 250 nm;

Una spalla a 300 nm circa;

Un picco a 350 nm.

Questa “struttura” dello spettro UV-VIS ¢ stata gia riscontrata per 1 filtrati di
HYBRID FILTRATE 1 e HYBRID FILTRATE 2, nonché per HYBRID RAW 2 fil 1D.
In HYBRID FILTRATE 1 non € piu presente curcumina ma, presumibilmente, dei suoi
prodotti di degradazione cromofori (Capitolo 6); in HYBRID FILTRATE 2 ¢ presente della
curcumina, ma quella non incorporata ¢ andata incontro a degradazione (Capitolo 7).

Volendo generalizzare queste osservazioni, ¢ possibile ipotizzare quanto segue:

La curcumina, come gia noto dalla letteratura, si degrada anche in poche ore quando ¢
inserita in un mezzo basico;

La degradazione della curcumina ¢ ridotta quando questa si trovi inserita nelle micelle
di CTAB, come nel caso di PREHYBRID RAW 3: I’incorporamento della curcumina
nelle micelle la stabilizza, consentendo di mantenere una certa assorbanza a 453 nm
anche a distanza di tempo (Figura 6);

Nei filtrati la concentrazione di CTAB ¢ certamente inferiore rispetto ai preparati pre-
sintesi: nel Capitolo 6 si € persino stimato che non rimanga CTAB nel filtrato, percio ¢
probabile che il filtrato contenga CTAB in concentrazione al di sotto della sua CMC. In
questa situazione, la curcumina puo trovarsi libera in un ambiente basico, non protetta
dalle micelle, e degradarsi piu rapidamente.
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La soluzione ipotizzata nel Capitolo 7, vale a dire, I’aggiunta di CTAB non appena ottenuto il
filtrato, ¢ utile ma non rappresenta una soluzione definitiva al problema; in futuro si dovranno
sperimentare soluzioni aggiuntive per proteggere la curcumina presente nel filtrato.
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