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SCOPO

Lo scopo di questo lavoro sperimentale effettuatmilaborazione con la ditta ILIOS s.p.a.
e stato quello di progettare un sistema di “narfively” in grado di potenziare l'affinita
tra capello e colorante per la produzione di tetsemipermanenti per capelli per uso
professionale. L'obiettivo era di ottenere un bgoado di colorazione (risultati analoghi o
migliori di quelli ottenuti con prodotti hair stylg commerciali) con minor dispendio di
colorante (spesso costoso), minor uso di solvespegso allergenici) e migliorando la
durata e stabilita ai lavaggi. Per raggiungerededpo si e studiata la formulazione di nano
delivery del tipo aquasomes ovvero strutture sfierimon dimensioni di 60-300 nm formate
da un nucleo solido cristallino (generalmente diaehsioni nanometriche) rivestito da un
guscio oligomerico in grado di adsorbire un elevaimero di molecole attive; nel nostro
caso una sospensione di nanoparticelle di argeatnliszate con composti polimerici
compatibili all'uso cutaneo. Questo studio ha pgortdlo sviluppo di un processo di sintesi
che, oltre a contenere sostanze gia impiegate smetica, risulta avere un impatto
ambientale ridotto. Il motivo per cui sono stailizzati sistemi di nanodelivery a base di
nano particelle di argento e dato principalmentbedaroprieta intrinseche di questo
metallo, il quale realizza piu funzioni all'interaiella formulazione cosmetica oltre a quella

di carrier:

« e di scarsa pericolosita, sulla base di studi ¢ossgici, nei confronti
dell’organismo.

» ha proprieta antibatteriche e antimicotiche cheffiseono la conservazione delle
formulazioni nel tempo e proteggono I'ambiente netain cui viene applicato.

 ha proprieta ottiche attive nei confronti delle ieaibni ultraviolette che

contribuiscono a schermare e quindi salvaguardeapelli.

L’attivita di ricerca ha coinvolto due stadi: limo in cui, partendo da procedure messe a
punto presso I'ISTEC-CNR di Faenza, si € cercatandividuare e ottimizzare un
procedimento di sintesi di aquasome a base di mpantcelle di argento impiegando
stabilizzanti polifunzionali gia presenti nel setocosmetico ed a ridotto impatto
ambientale (preparativa dei sistemi nano delivery).

Il secondo in cui sono state studiate le formulaiziottimali contenenti i sistemi
nanodelivery selezionati ed un colorante gia impiegn cosmetica (il Basic Red 51),
analizzando le strategie piu opportune per I'apgiicne di questi sistemi finalizzati a
veicolare il colorante nei capelli.
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1.1 | NANOMATERIALI

1.1.1 Introduzione

| materiali le cui dimensioni sono poco superioguelle dei singoli atomi sono descritti
dal termine nanometrico, essi sono infatti solitateecostituiti da cluster di alcune decine
di atomi e possiedono dimensioni nellintervallmametrico (Llnm = 1®m); & basilare
sottolineare che le proprieta dei nanomaterialosoolto differenti da quelli bulk.

Per dare un confronto all'ordine di grandezza, diecelementari dei cristalli hanno
lunghezze dell'ordine di un nanometro; la doppieaetiel DNA possiede un diametro di
circa 2 nm, inoltre si sottolinea che le piu piecdimensioni apprezzabili ad occhio nudo
sono intorno ai 10.000 nm, un nanometro quindirégzhappena dieci atomi di idrogeno
allineati.

| materiali nanostrutturati non sono indiscutibilme le piu piccole entita conosciute, ma
sono (attualmente) i corpi solidi con le dimensipiii ridotte che sia possibile ottenere
industrialmente ed utilizzare. La scienza che stugirincipi fondamentali di molecole e
strutture nanometriche, con particolare attenzialtigtervallo di dimensioni compreso
tra 1nm e 100nm, e detta nanoscienza.

Analogamente la nanotecnologia € un ramo di quses¢mza che osserva le applicazioni e
le tecnologie dedicate a produzione e controlldadebateria su scala dimensionale
inferiore al micrometro e della progettazione dizgazione di dispositivi in tale scala. Il
termine “nanotecnologia” indica genericamente lanip@lazione della materia a livello
atomico e molecolare, in particolare si riferiscéuaghezze dell’ordine di pochi passi
reticolari.

La nanotecnologia opera in un ambito di investigagi multidisciplinare, coinvolgendo
molteplici indirizzi di ricerca tra cui: biologia ohecolare, chimica, scienza dei materiali,
fisica, ingegneria meccanica, ingegneria chimicalettronica.

Puo essere vista sia come un’estensione dellezecesistenti sulla scala nanometrica sia

come un loro “riadattamento”.



Al fine di sviluppare corpi nanometrici si segugmrincipalmente due tipi di approccio:

* Bottom-up: i materiali e i dispositivi sono realiz partendo da componenti
molecolari che si auto-assemblano tramite leganmich sfruttando principi
di riconoscimento molecolare (chimica supramole®)la

» Top-down: i dispositivi sono fabbricati da materiakacroscopici attraverso un

attento controllo dei processi di miniaturizzazienkvello atomico.

| nanomateriali devono la loro unicita alla sinergia proprieta comuni della materia,
come conducibilita, durezza, punto di fusione gpeta intrinseche del mondo atomico-
molecolare, come la dualita onda-particella, e gffetti quantici; le quali emergono
dall'insolito rapporto superficie/volume di questirpi e dal confinamento di un numero
molto ridotto di atomi a costituire un corpo. Aceaspesso nei materiali nanometrici che
vengano sconvolte le leggi normalmente valide nelderia macrometrica, misurate nel
bulk e assunte costanti per una determinata s@stanz

Le nanoparticelle sono di grande interesse scieatifato che sono in effetti un ponte tra
materiali grossolani e le strutture atomiche o mol&i; un materiale di grandi
dimensioni avrebbe proprieta fisiche costanti figpealla sua dimensione, ma si
osservano spesso variazioni delle stesse propimetainzione della dimensione per
strutture su scala nanometrica.

Le proprieta dei materiali mutano sensibilmente r@pena si avvicinano alla scala
nanometrica, quando la percentuale di atomi delipedicie del materiale diventa
significativa e non piu trascurabile.

Per i materiali di dimensioni piu gradi di un migretro (0 micron), la percentuale di
atomi a livello superficiale € insignificante inpgorto al numero di atomi compresi nella
massa complessiva del materiale.

Alcune delle interessanti, e talvolta inaspettgigprieta delle nanoparticelle sono
tuttavia dovute principalmente all'ampia area sfip@te del materiale, che prevale sui
contributi apportati dalla piccola massa.

Attualmente atomi, molecole, clusters di nanopealigcpossono essere utilizzati come
building blocksper fabbricare innovativi materiali funzionalizzatnuove fasi solide su
scala nanometrica. E possibile modulare le prapriéel materiale finale con una

precisione fino ad ora mai raggiunta tramite il tcolto delle proprieta fondamentali di



guesti building blocks, quali ad esempio: dimensiororfologia, composizione chimica,
cristallinita.

Lo studio di questi materiali € possibile graziée aihoderne tecniche di indagine e
caratterizzazione: microscopia elettronica, difibpae di raggi X, metodi spettroscopici,
microscopia a forza atomica; con le dovute cormazen modelli e 'aumentare della

conoscenza di questi sistemi si sono rese inolpgliabili anche le tecniche di
simulazione della chimica computazionale.

1.1.2 Effetto delle dimensioni

L’effetto delle dimensionisize effegtrappresenta un aspetto determinante per conoscere
il comportamento dei nanomateriali, infatti corvdriare delle dimensioni si apprezzano
cambiamenti delle caratteristiche strutturali, dlcime, termodinamiche, elettroniche,
spettroscopiche ed elettromagnetiche della materia.

Le dimensioni nanometriche implicano conseguenza sille singole particelle
nanometriche, sia su nanostrutture piu estese, déiveffetti si amplificanol. Al
diminuire delle dimensioni aumenta la percentual@atdmi superficiali (Figura 1.1.1),
consentendo cosi di circondare piccole struttune smstanze diverse e modulando le

proprieta di entrambe nella particella risultampeesti atomi superficiali mostrano inoltre
un incremento della reattivita delle sostalize
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| materiali con dimensioni nanometriche subiscomo aambiamento delle proprieta
fisiche oltre a quello delle proprieta ottiche éngiche, infatti come si osserva in Figura
1.1.2 si osserva la variazione, ad esempio, detopdnfusione e di temperatura delle

trasformazioni allotropiche.
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1.1.3 Struttura e proprieta elettronichef®!

La struttura elettronica dei nanomateriali crigtaldipende dalle loro dimensioni, per
piccole particelle I'energia dei livelli elettromicon € continua come per i materiali bulk,
ma discreta.

Il salto di energia tra due livelli quantici sucsesrisponde dalla seguente espressione:

Er = energia corrispondente al livello di Fermi pemateria massiva [J]
n = numero totale di elettroni di valenza del narstalio

A causa della presenza di tale salto energeticoaimoparticelle isolate alcune proprieta,
come la conducibilitd elettrica e la suscettibilitagnetica, presentano effetti quantici.
L’energia discreta associata ai livelli elettroniepporta variazioni fondamentali alle
caratteristiche spettrali delle nanoparticelle,cegdemente se si tratta di caratteristiche
legate alla banda di valenza.

Si € osservato che per nanocristalli di diversi aftietl salto di banda diviene
praticamente simile a quello di un non-metallordehdo macroscopico; diverse tecniche
sperimentali provano il passaggio da un comportameretallico a non metallico, che
avviene per la diminuzione del raggio dei cristalliale passaggio avviene per
nanocristalli con diametro pari a 1-2 nm o fornti300 £ 100 atomi.

Ad esempio, dalle analisi in spettroscopia elett@ra raggi X, per molti metalli (oro,
rame, nichel e palladio) diminuendo il raggio dgbiarticelle si apprezza un aumento
dell’'energia di legame; tale fenomeno e evidente per piccoli diametri, oltre una certa
soglia invece le energie di legame sono simili sifattura massiva.

L'aumento dell’energia di legame, per piccoli didrmee dovuto alla diminuzione
dell'effetto schermante del nucleo da parte ddglimni ed e indice della trasformazione

indotta dalsize effectra i comportamenti metallico e non metallico.



1.1.4 Reattivita chimical®

La reattivita chimica dei solidi nanostrutturatsuita notevolmente amplificata con |l

decrescere delle dimensioni, infatti un cristalldlchm ha circa il 100% degli atomi in

superficie, mentre un cristallo di 10 nm ne possisdlo il 15%; inoltre, la variazione

qualitativa della struttura elettronica per piccalanocristalli conferisce proprieta

catalitiche inusuali a queste particelle, con cortgyoenti diversi da quelli noti per lo

stesso materiale macrostrutturato.

Ad esempio, I'oro € un metallo nobile, ma Goodmaokaboratori hanno osservato che
nanocristalli di oro supportati su una superfidi®idssido di titanio mostrano un marcato
size effectper quanto riguarda l'attivita catalitica nella zeme di ossidazione del

monossido di carbonio, le nanoparticelle di oro dametro pari a 3,5 nm esibiscono la
massima reattivita (Figura 1.1.3b). La transizial@e comportamento metallico a non-
metallico e osservata in Figura 1.1.3a, per clustardimensioni ridotte fino a volumi di

3,5 nn? corrispondenti a circa 300 atomi. In altri stuidierenti nanoparticelle di oro

supportate su ossidi di zinco, le particelle piacple (con diametro inferiore a 5 nm)
mostrano un’evidente tendenza ad adsorbire il n®dosdi carbonio, mentre le

medesime con diametri di circa 10 nm non ne adsarlgmantita significative. In questo
caso, I'aumento di attivita di queste particelldagattribuire al trasferimento di carica tra

I'ossido che costituisce il supporto e la supegfidella particella.
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1.1.5 Materiali nanostrutturati !

| materiali nanostrutturati si possono consider@me un sottoinsieme del piu ampio
gruppo formato dai nanomateriali; in generale vewgodenominati materiali

nanostrutturati quei materiali composti da costituelementari, detti building blocks,
aventi dimensioni caratteristiche di alcuni nanam@ipicamente da 1 a 100 nm e

comunque non superiore a 500 nm), in almeno uraidime dello spazio (Figura 1.1.4).

FAMILIES of NSM
nem. comp. of
crystallites Same Ditferent Compasition of Crystallites dispersed
for boundaries and n matrix of
different crystallites different composition
Shape crystafiles differgnt
of crystaliites

-

CATEGORIES of NSM

Equiaxed
crystalites

Figura 1.1. 4 - Classificazione dei Materiali Namesturati (NSM), secondo la composizione chimica (
orizzontale) e la forma dei cristalliti (in vertit) 4.

Tali costituenti sono in genere dei cristalliti, ;p@assono essere anche amorfi (polimeri)
che differiscono tra loro per la struttura atomi€tarientazione cristallografica e la
composizione chimica; questi sono i parametri jpesgsificare i materiali nanostrutturati.
Tra di essi si possono formare interfacce coeredtiincoerenti, a seconda delle
caratteristiche dei cristalliti adiacenti.

Rientrano nella classe dei nanomateriali, ma noquiglla dei materiali nanostrutturati, i

colloidi, le polveri e le biomolecole nanometriche.



1.1.6 Energia superficiale

Nelle particelle nanometriche gli atomi prossinlaauperficie sono solo parzialmente
saturi e pertanto si trovano in uno stato energgdia elevato rispetto a quelli all’interno
del solido. Poiché le forze di interazione recipramn risultano del tutto bilanciate, le
superfici svolgono un ruolo determinante in qualsidasse di materiale nanometrico,
condizionando ogni proprieta: dalle trasformazistnutturali, all’interazione con la luce,

alla solubilita.
Se per un solido di volumée superficiéA si pone:

E: = contenuto di energetico totale di un solido [J]
& = energia interna per unita di volume [J#%m

es= energia superficiale per unita di superficierfilc

Allora si puo formulare la seguente espressione:

Nelle particelle per le quali il rappor@) & compreso tra $&m? e 10 cni?! I'energia

superficiale acquista una significativa rilevanzan questo criterio si possono giustificare
i diversi aspetti e comportamenti chimico-fisicii daateriali nanometrici rispetto ai

materiali in forma massiva.

Ad esempio, il caso della diminuzione del punto fasione parallelamente con le
dimensioni, verificato per il CdS (Figura 1.1.2@)per molti altri materiali, € intuibile se

si considera il contributo dell’energia superfielalinfatti, un sistema nanometrico,
contenente solo poche centinaia di atomi, e ampitamafluenzato dal fatto che la
maggioranza di questi si trova in superficie, i gtato di maggiore energia interna.

La chiave di interpretazione della depressione plaito di fusione sta nel fatto che
I'energia superficiale della fase liquida &€ sempirore di quella della fase solida, poiché
la fase fluida & dinamica e permette agli atomispostarsi per minimizzare l'area
superficiale e le interazioni sfavorevoli, mentd solido gli atomi sono costretti, dalla

geometria rigida dei legami, in situazioni di maiygienergia.
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La contrazione delle dimensioni anticipa il processi fusione perché aumenta il
contributo dovuto all’energia superficiale solidg;effetti superficiali sono importanti in
tutte le configurazioni nanoparticellari: polvewdispersioni colloidali in un mezzo
continuo, film sottili o solidi con microstruttureanometrica.

In ogni caso, i nanomateriali sono caratterizzall'assenza di ordine a lungo raggio,
peculiarita che rende necessario lo sviluppo diithe di caratterizzazione innovative e
specifiche; nel processo di caratterizzazione eessario, piu che per altri materiali,
considerare le interazioni delle nanostrutture smmente, substrato, ecc.

Queste interazioni emergono poiché gli elementionagtrici (siano essi film sottili,
particelle disperse, grani cristallini, rivestimgnsono in uno stato termodinamico
metastabile, ma stabilizzato dalle interazioni Eambiente circostant@!.

In generale si possono individuare due classi jgraticdi interfacce:

» Interfaccia solido/liquido:caratteristica dei nanocristalli colloidali, quegtud essere
di tipo inorganico/organico o inorganico/inorganico
* Interfaccia solido/solido: caratteristica dei nanocristalli in un materialelido,

generalmente € di tipo inorganico/inorganico.

1.1.7 Metodi di caratterizzazione dei nanomateriali

L'utilizzo di strumenti appropriati per lo studiey scala nanometrica, delle proprieta dei
materiali e delle superfici € chiaramente fondamlent inoltre, I'aumento delle
potenzialita strumentali porta inevitabilmente ataoperta di fenomeni e comportamenti
della materia prima sconoscitfi

Oltre all’uso delle pit comuni tecniche, quali asiaXRD (X-ray Diffraction), TEM
(Transmission Electron Microscopy), UV-Visibile; thondo scientifico ha designato
come principale responsabile dell’esplosione deienoscienze, lo sviluppo della
microscopia a scansione di sonda.

Tra i numerosi strumenti di indagine si citano u pitilizzati: STM (scanning tunneling
microscopy, 1986), AFM (atomic force microscopylN@M (scanning near-field optical
microscopy), MFM (magnetic force microscopy), e PF{piezoresponse force

microscopy).
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1.1.8 Sistemi colloidali

Lo studio degli aggregati di dimensioni submicroneée, e quindi anche delle
nanoparticelle, ha le sue origini dagli studi soilaidi ed aerosol; la loro rilevanza
scientifica viene evidenziata per la prima voltd 1857 da M. Faraday in una delle sue
lezioni dal titolo: ‘Experimental Relation for colloidal gold to lightella quale sottolinea
I'influenza delle dimensioni delle particelle sufpeoprieta ottiche, riferendosi in questo
caso alle variazioni di colore delle particellerdo

| colloidi sono un’importante classe di materiaitermedi fra la fase massiva (bulk) ed i
sistemi dispersi su scala molecolare; i sistemomdli consistono di una fase dispersa,
finemente suddivisa, distribuita uniformemente mmiezzo di dispersione che si assume
continuo; per finemente suddiviso si intende utesis le cui dimensioni si collocano fra

1 nme 1 pum, di conseguenza:

* Le particelle colloidali sono tipicamente di dimems molto maggiori delle
molecole del mezzo disperdente;

» Le patrticelle colloidali hanno un rapporto fra asegerficiale e volume molto piu
alto rispetto ai sistemi in fase massiva; una porzisignificativa delle molecole
del colloide si colloca sulla regione di interfasevicino ad essa, quindi la

superficie ha un controllo significativo sulle prigta del colloide stesso.

E’ fondamentale conoscere i fattori che influenzdao stabilita delle dispersioni
colloidali, per esempio sotto particolari condiziten particelle colloidali si uniscono per
formare una fase condensata.

Si distinguono due processi di aggregazione:

* Coagulazione l'aggregato (detto coagulo) € densamente impdtatbee il
processo @reversibile;
* Flocculazione I'aggregato (detto flocculato) € molto meno dersib processo &

reversibile.
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Come teorizzato dal modello DLVO (Derjaguin and dan, Verwey and Overbeek) per
'aggregazione delle particelle in sospensioni asgy la stabilita delle dispersioni

colloidali e dovuta principalmente a:

» Effetto dell’elevato rapporto superficie/volume,daperficie esposta si comporta
con la soluzione come un doppio strato elettridd L andando a costituire uno
shell di controioni che favorisce la repulsiondeleltre particelle;

» Forze steriche, dovute all’eventuale adsorbimenmtpalimeri o macromolecole
sulla superficie delle particelle disperse (Figlurh5a.);

 Forze che agiscono fra particelle colloidali (iatgoni di Van der Waals,
repulsioni elettrostatiche date dalla carica nedtdla particella e del suo

rivestimento, Figura 1.1.5b).

L’-‘}()clj = -_*;-.‘__.: =

Figura 1.1. 5 - Particelle stabilizzate stericameiisinistra) ed elettrostaticamente (destra)

Per quanto riguarda i colloidi nanometrigj le dimensioni delle particelle disperse non
superano di solito i 100 nm, in questi casi l'autaém rapporto superficie volume

incrementa la reattivita delle particelle che sgregano piu facilmente; per evitare
coagulazione si ricorre a surfattanti con lunghéema di tioli o0 ammine, molecole

chelanti o polimeri come il polivinilpirrolidone {#P) che, adsorbendosi in superficie,
incrementano il contributo delle forze sterichenautando il fattore di repulsione.

Un altro metodo € quello di sfruttare la repulsiaglettrostatica, aggiungendo specie
cariche che diano chemiadsorbimento superficigdesso si ricorre ad entrambi i mezzi

di stabilizzazione.
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1.1.9 Nanoparticelle e coloré

1.1.9.1 Introduzione

bY

La luce e una radiazione elettromagnetica, ossiacampo elettromagnetico che si
propaga nello spazio e nel tempo, nel vuoto e maliteria, con una velocita dipendente
dalla natura del mezzo attraversato; essa viensadia diversi intervalli sulla base di
lunghezza d’onda, frequenza o energia (Figura)l.1.6

Tra questi intervalli, la regione che é interessdhnostro apparato visivo viene detta
“regione del visibile” e questa porzione dello speha lunghezza d’onda compresa tra
380 e 780 nm (la lunghezza d’onda piu piccola appea al colore viola, quella piu
grande al rosso), ed € percepibile da noi esseanumrazie ai fotorecettori (coni e

bastoncelli) che trasducono il segnale elettromaégmen segnale chimico.

410" 7Ex10™ Frequenza (Hz)
1 ]
10° w o1w® 1f " ™ 1% 10" 10 102
} } } } } } } } } H Tt } } } } } } —
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L
i i i i bl i i
Fadio Televisione Microonde b Raggi v L Ragoi gamma
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107 w 1ot 103 we 107 10 ™" ™

Lunghezza d'onda (m)

Figura 1.1. 6 - Spettro elettromagnetico

1.1.9.2 Assorbimento

Durante linterazione tra onda elettromagnetica atema, alcune frequenze della

radiazione incidente sono rimosse selettivamenteliange assorbimento; in questo
processo l'energia elettromagnetica associata adadiazione di determinata lunghezza
d'onda A viene trasferita agli atomi, agli ioni o alle modde che costituiscono |l
campione; l'assorbimento di radiazione promuove gigittroni di valenza dallo stato

fondamentale a uno o piu stati eccitati a piu aftargia.
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Negli atomi isolati, la differenza di energia t@dtato fondamentale e lo stato eccitato
degli elettroni piu esterni, detti di valenza, maupanda di assorbimento che si trova nella
regione del visibile, costituendo la causa prinigi colorazione, mentre, nella maggior
parte delle molecole, gli elettroni di valenza sdegati con quelli degli atomi adiacenti,
producendo il legame chimico, con conseguente apwsito della banda di assorbimento
nella regione dell’'ultravioletto.

Un’irregolarita si verifica nel caso del campo taikno: questo meccanismo si verifica
qualora gli ioni di metalli di transizione o di terrare (es. F& Fée*, Cr*, EU", ecc),
presenti all'interno di un reticolo cristallino ioui risentono dell’effetto degli ioni
circostanti, vengano sottoposti ad un campo etettiGli ioni dei metalli di transizione e
delle terre rare, infatti, formano un insieme ditiselettronici, possedendo degli orbitali
parzialmente vuoti, e di conseguenza degli elettepaiati, i cui stati eccitati cadono
spesso nella regione del visibile.

Qualora tali sostanze assorbano una quantita didoa I'energia necessaria a trasferire
un elettrone di valenza dal livello fondamentaléadllo superiore, si ha che la sostanza,
a causa di tale trasferimento, assorba parte Gallazione visibile e appaia colorata.
Inoltre, tutti gli stati eccitati di questi ioni nacorrispondono ad un’energia ben definita,
ma si allargano formando delle bande, la cui stratviene modificata dalla presenza di
altri ioni nel reticolo cristallino; pertanto, aerie che lo stesso ione possa produrre
colorazioni diverse a seconda dell'intensita dehga elettrico in cui viene immesso.

In alcuni casi si ha emissione per luminescenzgpcidegenerare una colorazione diversa
da quella indotta dal campo; infatti, nel caso @inposti colorati per effetto del campo
cristallino, si puo avere emissione di una radiainello spettro del visibile in
corrispondenza del ritorno dello ione dallo statoitato a quello fondamentale.

Altra causa di colorazione € quella legata allss@nea di elettroni all’interno di orbitali
molecolari, cioé quando gli elettroni di valenzapggnati nei legami chimici non
rimangono confinati in un legame tra due atomi,SNEOSsono spostare a distanze molto
grandi entro I'intera molecola o entro l'intero islol, occupando degli orbitali non piu
atomici, ma detti molecolari.

In tale caso, non essendo gli elettroni strettamtagati ai loro atomi, si ha che I'energia
necessaria per farli passare ad uno stato ecdit@iouisce, passando dall’ultravioletto al
visibile e determinando la colorazione della stm#t un meccanismo con il quale gli
orbitali molecolari possono produrre colorazionguello del trasferimento di carica da

uno ione all’altro (esempio FeTi** nello zaffiro blu).
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Si crea uno stato eccitato quando un elettroneevieasferito da uno ione all’altro,
determinando la variazione dello stato di ossidazialei due ioni; affinché tale
trasferimento avvenga, sono necessarie energiertappati alla parte visibile dello
spettro della luce; & da notare che I'assorbimédntaito a trasferimenti di carica € molto

piu intenso (da 100 a 1000 volte e piu) rispettpello legato al campo cristallino.

1.1.9.3 Diffusione: Rayleigh e Mié

Il principale meccanismo che da luogo al coloreledelispersioni colloidali insieme
all'assorbimento e la diffusione; essa é dovuta @dlviazione di un’onda ai margini di un
ostacolo: quando questi € un oggetto macroscojaffetto e in generale trascurabile, ma
diventa importante quando le sue dimensioni soitlo deesso ordine di grandezza della
lunghezza d’onda della radiazione incidente.

La diffusione causata da particelle o da aggrediaparticelle molto minori (<0,1um)
della lunghezza d’onda della radiazione incidemémer definita dalla teoria di Rayleigh:
quando le piccole particelle sono colpite da umi@agi luce queste lo diffondono in tutte

le direzioni trasformandosi in un nuovo punto digsione.

La teoria di Rayleigh & ben descritta dalla segriespressione:

I—1 1+ cos?@ (2??)4 n? —1\? (d\°
DYz A/ \nz+2) \2

| = intensita della luce diffusa [cd]

lo = intensita della luce incidente [cd]

n = indice di rifrazione della particella

0 = angolo di diffusione

R = distanza del punto di misura dalla particatlia]

d = diametro della particella [nm]

A = lunghezza d’onda della radiazione [nm]
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Va notato pero che l'intensita della luce diffuspethde essenzialmente dal volume delle
particelle e dalla lunghezza d’onda; infatti, ddtbamula si osserva che l'intensita della
luce diffusa € direttamente proporzionale al quiadrdel volume e inversamente
proporzionale alla quarta potenza della lunghezzada della radiazione.

Di conseguenza, le radiazioni di breve lunghezzmdh, come il blu, sono diffuse con
intensitd superiore rispetto a quelle con grandggHezza d’'onda, come il rosso; un
esempio e il colore blu del cielo, derivante propdalla diffusione di Rayleigh delle
molecole dell'aria; molto spesso questo fenomemmezianche definito effetto Tyndall
che spiega la colorazione blu dei materiali traspir nei quali la presenza di particelle
non visibili al’occhio umano comporta comunquealiiusione Rayleigh.

Se le particelle sono maggiori di Oun, allora gli effetti dominanti sono quelli della
riflessione, descritta dall’ottica geometrica, dlaeifrazione, dovuta alla differenza di
indice di rifrazione nel mezzo in cui si propagéauce.

Se le particelle hanno dimensioni maggiori rispeit@uelle che provocano l'effetto
Rayleigh, ma paragonabili alla lunghezza d’onddadeke incidente (ad esempio quelle
delle dispersioni colloidali di Au), diffondono llice secondo un meccanismo piu

complesso, descritto dalle leggi di Mie (1908).

Le tre caratteristiche fondamentali della diffugadi Mie, che occorre sottolineare, sono

dimensioni, forma e dipendenza dalla lunghezzad#on

» Dimensioni del corpo “diffusore”, per esempio mici@m);

* Forma: distribuzione spaziale, lo scattering di Niegura 1.1.7), a differenza
di quello Rayleigh, non é sfericamente distribuitdatti produce uno spettro
piu intenso e di forma piu allungata per particelledimensioni maggiori e
nelle direzioni della luce incidente; nel modello Mie si assume che le

particelle abbiano forma sferica;

Hayleigh Scattaring Mie Scattering Mie Scattering,
larger particles

P e

— Directon of incident light

Figura 1.1. 7 - Lo scattering di Mie non & sfericamte distribuito come quello Rayleigh
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* Dipendenza dalla lunghezza d'onda: tutte le fregeiatello spettro visibile
vengono diffuse allo stesso modo, diversamentdesi@imeno di Rayleigh in
cui vi e dipendenza inversa dalla quarta poteniia dienghezza d'onda; lo
scattering di Mie e il responsabile della corondude bianca intensa intorno
al sole, che si forma in presenza di un’alta cotrezione di particolato

nell’atmosfera e della colorazione bianca di nelgbiamo.

L’equazione base di Mie e la seguente:

2
&:1—ex;{—N 7 LKJ
Iy 4

lo= intensita della luce incidente [cd]

Rs = luce riflessa proveniente dallo scattering [cd]

N = numero degli agenti di scattering indipendentiyrgta di volume [1/nrfj
L = spessore del rivestimento delle particelle dtenaa il fascio [nm]

K = area effettiva di scattering

d = diametro della particella [nm]

Maggiore ¢ il termine dell’esponenziale, piu alé@asl’'opacita provocata dalle particelle,
dove con opacita si intende un basso rapportouta fiflessa e incidente; L'opacita e
direttamente proporzionale alle dimensioni e al erondegli “scatteratori” ed allo

spessore del rivestimento delle particelle; I'apdtettiva di scattering dipende dalle
dimensioni delle particelle, dalla lunghezza d’omfgdla luce e dall’indice di rifrazione.

Comunemente l'equazione di Mie viene utilizzatafamme semplificate, adattate al
fenomeno da analizzare, dato che i parametri chaflileenzano non sono tutti sempre

determinabili.
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1.1.10 Proprieta ottiche dei colloidi nanometrici

Lo studio della correlazione tra proprieta ottigheimensioni delle particelle ha origini
lontane; sono state riscontrate nanoparticelleadiar diversi monili medievali e nelle
chiese risalenti a quegli anni, alcuni colori deligtrate, ad esempio, sono impartiti da
nanoparticelle d’oro disperse nella matrice di @e@uindi gia nel passato era nota e si
sfruttava la proprieta del metallo di cambiare o®l¢da giallo, a blu o rosso nel caso
dell'oro) passando da materiale “macro” a parteéildimensioni “nano”.

Come gia sottolineato, la conseguenza piu direttéa diduzione delle dimensioni dei
nanocristalli sulla struttura elettronica é l'aurteelel salto di banda. Esistono diversi
modi per apprezzare questo fenomeno da un puntwista teorico, mentre la
determinazione sperimentale della variazione dgb ga banda in funzione delle
dimensioni pud essere direttamente effettuata meglianisure di spettroscopia di
estinzione ultravioletto-visibile (UV-Vis).

Nel caso di un semiconduttore, per esempio, sepl @j banda aumenta, si verifica lo
spostamento della banda di assorbimento verso niumghezze d’onda, dettdue shiff
tale scostamento segnala la formazione di nanalirigtiu piccoli, mostrando la
dipendenza delle proprieta ottiche da quelle @eithe.

| plasmoni superficiali (SPO'Surface Plasma Oscillatiohsono eccitazioni collettive di
cariche che si propagano all'interfaccia metal@édirico; in presenza di radiazione
elettromagnetica gli elettroni liberi sono influatizdal campo elettrico e dalla forza di
attrazione coulombiana tra la stessa nube elettmoed il nucleo; coerentemente con la
natura oscillante del campo elettrico la nube mrita risuona sulla superficie ad una
determinata frequenza.

Il dielettrico puo essere semplicemente l'aria alguugue altra interfaccia sotto forma di
film sottile (monomolecolare o pochi strati molesm® o di disperdente; il campo
elettromagnetico associato con il moto di questeclta € massimo all'interfaccia
metallica e decade esponenzialmente, non simmeteicte, in entrambe le direzioni
perpendicolari all'interfaccia, mostrando pertaotone l'interazione sia essenzialmente
correlata alla superficie.

Lo spettro di assorbimento elettronico di nanoaliistetallici nella regione del visibile &
dominato dalla banda dei plasmoni superficialie thenda di assorbimento e dovuta
all’eccitazione collettiva degli elettroni del gés un altro dielettrico) sulla superficie

della particella ed é caratteristica di nanocriistaétallici di determinate dimensioni.
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Nei colloidi, le eccitazioni superficiali dei plasm conferiscono colori caratteristici alle
sospensioni di metalli, come il rosso intenso tipidelle sospensioni di or§!; i
nanocristalli di oro di dimensioni variabili trae24 nm mostrano diverse bande intorno a
525 nm, la cui intensita cresce con le dimensioei; caso di particelle di 1 nm di
diametro, lintensitd di questi assorbimenti siudd ulteriormente, a causa della
diminuzione del numero di elettroni itineranti @eHluvola elettronica, determinando una

diversa colorazione.

1.1.11 Risonanze plasmoniche nei nanomateriali

Per un metallo bulk di dimensioni infinite in tuteetre le dimensioni la frequenza di

risonanzady) puo essere espressa cdfhe

N = numero di densita elettronica [FJm
g0 = permittivita del vuoto [&m?*N]
e = carica dell’elettrone [C]

Me = massa dell’elettrone [Kg]

I plasmoni superficiali generalmente sono clasaificome localizzati e propaganti; i
sistemi nanostrutturati di metalli nobili, sono dgiande interesse, in quanto i loro
plasmoni superficiali localizzati risuonano allandgnezza d'onda della radiazione

elettromagnetica.

1.1.11.1 Plasmoni propaganti

Il plasmone superficiale di un’interfaccia metadli@lettrico possiede il carattere tipico
dell’onda elettromagnetica come pure quello diczasuperficiale ed é fortemente legato
alla superficie stessa; di conseguenza il campaevi@mplificato in prossimita della

superficie, in direzione perpendicolare alla steBampiezza varia esponenzialmente con

la distanza dalla superficie.
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Nel medium dielettrico (ad esempio acqua, DEG o ,Ef@rpendicolarmente alla
superficie del metallo, I'ordine di grandezza detiemento del campo € proporzionale
alla meta della lunghezza d’'onda della luce utdiaz il plasmone propagante viene

attenuato dalla perdita derivante dall'assorbimemtiometallo.

1.1.11.2 Plasmoni localizzati

| plasmoni localizzati si originano dalle oscillaai degli elettroni liberi sulla superficie
di metalli nanopatrticellari, quando questi sonagdgiati da radiazione elettromagnetica; a
differenza dei metalli massivi, i plasmoni supedic specialmente per metalli nobili,
possono essere eccitati direttamente dalla radiaziella regione del visibile.

Quando una nanoparticella metallica viene colp#téaduce il campo elettrico oscillante
induce il movimento degli elettroni stessi di comdme. L'assorbimento si verifica
guando la frequenza del fotone incidente € in asaa con l'oscillazione degli elettroni
di conduzione, dando luogo a fenomeni ottici patéd.

Nel 1908 Gustav Mie forni una spiegazione quamtdatella risonanza risolvendo
'equazione di Maxwell per particelle sferiche; amgono fenomeni di scattering e
assorbimento della radiazione, profondamente inflag dalle dimensioni e dalla forma
delle nanoparticelle.

La frequenza di oscillazione delle nanoparticelltatiche € determinata principalmente
dalla densita elettronica e dalla distribuzionecaliica, questo permette di modificare le
proprieta ottiche di queste particelle (spostameletila banda plasmonica, rapporto tra
scattering ed assorbimento) variando appunto dimens forma delle stesse e

I'ambiente dielettrico in cui si trovano immerse.
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1.1.11.3 Dimensione delle nanopatrticelle

Generalmente per nanoparticelle di oro si puo waserun effetto batocromico (redshift)
con l'aumento delle dimensioni, cioé uno spostamet¢l picco plasmonico verso
lunghezze d'onda maggiori (Figura 1.1/8); viceversa per diametri particolarmente
piccoli (2 nm nel caso dell’'oro) la banda plasmanécaddirittura assente (Figura 1.1.9)
[8: questo e dovuto allandamento dell'intensita aledicattering superficiale, che é
inversamente proporzionale al raggio particellayjgando si e al di sotto di un certo
valore lo spostamento della banda diviene quaserogitibile, mentre cala drasticamente

I'intensita della banda stessa.
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Figura 1.1. 8 - Spettri UV-Vis calcolati per nanapeelle di Au in acqua @@= 1.1.3329)¢
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Figura 1.1. 9 - Spettri UV-Vis di nanoparticelle Al in acqua'”
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1.1.11.4 Morfologia delle nanopatrticelle

E’ possibile sintetizzare non solo nanoparticelegishe, ma delle forme piu svariate, in
particolare & molto facile preparare forme allupgat“bastoncini”’, denominateds
Variando la lororatio ossia il rapporto tra asse maggiore e asse miaaenferendo
maggiore o minore sfericita al loro aspetto, sigoo® modificare le proprieta ottiche
della sospensione.

La dipendenza dalle forma della risonanza plasnaosigperficiale per ellissoidi fu
individuata da Gans nel 1912, estendendo la terdie sulle particelle sferiche, anche
se solo recentemente si € provato lo sdoppiamegita blanda in due distinte lunghezze
di assorbimento.

Nanorods di oro posseggono quindi due distinte &adid assorbimento plasmonico
superficiale, associate alle oscillazioni elettobrei trasversali e longitudinali. La banda a
lunghezza d’onda minore e originata dal modo drazibne trasversale, mentre quella a
frequenze minori dall’oscillazione longitudinaleuentando la ratio si osserva uno shift

batocromico della banda a maggiore lunghezza d’@dodaitudinale).

In assenza di un campo elettrico i nanorods soemtati a caso e gli spettri evidenziano
entrambi i picchi. Quando il campo €& presente, elulze incidente € polarizzata
parallelamente al campo, la vibrazione trasversglarisce e si mantiene quella
longitudinale; avviene il contrario quando la lkcpolarizzata perpendicolarmente. In tali

condizioni le due bande appaiono diversamente atdor

E’ stato dimostrato sperimentalmente che aumentéantiatio” dei nanorods il massimo
di assorbimento della banda plasmonica longitudisalsposta verso lunghezze d’onda
piu elevate (Figura 1.1.10); lo stesso andamengtaty osservato anche all’aumentare

della costante dielettrica del mezzo (Figura 1141
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ggdl 7 -
0.8 | . g, =23
0.7 ] €, =1.8"
06 £, =1.551
05] .
04 & =134 §
03. PE 2
024 T

TR
0.1+ s W

adaducot e % e s ., T
i T N e I
A

400 500 ° 600 700 800 900
wavelength (nm)

Figura 1.1. 11 - Spettri UV-Vis calcolati per rodsAu al variare della costante
dielettrica del mezzo (ratio = 3,8y

Nelle nanoparticelle di rame sferiche e nanorods,ptima differenza relativa alle
particelle sferiche e la presenza di una bandarmglaga a piu bassa energia. La figura
1.1.12 evidenzia gli spettri di assorbimento relati
a) nanoparticelle sferiche con diametro di circa 20 nm
b) nanorods con lunghezza di circa 116 nm e larghdzzaca 46 nm (b), in cui Si
osservano due picchi distinti corrispondenti abade plasmoniche associate alle
oscillazioni elettroniche trasversali (472 nm) eddudinali (740 nm);

c) nanoparticelle sferiche con diametro di circa 4(ojn

23



i 1 "

Absorbanca
s o
1
-
!
A\
N
/

-1
oS
1
5
V4
,
[ J
J
|
L/
X
\
'
)
/
/
o

0.2 S— ———

0.0 4

T T T T T
400 500 600 700 800 Q00
Wavelength (nm)

Figura 1.1. 12 - Spettri UV-Vis per nanoparticedieriche e nanorods di rame.

Condizioni: [CuSO4] =3.84 * 18 M, [NaOH] =2 * 103 M
[glucosio] = 5.78 * 16° M (a), 8.68 * 1M (b), 1.1.16 * 1 M (c)[*

1.1.11.5 Ambiente dielettrico

La posizione dei picchi dei plasmoni superficiali fertemente influenzata dalla
dielettricita del mezzo in cui si trovano immerse particelle®. Sulla base degli
spostamenti delle bande dei plasmoni superficiglisperdenti sono stati classificati in

due categorie generali:

» Disperdenti che non complessano le nanoparticetleeepossono modificare
I'indice di rifrazione

» Disperdenti che complessano le nanoparticelle.

Mezzi quali cicloesano, toluene, o-xylene, clorat®re ed o-diclorobenzene ricadono
nella prima classe e la banda plasmonica gradusnsrsposta verso lunghezze d’onda
piu elevate con I'aumento dell’indice di rifraziodel solvente.

Nei solventi complessanti (solventi con elettronindn legame, come tetraidrofurano,
dimetilformammide, dimetilsolfossido e acetonejrielecole di solvente sono in grado di
penetrare attraverso lo scudo dell’agente “statalite” organico, che riveste le particelle,

e di interagire con la sostanza metallica, las@dagosizione della banda inalterata.

Le peculiarita spettrali delle bande plasmonicheosdeterminate dal rapporto tra le
dimensioni nanoparticellari e la lunghezza d’ondladradiazione: quando questa € molto
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piu grande del diametro particellare i corpuscaline sottoposti ad un campo

elettromagnetico uniforme.

Al'aumentare del diametro il campo che interegsadrticelle diventa meno uniforme e

la luce non puo polarizzarle in maniera omogeneasip si traduce in uno sfasamento

del campo applicato all'interno del materiale ddmde si allargano.

1.1.11.6 Assorbimento e scattering

L’eccitazione dei plasmoni superficiali nelle naadjrelle da luogo ad un forte
incremento dei fenomeni di assorbimento, scattemnglel campo elettrico locale
nell'intorno delle particelle.

L’equazione di Maxwell per una sfera omogenea ircampo elettromagnetico fornisce
una risposta analitica per il calcolo sia dellmt#a dello scattering che
dellassorbimento, in ogni caso questa soluzionesgmta una limitazione: i risultati
analitici sono validi solamente per particelle ezs@mente sferiche.

Si possono utilizzare metodi numerici approssirpati prevedere le proprieta ottiche di
piccole particelle di forma arbitraria, ovviamergi spettri sono sempre piu complessi
all'aumentare dell’asimmetria delle forme.

In conclusione, la grandezza dell’estinzione, cosine il contributo relativo dello
scattering, aumentano al crescere delle dimensemoparticellari.

E’ possibile verificare 'andamento del rapporta &rssorbimento e scattering al variare
delle dimensioni e cosi individuare i loro conttitrelativi all’estinzione totale.

Per nanoparticelle e nanorods di oro, ad esemf@omento della ratio non produce
effetti significativi sull’estinzione, quindi, pemodificare il rapporto tra scattering ed

assorbimento, si puo agire solo sul raggio effettlella particella (Figura 1.1.18¥.
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Andamento dell’estinzione (A,B,C) e del rapportati®ring/assorbimento (D,E,F) in funzione
diametro (sfere: A,D), del raggio (nanorods: B,H)adla ratio (nanorods: C, F) per nanoparticelle
Au; costanti per i nanorod:

Raggio effettivo = 11,43 nm; ratio = 3[4

1.1.11.7 Risonanza Plasmonica nell'argento

Kumbhar e collaboratoft®! hanno condotto uno studio delle proprieta ottishecifiche
di particelle di argento tra 10 nm e 215 nm; taitigelle sono state prodotte per
riduzione con idrogeno dell’'ossido di argento acgual fine di ottenere risultati
indipendenti da agenti di rivestimento estranei.
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Come riportato in figura 1.1.14 si nota che il nuondi massimi di estinzione aumenta
con l'aumentare del tempo di accrescimento concedigo particelle, e quindi della
relativa dimensione.

483 Octupole
FN__ 543 Quadrupole

tion (A,U.)

Extine

200 300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Figura 1.1.14

Spettri di estinzione di argento nanoparticellanetstizzato per riduzione da idrogeno, tali spettri
corrispondono a diverse aliquote prelevate dal te a distanza di 15 minuti dalla precedert.

Per particelle tra 10 nm e 50 nm con morfologiaisfesi attende la sola estinzione
dovuta alla risonanza di dipolo mentre per patigcei maggiori dimensioni, a causa di un
effetto di ritardo di propagazione del campo, erapggaltri multipoli di risonanza; questa
molteplicita di effetti di assorbimento e scattgriprovoca un cambiamento dell’aspetto
delle sospensioni percepito, in prevalenza del assmrbimento di dipolo I'aspetto appare
giallo-arancione e trasparente, per particelle grandi invece si ottengono sospensioni
verde-grigio opalescenti ed opache, tendenti dlogimpo diluizione.

E importante evidenziare due aspetti caratteridtigueste particelle:

e Ciascun multipolo compare nell'intervallo di bantta 420 nm e 430 nm, con
'aumentare delle dimensioni della particella, sabi un progressivo red-shift;
guando il precedente multipolo supera i 470 nmargzdistinguersi il successivo,
che evolve in un picco distinto e subisce anch’edfaito di red-shift nel tempo.

* In accordo con I'equazione di Mie, i dati speringnmostrano un minimo a 320

nm dovuto ad una transizione intra-banda dell’aigeche attenua le oscillazioni

plasmoniche.
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1.1.12 Spettroscopia di assorbimento UV-Visibile

Il salto di banda di tutti i materiali semicondutted isolanti aumenta monotonamente
con il decrescere delle dimensioni dei cristaltiiitavia, I'aumento del gap é apprezzabile
solo per dimensioni estremamente piccole, infeabraggio di Bohray,, del materiale.
L'aumento del gap di banda e facilmente osservabilediante spettroscopia di
assorbimento UV-Vis ed e indicata dallo spostameleita banda di assorbimento verso
minori lunghezze d’ondablue-shift (Figura 1.1.15 e 1.1.16); per tutti i materiali si

apprezza un accrescimento del gap di banda al direidelle dimensiorité 111
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Figura 1.1. 145 - Spettri UV-Vis di: (a) nanocriitai ZnS; (b) nanocristalli di CdS;
entrambi eseguiti in dimetilformammité

Dal blue shift della banda di assorbimento € pdssificavare informazioni per lo piu
qualitative sulla dimensione dei cristalli, ma jpelagare qualsiasi proprieta dipendente
dalle dimensioni e importante che la distribuziodienensionale sia uniforme. Per
esempio, picchi stretti e allungati, come nel cdeo cristalli della figura 1.1.15 di
dimensioni minori, indicano che i nanocristalli soambbastanza monodispersi, mentre la
presenza di picchi allargati indicano un alto gratiopolidispersita all’interno della
sospensione. Inoltre, quando il campione e moltidigperso, si trovano piu picchi a
differenti energie, che corrispondono alle divedsaensioni dei cristalli e i vari livelli di
energia si sovrappongono causando la formazionendi banda allargata e non ben

definitall®l,
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1.2 SINTESI DI SOSPENSIONI NANOMETRICHE

1.2.1 Introduzione

Le particelle di dimensioni nanometriche inorgameickia di ossidi che di metalli, hanno
acquistato notevole importanza nell'innovazionentdogica di aree tradizionali come
materiali ceramici, catalizzatori, componenti ddtegbnica. Il loro contributo permette di
migliorare la tecnologia ed ampliare il campo dplagazione di questi materiali.
L’interesse del mondo scientifico/industriale versmoparticelle metalliche deriva dalle
loro numerose possibili applicazioni. Infatti lerdoproprieta conduttive, magnetiche,
catalitiche ed ottiche le rendono interessanti pkversi settori; nella catalisi,
nell’elettronica, nella ceramica, nella sensorstinoei supporti magnetici ma anche in
medicina in cui hanno dato inizio alla teragnosticaaging biomedicale per diagnosi
congiunto alla terapia.

La possibilita di poter modulare le proprieta deltemiale regolandone dimensioni, forma
o eventuali funzionalizzazioni ha suscitato I'igese del mondo scientifico nei confronti
di questi materiali, nel tentativo di trovare viesthtesi sempre piu versatili ed in grado di
modulare ad hoc le caratteristiche dei prodoté&ruiti.

Per assicurare proprieta ottimali e riproducibilnécessario un metodo di sintesi che
permetta un accurato controllo di forma, dimensia@omposizione e struttura delle
particelle nanometriche.

Molti dei principali metodi di sintesi utilizzati rdadizionalmente, sol-gel e
microemulsione, non permettono un completo comralélle dimensioni finali delle
particelle e portano, nel caso di sospensioni, ssibeontenuti di solido; al contrario i
metodi di sintesi in fase liquida presentano unande flessibilita e soprattutto la
possibilita di esercitare un piu stretto controbaolle proprieta dei nanomateriali,
modificando i parametri di sintesi in base alle csjjghe desiderate, inoltre la
rielaborazione e lo stoccaggio di sospensioni tasuiolto piu facile e sicuro rispetto alla

manipolazione delle polveri.
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1.2.2 Vie di sintesi dei nanomateriali

I nanomateriali sono altamente influenzati, in teindi proprieta chimico-fisiche e
struttura, dal metodo di preparazione utilizzatajistinguono due diversi approcci nella
realizzazione di materiali nanometrici (Figura 1)2.

* Top down:il metodo consiste nel raggiungere le dimensi@mnametriche, partendo
da un materiale di dimensioni maggiori; il mateziahassivo viene suddiviso in
particelle piu piccole, usando approcci di tipo matco, chimico o in altre forme;

* Bottom up: il materiale nanometrico e ottenuto partendo damgdi atomi,
opportunamente assemblati, mediante reazioni chemigermettendo al precursore di

accrescere con le dimensioni e le caratteristiesiddrate.
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Figura 1.2. 1 - | due approcci fondamentali peifédbricazione di nanomateriali:
top down(da sinistra a destrag bottom up(da destra a sinistra)

Entrambi gli approcci possono essere condotti e fgas, in fase liquida, in fluidi
supercritici, allo stato solido o sottovuoto; laggebr parte dei sistemi di sintesi ha come

obiettivo il controllo piu accurato possibile degsienti parametri:

* Dimensioni delle particelle

* Morfologia e forma

» Distribuzione delle dimensioni
e Composizione

e Grado di agglomerazione (nel caso siano sistenwoidali)
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Le principali vie di sintesi dei nanomateriali a@iomente studiate sono:

* Metodo sol-gel

* Microemulsione

» Sintesi idrotermale

* Reazioni in fase vapore
» Sintesi in polialcoli

* Sintesi in acqua

Per quanto riguarda il metodo di riscaldamento svi@ppato recentemente, a partire
dalla meta degli anni '90, I'impiego del riscaldamt® a microonde, da tempo diffuso
nelle sintesi organiche, per la sintesi di nanaegaté inorganiche, ottenute sia in acqua

che in solventi organici.
1.2.3 Metodo sol-gel!

Con il terminesol si intende una sospensione stabile di particetliédes colloidal
all'interno di un liquido; igel invece e costituito da una rete solida tridimenaie porosa
che si espande in modo stabile in un mezzo liquithoitata solo per la forma del
contenitore.

Mediante tecnologia sol-gel e possibile produrrdemperature relativamente basse
un‘ampia varieta di materiali a base di ossidigaoici usando come precursori complessi
organometallici o alcossidi di silicio o di altrigtalli.

Il processosol-gel € versatile, poco costoso e facilmente applicabdeutilizzato
soprattutto per ottenere nanoparticelle colloiddie vengono impiegate nella produzione
di materiali avanzati come catalizzatori o rivegim (coatings); e indicato per la
produzione di ossidi e di nanopolveri con compasigimista.

Il processosol-gel da alcossidi implica: l'idrolisi dell'alcossidaa Formazione di una
sospensione colloidale e l'evoluzione di questativerso un gel in un processo di

condensazione:
NSIOGH), + HHO — %H{DCMN_I)DH% R
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1.2.4 Microemulsionée?

Una microemulsione € una dispersione termodinanecéenstabile di un liquido in un
liquido con esso immiscibile, in forma di gocce dimensioni submicrometriche
(micelle), stabilizzate da un opportuno tensioattiVYuso delle microemulsioni nella
produzione di materiali nanostrutturati consist#'imgiego di micelle come reattori, in
modo da limitare, data la loro dimensione, la dtastelle particelle ottenute.

La caratteristica piu importante delle microemuisiasiede, infatti, nella capacita di
scambiare il contenuto delle gocce disperse; iniqudare le micelle inverse (gocce
d’acqua in olio) sono dei veri e propri compartimeranometrici che possono essere
sfruttati per la riduzione o la precipitazione "situ” di sali metallici o di materiali
ceramici; e infatti sufficiente miscelare due mamulsioni, una contenente il sale
metallico e l'altra l'agente riducente o precigiganper ottenere delle particelle
nanometriche.

Una volta che le particelle hanno raggiunto le disieni finali vengono stabilizzate dal
tensioattivo che, adsorbendosi sulla superficieledelanoparticelle, ne impedisce

l'ulteriore accrescimento e permette quindi la fazrane di una sospensione stabile.

1.2.5 Sintesi solvotermale

Si possono utilizzare comuni solventi organici (glii generalmente basso-bollenti),
lavorando in autoclave e quindi ad una temperatuedollizione ben superiore a quella a
pressione ambiente; questi metodi sono comunemeiegati nella preparazioni di

solidi inorganici, specialmente zeol.

Per esempio é possibile sintetizzare ZnSe (fornsdadima Wurtzite) nanoparticellare a
partire dai metalli puri in etilendiammin&!; oppure lavorare in toluene per la
preparazione di CdSe a partire da stearato di @admpolvere di seleni®!; sono

dimostrati anche procedimenti a partire dai nitnagitallici in ambiente ammoniacdfée
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1.2.6 Sintesi in fase vapore

| metodi di sintesi in fase vapore possono clasaifi in metodi fisici e metodi chimici, in
entrambi i casi si ottengono prodotti con dimenisenaratteristiche controllate. | metodi
fisici comprendono le diverse varianti della PVphysical vapour depositigne la
condensazione atomica o molecolare, vengono impipga ottenere prodotti allo stato
solido originati da metalli, ossidi, ceramici cogterminate microstrutture.

Il metodo della deposizione di vapore & basatgpaskaggio di stato vapore/solido: per
riscaldamento si ottiene un vapore saturo di ureaheetche rapidamente raffreddato in
atmosfera controllata si deposita su di un sulistetdistinguono numerose tecnologie a
seconda della fonte di energia utilizzata: termielettrica, fotochimica o plasma; le
proprieta del materiale finale sono modulabili sado le condizioni dell’ambiente, la
fonte di calore, il substrato, ecc.

La condensazione atomica o molecolare e utilizpataottenere metalli nanoparticellari:
un materiale solido e riscaldato sottovuoto, caosi plodurre un flusso di materia
vaporizzata ed atomizzata, diretto ad una camenéenente gas, inerte o reattivo; il
rapido raffreddamento degli atomi del metallo, meato dalla loro collisione con le
molecole di gas, porta alla formazione di hanopealie metalliche (se il gas € ossigeno si
ottiene un ossido).

Questi metodi permettono di ottenere elevata parex| sono costosi e laboriosi; tra i
metodi chimici utilizzati per ottenere solidi natrogturati, € diffusa la deposizione
chimica da vaporéchemical vapour depositioi€VD), in tutte le sue varianti, il principio
e lo stesso del metodo PVD, ma il materiale firalerisultato di una reazione chimica,
avvenuta in fase vapore o sul substrato su cuaienale si deposita.

Molti metodi di sintesi in fase gas di materialinogarticellari si svolgono a pressione
ambiente o ridotta a partire da polveri; la distalone particellare che generalmente si
ottiene € piuttosto ampia; ad esempio e possilietszzare GaAs nanoparticellare a

partire da Ga(ChJs e arsina, Ashl in un sistema contindd.
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1.2.7 Sintesi in polialcoli

1.2.7.1 Introduzione

Una valida alternativa ai metodi di sintesi tradimli € sicuramente rappresentata dalla
sintesi in glicoli, polialcoli altobollenti con ppoieta disperdenti, in grado di dissolvere
sali inorganici; questo metodo permette di preanaetalli con morfologia controllata.
Attraverso il riscaldamento dei precursori in ucoalaltobollente (es. dietilenglicole,
DEG, o etilenglicole, EG) con proprieta riducestipttiene un precipitato.

La sintesi in glicoli puo essere schematizzatadridsi principali:

1) Solubilizzazione dei sali precursori del metalld dielo, scaldato ad una temperatura
prefissata e mantenuto sotto agitazione, evenaggeainta di nuclei di metalli nobili
nel caso di nucleazione eterogenea;

2) Eventuale aggiunta di una determinata quantitagiia (eccetto che per la sintesi dei
metalli) a seconda del grado di idrolisi desideratefinito dal rapporto molare tra
acqua aggiunta e metallo, dipende la tipologiaedekrticelle che si otterranno:
metallo, ossido o idrossido;

CH,OH-CH,OH — CH,CHO + H.O
2n CH,CHO + 2M™ — 2M + 20 HY + n CH,COCOCH,

3) Mantenimento del sistema sotto agitazione a temyoergomprese tra 150-200°C; in

guesta fase si possono modulare tempo di reazideengeratura in funzione delle

caratteristiche finali desiderate.

La versatilita della sintesi in polialcoli € dimasia da numerosi studi, nei quali si prova
come, variando simultaneamente o separatament@npar quali tipologia del glicole,
temperatura di reazione, grado di idrolisi, nataka precursore, tipo di additivo
stabilizzante, pH del mezzo e tempo di reaziongosisano ottenere le caratteristiche
finali desiderate; inoltre spesso hanno capacigachi nei confronti delle nanoparticelle,

impedendone I'agglomerazione e quindi favorendstdailita della sospensione.

37



1.2.7.2 Nucleazione e crescita di nanoparticell@ahiehe in polialcoli

Nella fase liquida si possono ottenere particethe le caratteristiche desiderate mediante
il controllo dei processi di nucleazione e creséala loro dispersione & raggiunta sia
mediante stabilizzazione elettrostatica, sia steric

La nucleazione puo essere di due fipi

1) Eterogeneajprima del riscaldamento si aggiungono al glicode stemi solidj questi
diventano i siti preferenziali per la crescita dedipecie metalliche che si trovano
disciolte nel polialcol;

2) Omogeneala nucleazione avviene spontaneamente all'intetelda fase liquida, il

processo & generalmente piu lento.

1.2.7.3 Controllo morfologico delle nanoparticelle

Y

Il controllo morfologico delle nanoparticelle € @spetto molto indagato permette di
ottimizzarne numerose proprieta: elettroniche, cbdj magnetiche, catalitiche,
fondamentali per i molteplici campi di applicazione

Le strategie utilizzate per controllare la morfabogsono numerose; per esempio €
possibile modificare il decorso della reazione aggendo composti che generano
intermedi di forme particolari o che rallentanmdrmale accrescimento favorendo forme
anisotrope.

Ad esempio, recenti stud® mostrano come sia possibile ottenere un elevattraitm
morfologico su nanopatrticelle in crescita di platvariando opportunamente la quantita
di NaNGs aggiunto al polialcol (Figura 1.2.2); in queste@a precursore bPtCl, viene
ridotto dal solvente alcolico (etilenglicole) a P#Ce a Pta 160°C.

Si e potuto osservare, tramite TEM (Figura 1.2@me allaumentare del rapporto
molare tra NaN® e HPtCk, da 0 a 11, evolva la morfologia delle nanopartecel
platino passando da una forma sferoidale irregaastrutture cristalline tetraedriche o

ottaedriche con facce ben definite.
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Figura 1.2. 2 - Micrografie TEM di nanopatrticellé platino
sintetizzate con diversi rapporti tra Nah® HPtCls : (a) 0, (d) 3,3, () 11;
la scala di 10 nm & valida per tutte le immadifii

L'aumento di tale rapporto favorisce inoltre un r@scimento lungo alcune direzioni
cristallografiche, producendo prominenze e aumelitda complessita geometrica del
cristallo, come e ben visibile in figura 1.2.3.

Figura 1.2. 3 - Micrografie HRTEM (high-resolutidfEM) di nanoparticelle di Pt
ottenute con rapporto diverso tra Nah® HPtCls: (a,e) 5,5 ; (b,f) 114

Gli studi spettroscopici, effettuati nel corso dedintesi, mostrano che il nitrato é ridotto a
nitrito da PtC4* nella prima fase e questo potrebbe poi formareptessi stabili con
entrambe le specie Pt(ll) e Pt(IV); dunque, il msson di riduzione dei precursori di
platino da parte del glicole etilenico viene nofewente rallentato, questo cambiamento
nella cinetica di reazione modifica le direzionistallografiche preferenziali di crescita,
portando alla formazione di molteplici morfologie.

Altri studi 1 mostrano come, sempre in glicoli, sia possibiletadlare la morfologia di
nanoparticelle di oro e argento, stabilizzate séenente da PVP (polivinilpirrolidone)
aggiunto nell’ambiente di reazione.

In particolare si € osservato come le microondizuéite come mezzo di riscaldamento
permettano di ottenere piu facilmente, rispett@ alle di riscaldamento tradizionali,
nanoparticelle di forme diverse da quella sfergrazie al riscaldamento preferenziale e
puntuale del microonde sugli agenti chelanti, caheVP, che circondano i nuclei in

formazione.
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L’insorgere di punti termicamente favoritipt spot,permette cosi I'accrescimento lungo

particolari direzioni cristallografiche (Figura 142121,

a)

Figura 1.2. 4

Effetto del riscaldamento microonde sulle nanopaite di oro; con riscaldamento a microonde (a) si
ottiene una maggiore formazione di particelle s&ttate rispetto al riscaldamento tradizionale ()

Ancora, via microonde, si sono ottenute particdllspessore molto ridotto rispetto agli
altri assi e di forma poligonale (esagonali, trislag e quadrati) di 30-90 nri#®! o
allungate di tipo rod84l.

Risulta importante controllare la morfologia detlanoparticelle sintetizzate, poiché a
variazioni di forma corrispondono variazioni di prizta e quindi di applicazione. Nel
caso dei metalli nobili, differenze morfologichensospesso associate a variazioni di
forma delle bande di assorbimento plasmonico. Glidis riportati da Tsuji 12!
evidenziano, soprattutto nei campioni sintetizzaéidiante riscaldamento dielettrico, la

presenza di bande di assorbimento UV-Vis con fqpoarécolari (Figura 1.2.5).
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Figura 1.2. 5 - Spettri UV-Vis delle bande plasnobtiei di campioni di oro sintetizzati con riscaldaroen
tradizionale (oil bath) e microonde (MW$!
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In figura 1.2.5 si osserva infatti che la soluzioisealdata in maniera tradizionale mostra
la tipica banda dell’oro nanopatrticellare a 525 mnentre per le soluzioni prodotte con
riscaldamento a microonde si osservano piu spakesbrbimento e il massimo si trova
spostato verso lunghezze d’'onda maggiori. Taleazame, confermata dalle osservazioni
al TEM, é causata da cambiamenti di forma dellgiqgele, che da sferiche diventano
planari poligonali. Nella soluzione riscaldata comcroonde si osserva un maggior
numero di particelle poligonali, mentre con il agtamento tradizionale € prevalente la
morfologia sferica.

Anche sull'argento sono riportati diversi articathe mostrano come [effetto del
riscaldamento dielettrico sulla sintesi in polidigromuova l'accrescimento di particelle
allungate tipo nanorod# figura 1.2.6 si osserva che aumentando il tedipsposizione
alle microonde, a parita di altre condizioni dizieae, si assiste al notevole incremento

della densita di nanorods di argehth

== 500 Nm

Figura 1.2. 6 - Campioni di Ag nanometrico sinteditz nelle stesse condizioni ma su tempi  rslive
riscaldamento microonde: (sinistra) 1,5 minuti, §tta) 3 minuti4

Un altro parametro in grado di variare la morfotogielle nanopatrticelle € 'impiego di
additivi in grado di adsorbirsi sulle nanopartieal crescita e agire da templanti. Spesso,
infatti, vengono utilizzati additivi polimerici eehsioattivi a lunga catena per sintetizzare
nanoparticelle allungate.

Uno studio condotto sulla sintesi assistita da oginde di nanorods di orB®, in
presenza di diversi additivi (alkyltrimethylammonibromuro, GTAB n=10-16,
acetilpiridinio cloruro, GPC e PVP) ha permesso di osservare una forte depeadra
tipo e concentrazione di surfattanitilizzati e morfologia delle particelle ottenute.
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Si é visto come la morfologia finale dipenda déllaghezza delle catene alchiliche dei
surfattanti e dal tipo di gruppo idrofilico.

In figura 1.2.7 sono riportate immagini di nanomaite di argento, sintetizzate in
polialcoli a diversi rapporti molari PVP/Ag, utilando un PVP ad alto peso
molecolaré?s.

Si osserva come diminuendo tale rapporto molare faierito I'accrescimento di
nanoparticelle allungate, poiché ad alte conceianaz polimero circonda totalmente le
particelle e favorisce la formazione di geometfezishe.

20.0kY X10.0K

Figura 1.2. 7 -lmmagini SEM di nanorods di argento preparati capporti molari PVP/Ag diversi;
(@2,5;()0,4;(c)0,7;(d) 183
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1.2.8 Sintesi in acqua

1.2.8.1 Introduzione

La sintesi di nanopatrticelle metalliche puo essfiettuata anche in acqua, in presenza di
agenti riducenti e additivi protettivi in grado diroteggere dall'aggregazione le
nanoparticelle formate (per repulsione sterica ettrelstatica a seconda del tipo di
additivo introdotto). Poiché l'acqua non possiedeppeta chelanti per queste sintesi
vengono solitamente utilizzate maggiori quantitapdiimero protettivo rispetto alle
sintesi in polialcoli.

In certi casi invece € lo stesso agente riducentegdotto in largo eccesso, che puo
fungere anche da protettivo: ad esempio Raveendranllaboratori'”l effettuano la
riduzione di Ad* in ambiente acquoso utilizzando il glucosio neltsppia funzione di
riducente e protettivo, con un meccanismo di protez di tipo elettrostatico.
Analogamente Panigrahi e collaboratori dimostrahe glucosio e acido gluconico
possono stabilizzare nanoparticelle di rame, sazate partendo da Cus@® presenza di

glucosio e NaOH8l,

1.2.8.2 Effetto della concentrazione di riducedtd,pH (NaOH) e della temperatura

La quantita di riducente & un fattore fondamenpeeil controllo delle dimensioni delle
nanoparticelle; generalmente alte concentraziomiddicente portano alla formazione di
un maggior numero di nuclei, se questi nuclei sstabili la distribuzione sara costituita
da un gran numero di particelle piccole.

Questo fenomeno puo essere chiaramente ossenditett@mente dallo spostamento
della banda plasmonica della sospensione nanomefiso lunghezze d’onda piu basse
(blue-shift), quindi con una diminuzione delle dms@®ni particellari, all’'aumentare della
concentrazione di riducente, nell’esempio illustriat figura 1.2.8 si tratta di glucosit.
Nelle sintesi in acqua il pH gioca un ruolo moltopiortante: ad esempio I'aggiunta di
NaOH incrementa notevolmente il potere riducenté glecosio [*° permettendo di
ottenere nanoparticelle piu piccole.
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Figura 1.2. 8 -Effetto della concentrazione di glucosio sulla bamptasmonica di nanoparticelle di oro:
(@) 5x16°M ; (b) 1x10°M ; (c) 3x10°M ; (d) 5x1C°M ; pH 7.0[%7
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Figura 1.2. 9 - Effetto del pH sulla banda plasnuandli nanoparticelle di oro ottenute mediante riiduz
con glucosid”

Nell’esempio illustrato in figura 1.2.9 si puo ossge come linnalzamento del pH
derivante dalla presenza di una maggiore quantitodio idrossido nella reazione di
riduzione di Ad* con glucosio porti ad un incremento dellintensidalla banda
plasmonica e al blue shift della banda stessagkss risultato si ottiene in una sintédi

in cui I'azione protettiva e svolta da amido e mlah glucosio stesso (Figura 1.2.10).
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Figura 1.2. 10 -Effetto del pH sulla distribuzione (dati TEM) dingparticelle di oro ottenute mediante
riduzione con glucosio: (a) pH 10.17, d = 5,6 nib) pH 9.84, d = 6,70 nm; (c) pH 9.44, d = 8,80 th

Nella sintesi di nanoparticelle metalliche con gisio, il sodio idrossido, oltre a ridurre le

dimensioni particellari, contribuisce, nel casol'dgjento, anche dal punto di vista

cinetico [19, favorendo la formazione di un intermedio instbihgO, che viene poi

ridotto piu facilmente ad argento metallico compndo un’accelerazione complessiva

della conversione del precursore (Figura 1.2.11).
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Figura 1.2. 11 - Conversione nel tempo dif Agediante riduzione con glucosio
con differenti quantita di sodio idrossi#fd

L’effetto complessivo € simile a quello determindtdl’aumento di temperatura (Figura

1.2.12). Per queste reazioni di riduzione con glic®d NaOH in soluzione acquosa

infatti si fa spesso riferimento al sodio idrossidome ad un catalizzatore.
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Figura 1.2. 12 -Conversione nel tempo di Aghediante riduzione con glucosio e NaOH
a differenti temperaturgé?

La quantita di glucosio, come riducente, e la preaedi ioni OH possono influenzare
anche la morfologia delle nanoparticelle, in quanésponsabili del meccanismo di
nucleazione e del successivo accrescimento.

Panigrahi e collaboratori ottengono nanoparticéllerame con diversa morfologia e
dimensione impiegando diverse quantita di glucoseoimmagini TEM (Figura 1.2.13)
mostrano infatti nanoparticelle sferiche con diameti circa 20 nm (a), nanorods con
lunghezza di circa 116 nm e con larghezza di ci&am (b), e nanoparticelle sferiche

con diametro di circa 4 nm (c); ottenute utilizzamspettivamente 0,2 g, 0,3 g e 0,4 g di

glucosioft8l,
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Figura 1.2. 13 -Immagini TEM di nanoparticelle di rame.
(a) Nanopatrticelle sferiche (b) Nanorods (c) Naadijzelle sferiche.
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Condizioni: [CuSP= 3,84 x 10°M, [NaOH] = 2 x 103M,
[glucosio] = 5,78 x 10°M (a), 8,68 x 1M (b) e 1,16 x 18M (c) @

1.2.8.3 Effetto deqgli additivi chelanti

Recenti studi testimoniano il ruolo fondamentaldiealente del polivinilpirrolidone
(PVP) nella sintesi di nanometalli in mezzi acquakive € mostrato che il PVP puo
essere impiegato sia come riducente che comeigtzlnitel?! 22

Infatti, il polivinilpirrolidone, polimero poliviniico, solubile in acqua e in alcol, é
prevalentemente utilizzato nelle sintesi di nantpelie perché e in grado di conferire
stabilita sterica alle sospensioni colloidali. &wth, si € osservato come il PVP non
agisca solamente come agente stabilizzante, ma aache agente riducente. Infatti sono
state messe a punto sintesi in acqua che a paldiresali solubili di metalli nobili
permettono di ottenere sospensioni stabili, caolb impiego di PVP come riducente e
stabilizzante.

Si é dimostrato che il ruolo riducente del PVP euo da due principali fattori:

* Presenza di gruppi OH terminalil cui effetto & stato provato utilizzando PVPnco
diversi pesi molecolari, osservando come il pot@tecente sia maggiore con minori
pesi molecolari, e quindi all’'aumentare dei gruppi terminali.

» Tendenza all’ossidazione del polimemovuta alla presenza di residui perossidici
derivanti dalla stessa sintesi del PVP, che lo sandfacilmente ossidabile con
'aumento della temperatura.

La presenza dei cationi metallici della serie dangsizione, inoltre, catalizza

I'ossidazione della macromolecola, generando madioali.

In letteratura si riportano sia per oro che peeatg sintesi che utilizzando solamente |l
potere riducente del polimero permettono di otterseispensioni stabili in acq#d.

| rapporti PVP/metallo utilizzati sono molto elev@ta 20 a 6000) e sia per I'oro che per
I'argento si riscontra, allaumentare della concanibne di PVP, una diminuzione delle
dimensioni particellari, con un incremento dellaatica di reazione (Figura 1.2.14).
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Figura 1.2. 14 Variazione di intensita della banda plasmonicatnZione del tempo,
per concentrazioni di PVP crescenti a concentragidinprecursore fissatg’

ik

Figura 1.2. 15 -Abbassando il rapporto tra le concentrazioni di P¥Ei precursore aumentano le
dimensioni delle particelle e il loro carattere antropol?!

Inoltre si puo osservare (Figura 1.2.15) come t@neento del rapporto PVP/precursore
non determini solo variazioni di dimensioni, ma laadi forma. Alti rapporti originano
particelle sferiche monodisperse, viceversa sngtiao particelle piu grandi, polidisperse
e anisotrope.
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Questi effetti sono molto comuni con l'utilizzo dgenti protettivi e costituiscono lo
strumento piu semplice per ottenere la morfologisiderata; ad esempio nella sintesi di
CwO nanoparticellare?® l'incremento della concentrazione di CTAB conseiite
passaggio progressivo da una morfologia sfericanadpoligonale (Figura 1.2.16).

Anche la lunghezza della catena di polivinilpirdaine influisce su forma e dimensioni
delle particelle, oltre che sul colof&; generalmente con catene corte si ottengono
piccole nanoparticelle sferiche, mentre aumentahpeso molecolare del PVP si ottiene
un aumento dei raggi particellari (Figura 1.2.1df)a prevalenza di forme poligonali ed
un red shift degli spettri UV-Vis.

Questo perché l'accresciuta lunghezza di catenarifoe la crescita delle nanoparticelle
lungo piani cristallografici preferenziali, dandost origine ad una prevalenza di forme

allungate o poligonali (Figura 1.2.18).

(c)

..........

Figura 1.2. 16

Micrografie TEM di nanoparticelle di GO preparate a differenti concentrazioni di CTAB:
(@) 0,01 M; (b) 0,02 M ; (c) 0,04 M ; (d) 0,06 Me) 0,08 M ; () 0,10 M;
(a, b, c, e) scala da 500 nm, (d, f) scala dan2>?
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Figura 1.2. 17 - Micrografie TEM e PaSD di nanopeetle di oro sintetizzate in 4 con PVP
a diversa lunghezza di catena: (a) 10 K, (b) 4@d¥X,360 K%
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Figura 1.2. 18 -Schema di formazione di nanoparticelle di oro wOHuUtilizzando PVP
a lunghezza di cateri&!



Da una sintesi di nanoparticelle di argelith condotta per via elettrochimica con PVP
come riducente e stabilizzante, si possono cordrere intensita e le lunghezze d’onda
per diversi pesi molecolari (Figura 1.2.19); siircmme il risultato migliore sia prodotto

da un compromesso tra la stabilizzazione, assewtalle catene piu lunghe, e I'attivita

chimica dovuta al numero di gruppi terminali.
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Figura 1.2. 19

Spettro di estinzione UV-Vis per particelle di angesintetizzate per 180s con agenti di rivestiment
diversa concentrazione e/o lunghezza di catenacergs: PVPK3 < PVPK30 < PVPKI&!

1.2.8.4 Effetto del tipo di riscaldamento e detbmcentrazione di precursore

La sintesi assistita da microonde é attualmenggatide interesse perché € molto rapida e
garantisce maggiore riproducibilita e la possiaitii modulare dimensione e forma delle
particelle!?®l: infatti un riscaldamento in continuo porta a nstnatture sferiche di piccole
dimensioni monodisperse, mentre un riscaldamentoordh pulsata garantisce una
prevalenza di forme poligonali.

Il riscaldamento tradizionale generalmente produca prevalenza della morfologia
sferica, ma con dimensioni e dispersione maggispetto al riscaldamento a microonde
(Figura 1.2.19).
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Questo fenomeno € dovuto al riscaldamento prefeaiene puntuale del microonde sugl
agenti chelanti (in questo caso PVP), che circoadaruclei in formazione. L’insorgere
di hot spot favoriti dal riscaldamento pulsato, permette cdacdrescimento lungo
particolari direzioni cristallografiche; lo stessffetto si registra per I'argent&?
aumentando la concentrazione di precursore, fadorenquesto modo I'aggregazione di

piu nuclei sferici a formare nanoparticelle poligbrfFigura 1.2.20).
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Figura 1.2. 20 PaSD di nanoparticelle di oro sintetizzate isCHcon PVP 40K con diverse tipologie di
riscaldamento: (a) 2 minuti MW continuo, (b) 19 atirtradizionale, (c) 19 minuti MW pulsalf!
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Figura 1.2. 21 -Schema di formazione di nanoparticelle di argentétiO con PVP,
utilizzando riscaldamento a microonde con differenhcentrazioni di precursorié?

1.2.9 Eco-compatibilita delle sintesi

Un aspetto importante da considerare, al fine delflicazioni farmaceutiche,
biomedicali e cosmetiche oltre che per la crescatienzione verso la sicurezza e lo
sfruttamento di risorse rinnovabili, € quello dedleo e bio compatibilita delle particelle
formulate (Fig 1.2.22). Tale attenzione deve esgmrgta al principio, nella fase di

progettazione di un nuovo materiale, cominciandatigda di sintesi e dalla selezione dei

reattivi.

Choice of Reagents Safer Disposal Engineering
- renewables & Recycling - continuous flow
- biocompatibility - batch processing
- reduced toxicity -~ t -~

Fabrication
Minimise Energy Minimise
Usage Nanomaterials Byproducts

Figura 1.2. 22 - Principali considerazioni nellaggarazione di nanomateriali "greef"
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Per raggiungere tali obiettivi devono essere evilatsintesi che prevedono I'impiego di
solventi potenzialmente dannosi per 'ambiente, €ainspecie riducenti molto reattive,
quali il sodio-boro idruro; la ricerca ha postceattione quindi a processi di biomimetica:
studiando sistemi naturali che producono nanopdigicse ne ricavano i modelli da
applicare per lo sviluppo tecnologico.

Uno studio condotto nel 20142 ha evidenziato come certe famiglie di lieviti siain
grado di produrre nanoparticelle d’oro attravermsazroni biochimiche, con dimensioni e
morfologia vincolate dal processo enzimatico cheotgene; successivi test hanno

permesso di riprodurre tali particelle su campmwitivati di questi lieviti (Figura 1.2.23).

"ol PR .,ﬁ‘
L

’ * O' . .
. Figura 1.2. 23 - Immagine TEM di nanopatrticelle d'oro
' ottenute da A.Pullulans.

Inset: distribuzione delle dimensioni (29+ 6 nm2]

Si & notat&®l, per metalli quali argento e palladio, come illeuduplice di riducente e
stabilizzante possa essere svolto da diverse zestaresenti in natura, e sicure per
'uomo, come i polifenoli o i flavonoidi estrattiadte o caffe (Figural.2.23); tali sintesi
sono soggette ad elevate variazioni di prodottirétazione alla matrice biologica
impiegata come fonte dei reattivi, cambiando fontatti sono state ottenute particelle da
5 nm a 100 nm.
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Figura 1.2. 24

Immagini TEM di argento (a,c) e palladio (b,d) ritiacon té (a,b) o con catechina (c /&

Gli studi gia menzionati per I'impiego di glucosiome riducente sono stati ulteriormente
approfonditi®¥ per cercare sostanze simili, utili alla sintesioa proprieta templanti per
'accrescimento; €& stato dimostrato come sia pdesibffettuare una sintesi di
nanoparticelle di argento in acqua con amilosiopadate solubile dell’amido, il quale
opera da riducente con i gruppi aldeidici terminddile catene e riesce a chelare e

stabilizzare le particelle formate.
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1.3 NANODELIVERY SYSTEMS

1.3.1 Introduzione [

La ricerca di sistemi cosiddetti di drug deliverg dualche anno si avvantaggia delle
innovazioni apportate dalle nanotecnologie. Loupplo di sistemi in grado di servire un
principio attivo al sito desiderato, in modo spiecife sicuro, € attualmente uno dei compiti
piu impegnativi per la formulazione dei futuri riciefarmaceutici. L'argomento € di
particolare interesse per le aziende farmaceutpiiiehé I'introduzione di sistemi di
somministrazione innovativi consentirebbe di rilane e aumentare i campi di impiego dei
principi attivi gia esistenti, estendendo quindi $aadenza dei diritti di brevetto;
parallelamente le tecniche studiate possono pezreefh possibilita di utilizzo di nuove
sostanze in medicina, favorendo il progresso deltapie. | sistemi nanometrici per il
trasporto dei farmaci sono principalmente costitiatemulsioni, nanoparticelle di origine
lipidica o polimerica e liposomi, piu raramentetigivano studi inerenti nanoparticelle
inorganiche o metalliche. L’azione iniziale di gtiesistemi consisteva nel veicolare
principi attivi lipofili attraverso il flusso sanggno, tramite somministrazione endovenosa,
facilmente ottenibile attraverso I'impiego di emiald. Successivamente e divenuto fine
essenziale, dei sistemi di drug delivery, limitglieeffetti collaterali dei farmaci, favorendo
I'efficacia e quindi riducendo la dose somminisarappure alterando il normale percorso
metabolico del principio attivo.

Sebbene siano state svolte numerose ricercheorsa degli ultimi tre decenni, incentrate
sui sistemi liposomici, il numero di prodotti ch@tmo raggiunto la sperimentazione clinica
ed il mercato é relativamente esiguo. L’attenziscientifica si € spostata recentemente ai
sistemi che sfruttano nanoparticelle con capacitdajeting, ossia capaci di mirare
esattamente ad un organo o tessuto. Sono attuanmergtudio nanocarrier di natura
polimerica in grado di accumularsi nel tessuto disito e, tramite rilascio graduale,
mantenere costante la concentrazione del prinaipieo per estesi periodi di tempo.

Oltre ai molti supporti disponibili, esistono variecniche per lo sviluppo di sistemi
nanoparticella-farmaco, sviluppati per combinarenaflio le proprieta chimico-fisiche e
biologiche del supporto e del principio attivo.nsieme di materiali, tecniche e interazioni
raccoglie diversi settori disciplinari; solo recemtente stanno emergendo pubblicazioni e

studi che affrontano integralmente gli aspetti gata
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1.3.2 Caratteristiche principali del sistemi di nanodelivery

Nella maggior parte dei casi con il termine “narlv@ey systems” si intendono carrier di
natura lipidica o polimerica con dimensioni compraga pochi nanometri e poche centinaia
di nanometri. Questi sistemi sono caratterizzadithaverso lo studio di diversi parametri
chimico-fisici, come potenziale Z, dimensione dritisizione delle dimensioni; e parametri
biologici, come compatibilita cellulare ed evasiordella fagocitosi. Sistemi
nanoparticellari basati sulle strutture proteicbstituiscono un evoluzione rispetto a quelli
polimerici poiché, oltre alla superiore biodegratibe bicompatibilita, offrono numerosi
siti chimicamente attivi per formare legami covaiemnon-covalenti; questi consentono di

legare ad un solo carrier piu farmaci, per esempidargeting, diagnostica e terapia.

Sistemi lipidici — nanocapsule
Le nanocapsule lipidiche sono particelle submicrioictee costituite da un nucleo
oleoso circondato da un rivestimento solido o ssshdo (Figura 1.3.1).

'/C:ie (Solutol® HS15)

5 Lecithin (Lipoid®)
[] Triglycerides (Labrafac®)

® Drugs

Figura 1.3. 1 - Rappresentazione schematica dinareocapsula lipidicé?

Le nanoparticelle lipidiche solide (SLN) sono stateodotte agli inizi degli anni
90 per combinare la stabilita delle sospensionilegroprieta solvatanti; vengono
prodotte tramite tecniche di omogeneizzazione atta apressione o di
microemulsione. Grazie alla parete solida sonoraulg di proteggere le sostanze
incorporate dagli agenti chimici esterni e, modifido tale parete, & possibile
regolare il rilascio dei componenti attivi. In padiare, le sospensioni colloidali di
guesto tipo non impiegano solventi organici oltréi@di fisiologici ed i metodi

produttivi sono gia noti e disponibili per produziosu scala industriale.
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| principali difetti di queste strutture includotecrescita nel tempo delle particelle,
la tendenza a gelificare ed a dare luogo a traosizii fase con conseguente scarsa
biodisponibilita. Per la caratterizzazione vengamsurati: concentrazione, forma,

dimensione; spessore e composizione del rivestonent

Sistemi polimerici — micelle

Le micelle polimeriche mostrano una buona propermese solubilizzare molecole
idrofobiche, inoltre godono di una dimensione ridpstabilita termodinamica e
capacita di prolungare il rilascio di molti farmaltiparametro chiave di cui tenere
conto e la concentrazione micellare critica (CM@) golimero impiegato; si
prediligono molecole anfifiiche con CMC molto riti@ poiché cido comporta
maggiore stabilita delle micelle, in caso contrdeomicelle diluite nel flusso
sanguigno si dissocerebbero depositando il farmbgmlimeri selezionati per
guesti sistemi sono generalmente prodotti di copalizzazione a blocchi in cui le
code idrofobiche formano il nucleo della micellss@eno circondate dalle parti
idrofiliche, che formano un rivestimento idratafuesta particolare configurazione
permette di caricare elevate quantita di farmgmdolubili, contemporaneamente
il rivestimento idrofilico ostacola l'aggregaziongelle particelle tra loro e
'adesione a proteine o pareti cellulari, consedtela veicolazione nel sangue per
lunghi periodi. Il limite principale di questi s&shi € dovuto alla tendenza dei
principi attivi di destabilizzare le micelle all’'mentare della quantita caricata.

Sistemi polimerici — idrogel

Diversamente dalle micelle ottenute da copolimebl@chi, innestando gruppi
idrofobici in polimeri idrosolubili si osserva laorimazione di nanoparticelle
polimeriche tramite un meccanismo di self-assennlyrizzato a minimizzare le
energie libere. In questa situazione i nuclei debmoparticelle sono composti
principalmente dalla parte idrofilica del polimegenerante e contengono piu isole
a carattere idrofobico, tale configurazione perenetli veicolare molecole

idrosolubili senza metterle a contatto con il meatbesempio con il sangue.



Modulando opportunamente i gruppi idrofobici & floigs anche forzare il rilascio
del farmaco trasportato tramite stimolazione esteguale una variazione del pH,
oppure sviluppare particelle ibride, attivabili igattivabili®! come illustrato nello
schema della figura 1.3.2.

Queste particolari strutture uniscono la resistengacanica di un core di silicati,
I'efficienza di carico e la polarita dei gel ad sistema polimerico che risponde alle
condizioni di temperatura esterne, fornendo un rpateo per il controllo del
rilascio.

Particelle PS@PVP Particelle PS-Si0,
PVP )
. PVP PVP PVP TEOS
Stirene ——>— —
AIBA NH; H,0
PVP PVP
PVP
Calcinazione
THSMG Particelle HSP@vinile
p =C HSP
c=C Cc=C
NIPAM TMSPMA
————— ——
MBA, KPS ___ -
c=C
) Basse temperature
m H20
Rigonfiamento Collasso

- 4
TEL.
TLL

Alte temperature RN
—_—
in H,O %

HSP : Particelle di SiO,cave THSMG : microgel di SiO,cavi termo - responsivo

Figura 1.3. 2 — Diagramma illustrativo della forniame di particelle termo-controllatél
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Sistemi macromolecolari — dendrimeri

La struttura dendritica e caratterizzata da unaavasea superficiale rispetto alla
massa che la costituisce, biologicamente € sta@@nasa su scala nanometrica in
composti derivati da polisaccaridi (glicogeno, apéctina e proteoglicani) mentre
e possibile ottenerla sinteticamente partendo daen#lecole di natura polimerica
estremamente ramificata. Con il perfezionamento deeccanismi di
polimerizzazione e lintroduzione di tecniche ch@ucono la polidispersita dei
prodotti, si € iniziato a studiare I'impiego dendkeimeri sintetici come portatori di
altre sostanze. Alcune molecole, caratterizzateldeata simmetria, possiedono
una cavita interna; se opportunamente sintetizeate I'inserimento di gruppi
funzionali a precisa idrofilicita, mostrano com@onento analogo a quello delle
nanomicelle polimeriche (Figura 1.3.3). Un vantagg@rticolare di questi sistemi
“unimolecolari” & la capacita di formare le cosittdescatole dendritiche: dopo aver
inserito una molecola estranea all'interno delldtéaviene modificata la superficie
esterna della macromolecola portatrice forzandraazione di una sfera densa
di legami a idrogeno, tale da mostrare carattehstsolide e impedire interamente
il rilascio del componente trasportato; questaibearpud essere attraversata solo
in seguito alla variazione del mezzo esterno ddatllisi totale dei legami a
idrogeno, si e osservato inoltre che l'idrolisi pate fornisce un ulteriore percorso
per modulare il rilascio poiché permette I'attrasamento selettivo delle molecole

in funzione delle loro dimensioni.

A Attached Drug @ Solubilizing group
. Encapsulated Drug » Targeting moiety

Figura 1.3. 3 - Rappresentazione 2D di un dendroredelle possibili modifiche della sua struttifta
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Sistemi ceramici — nanoparticelle solide

La grande inerzia che caratterizza i sistemi cetamé promuove I'uso come
portatori di farmaci; i sistemi di nanodelivery zrdlmente studiati sono stati gli
ossidi di calcio, silicio, alluminio e titanio, faxiti sia per la biocompatibilita che
per la resistenza agli attacchi microbici. Esistomalte tecnologie disponibili per
preparare e attivare superficialmente particelléatlisostanze; é possibile quindi
modulare la dimensione, la forma e la porositaedtrenderle affini alle molecole
da inserirvi. A seconda della geometria prescefiassibile inserire un farmaco sia
sulla superficie che nel nucleo, variazioni estedngH o di temperatura non
causano rigonfiamento o mutamento della porositéaldiparticelle rendendole
ideali per il trasporto e la protezione simultardtacomposti particolarmente
sensibili. Sono molto impiegate per il trasportdadimaci per la fototerapia poiché,
oltre alla conservazione e alla capacita di accarsulnelle cellule tumorali,
assicurano che I'agente non entri in contatto ©iémsa biologico, mantenendolo
segregato, ma non ne impediscono [lattivita fotivpdisva seguente

all'irraggiamento, poiché sono permeabili all’ogsig molecolare prodotto.

Sistemi metallici — nanoparticelle solide

I metalli nobili, argento, oro e platino, hanno @teto un certo interesse poiche
permettono la formazione di particelle di dimensimolto ridotte (1nm — 150nm)
emergono con interessanti proprieta fisiche, chiie biologiche. Questi portatori,
nell’ambito dei sistemi di drug delivery, possonolgere un ruolo duplice attivo e
passivo; e possibile, ad esempio, attivarne le riiagpen maniera da favorire il
targeting di un determinato tessuto, seguire esteemte 'accumulo del metallo
come mezzo di contrasto in determinate tecnichgnistiche e modulare il rilascio
delle molecole trasportate sia con sistemi passiome il riconoscimento del
citoplasma e quindi il rilascio al momento dell’aowulo, sia con sistemi attivi,
quale una radiazione opportuna. Dei diversi mesalidiati, per I'oro esistono gia
svariate applicazioni che spaziano dalla terapittéomica al drug-delivery
“teragnostico” (diagnosi e terapia); I'argento ingeha trovato successo grazie alla
sua intrinseca capacita battericida ed € impiegatdiversi trattamenti come ad

esempio nella cura di ferite e ustioni.
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1.3.3 Liposomi

Il sistema di drug delivery basato sui lipidi pidta & il liposoma. E risaputo che i
fosfolipidi formano spontaneamente, come consegueaiia dispersione in un mezzo
acquoso, vescicole che intrappolano parte dellazgmie con una membrana a doppio
strato idrofila-idrofoba-idrofila relativamente re®nte. La loro naturale diffusione
all'interno degli organismi viventi ne suggeriseetdiocompatibilita ed e stato possibile
impiegarli come *“nanocarrier” grazie alle loro rte dimensioni; ne esistono
principalmente tre categorie cosi distinte: unildane se inferiori a 100 nm; grandi
unilamellari, tra 100 nm e 400 nm; multilamellasie costituiti da piu barriere e di
dimensioni superiori a 200 nm. Una rappresentazibgeieste categorie, e di quelle che si
distaccano dalla dimensione nanometrica, e foinithgura 1.3.4. Un’altra distinzione
possibile, legata alle modifiche effettuate al matoedella produzione e determinata
tramite misurazione del potenziale Z, € basata siadtica superficiale e divide i liposomi
in anionici, cationici e neutri. Oltre alla carisaperficiale, queste particelle possono essere
ingegnerizzate in modo da modificare il tempo daa circolazione, attribuire funzioni di
“targeting”, sensibilizzarli verso sistemi riduttitemperatura o pH in modo da predisporli

al rilascio del farmaco trasportato al verificaitsdeterminate condizioni.

Small Large .Gam

unilamellar unilamellar . unilamellar
Oligolamellar

Multivesicular

T T J
20 nm 1 pm diametro 200 um

Figura 1.3. 4 - Rappresentazione grafica in scad#laldiverse categorie di micelle sulla base d&ll@
conformazione
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Produzione dei liposomi

Sebbene la tendenza a formare micelle con doppédossia spontanea per i
fosfolipidi, sono necessari ulteriori trattameritiiae di modificare la distribuzione
delle dimensioni e la lamellarita (numero di bag)edei liposomi prodotti. Nel
corso degli studi sono stati sviluppati diversi atetproduttivi che si adattano a
specifiche del prodotto, come [lefficenza di inaslpsnento, o ad esigenze
impiantistiche ed alle diverse scale di produzidge.processo modello comincia
con la dispersione dei fosfolipidi in un mezzo ramyuoso, come cloroformio o
metanolo, per preparare un film sottile allontarwatadi solventi tramite evaporatori
rotanti; il film viene poi scaldato ad una temparatin cui i fosfolipidi presentano
una mesofase adatta alla formazione di micelledetato con soluzioni tampone
acquose. Il risultato di questo processo e altamnetgrogeneo e da luogo alla
formazione di liposomi multilamellari ma puo esseffinato tramite cicli di
congelamento e scongelamento ripetuti. Variantdyttiva importante e quella che
prevede di disperdere inizialmente i fosfolipidiun solvente miscibile all'acqua,
quale etanolo, e diluire rapidamente la soluziarettdmente nel tampone acquoso.
| liposomi ottenuti con questo metodo mostrano disnani relativamente piccole
ma sono necessari ulteriori passaggi per rimuovkrsolvente iniziale ed
eventualmente affinare o ingegnerizzare le patécel

Tra i processi impiegati per affinare le dimensidai liposomi i principali sono:
sonicazione, avviene principalmente tramite ultoase riduce le dimensioni delle
particelle per cavitazione sonica indotta; estnusjmperata attraverso membrane
polimeriche con pori cilindrici che ne attraversadwettamente lo spessore,
coadiuvata da temperatura superiore alla transzibriase e pressioni fino a 200
atm, questo processo produce liposomi con unaildigtone delle dimensioni
molto ridotta ed é facilmente scalabile aumentatidoea della membrana;
omogeneizzazione ad alta pressione, con press$iersuperano le 350 atm consente
una produzione in continuo e facilmente scalaldlescale piu ridotte, in industria
cosmetica e per esperimenti di laboratorio, soatesimpiegate anche tecniche
basate sull’evaporazione a fase inversa (da enm@lsacqua-in-olio) che hanno |l
miglior rendimento di intrappolamento delle sos&igrosolubili da veicolare. Le
sostanze lipofiliche sono facilmente trattenutelginisomi poiché possono essere

codisperse insieme ai fosfolipidi prima di formarde micelle;
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per inserire all'interno sostanze idrofiliche sonecessari procedimenti che
permettono I'intrappolamento passivo durante lenfmione delle particelle ma, per
alcune molecole, é possibile seguire vie guidatgrddienti di pH: i liposomi sono
preparati in soluzioni tampone a pH debolmenteaatad esempio pH 4 per sodio
citrato/acido citrico) e disperse in un mezzo agiielevato, farmaci debolmente
basici tendono ad entrare nei liposomi e, dopoopitione, non riescono piu ad
uscirne. Per conservare i liposomi e d'uso aggitsge crioprotettore, quale il
trealosio, per ostacolare la fusione o I'accresoiimelelle particelle, e liofilizzarle;
ciononostante, al momento della reidratazione pdetevolume contenuto dalle
particelle viene perso.

La caratterizzazione dei liposomi prodotti vienieflata normalmente con analisi
DLS (Dinamic Light Scattering) o per microscopiatginica e a forza atomica per
determinare dimensioni e distribuzione relativa, darica superficiale viene
determinata tramite misurazioni del potenziale & stabilita nel tempo, la quantita
di rilascio in sistemi di stoccaggio e in plasmageno determinati con tecniche di
dialisi; prove di assorbimento cellulare vengonfettiate producendo liposomi
probe fluorescenti ed osservandone il comportamentoolture batteriche. Per
completare lo sviluppo di nuovi prodotti sono neee® inoltre prove di
citotossicita sia per i liposomi che per i sistéipwsoma-farmaco e determinazioni

delle cinetiche di scomparsa, bioaccumulo, dishitae ed efficacia terapeutica.

1.3.4 Drug loading [®

Il risultato piu frequentemente desiderato dalli@zéone di “carica” delle particelle e
quello che consente di massimizzare la quantiginicipio attivo e minimizzare quella del
portatore. In altri casi si preferisce ridurre apporto in favore della capacita di alcuni
sistemi di agire da conservanti del principio attoltre che da trasportatori, per proteggere
il principio attivo oppure per evitare che reagiscanomenti indesiderati; nel caso dei
sistemi micellari esiste inoltre un valore critiitre il quale la micella viene destabilizzata
e perde le proprieta di trasportatore. | metodigftattuare la carica si possono raggruppare
in due categorie: quelli ottenutamite I'aggiunta del principio attivo prima dirfoare le
nanoparticelle, cosi che venga inglobato duranterd sviluppo; oppure quelli ottenuti
tramite adsorbimento del principio attivo sulla edjie attraverso una successiva

incubazione delle particelle, gia formate, in uppartuna soluzione.
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La strategia migliore generalmente & quella didbgte il principio attivo internamente

alle particelle ma si verificano anche i casi ofipo8 sono molteplici parametri che

stabiliscono quanto una configurazione riesca adrage altre molecole, i principali sono:

dimensione delle particelle rispetto al principitived, particelle inferiori hanno
minore volume e maggiore superficie; come ossematel.J. Sailor e J.H. Palfk,

si puo affermare che esiste una soglia del dianttfle particelle al di sotto della
guale il carico € maggiore per adsorbimento, quesiglia € generalmente

approssimabile a 10 volte il diametro della molaats caricare (Figura 1.3.5).
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Figura 1.3. 5 - Confronto tra la quantita di molédeali ridotte dimensioni (linee nere) o grandi dims@ni
(linee blu) all'interno (linee tratteggiate) o salsuperficie (linee continue) delle nanoparticélle

isoterma di adsorbimento caratteristica, le int@razsuperfice-molecola variano

sensibilmente per effetto dell'idrofobicita delleolacole e non sono costanti su
tutta I'area superficiale delle particelle,

mezzo di incubazione, il pH e la temperatura giooam ruolo fondamentale per la
stabilita e durante il rivestimento delle partiegiholtre sono possibili interferenze

dovute a sostanze piu affini che inibiscono o saisttono I'adsorbimento del

principio attivo.

68



Frequentemente la scelta & dettata dal comportanfieaie desiderato o da questioni di
tossicita e biocompatibilitd. Nello sviluppo di mearrier, per massimizzare il carico su
particelle molto inferiori ai 100 nm di diametro,pseferisce adsorbire il principio attivo
modificandolo chimicamente in modo da favorirneléaione. Queste modifiche rendono
perd necessaria I'approvazione, tramite “trial’nidi, della nuova molecola e causano
significativi rallentamenti allo sviluppo; per guasragione non € raro che vengano
preparati nanocarrier cavi in cui inglobare il pipio attivo non modificato.

La determinazione specifica delle quantita di pprc attivo libere o legate alle
nanoparticelle risulta spesso complessa poichédehun processo di separazione, come
ultrafiltrazione o ultracentrifugazione, che puteitfierire con il sistema facendo desorbire
parzialmente le molecole; inoltre i metodi indivadiuper una tipologia di carrier possono
risultare inefficaci per un’altra. Al momentitassenza di una regolamentazione atta a
dimostrare scientificamente la sicurezza e [I'effiaa delle terapie fondate sulle
nanotecnologie € motivo di insicurezza per gli Btiteri e rallenta I'avanzamento del
settore; I'impegno a sviluppare insiemi di protdcstandardizzati per caratterizzare i
nanomateriali e determinare i loro effetti biolagisulta fondamentale per fornire le basi

a questi regolamenti.

1.3.5 Drug releasel®

Il rilascio delle molecole veicolate dalle nanopaiie e la successiva rimozione e
biodegradazione delle stesse & importante periloppo di formulazioni adeguate. A
seconda del tipo di sistema di nano delivery, #sta di rilascio puo dipendere
principalmente da cinque fattori:

1. Desorbimento delle molecole adsorbite sulla sugierésterna;

2. Desorbimento dalle porosita interne e diffusiorieamérso il corpo della particella;

3. Attraversamento diffusivo dell’involucro della padlla;

4. Depauperamento parziale o totale della particella;

5. Combinazione dei precedenti.
In aggiunta a questi fenomeni, in molte formulazlerparticelle subiscono un trattamento
detto di microincapsulamento, la particella vieiwvestita da una membrana, costituita da
disaccaridi o di natura polimerica, che ha lo scdpostacolare la diffusione, regolando
quindi la velocita e la durata del rilascio, opputieproteggere la particella sino al

raggiungimento dei siti desiderati.
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L’evoluzione delle tecniche di incapsulamento hdaio allo sviluppo delle capsule layer-
by-layer (LbL), una tecnica che offre ampi margihingegnerizzazione delle particelle
risultanti, risultano infatti modellabili: dimensie, composizione, porosita, stabilita
biologica e chimica, funzionalita superficiali, Isif#a colloidale e altre caratteristiche
ancora. Sono state prodotte particelle LbL cosétaia diversi materiali, ad esempio
inorganici e polimerici, combinando le diverse ptefa a seconda degli scopi. La
produzione di tali strutture avviene tipicamenten con meccanismo di successive
deposizioni in modo che ogni rivestimento sia can@ntare con il precedente, tramite
interazioni di carica opposta o interazioni di tigan der Waals, ed interagente con il
successivo; infine il nucleo di queste particell# pessere funzionale o avere utilita
solamente strutturali e templanti, per tanto € ipdes rimuoverlo terminata la

composizione della particella creando una grandesi@a interna (Figura 1.3.6).

core particla/template

core-shell particle
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|
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Figura 1.3. 6 - Rappresentazione della produziohaahoparticelle LbL con rimozione finale del nuxle
attraverso il rivestimento semipermeabile

La polimerizzazione mista di differenti monomerstituisce un altro importante metodo
per controllare il comportamento dei sistemi dimadelivery, tra i sistemi meglio studiati
emergono i carrier costituiti da PLGA, acido p@alifico-co-glicolico), in cui il rilascio delle
molecole incorporate segue principalmente il meiscao dell’erosione strutturale per
idrolisi; tale materiale viene polimerizzato conod#hi di acido polilattico e acido
poliglicolico, il primo di questi € piu lento a deglarsi grazie alla maggiore cristallinita e

impedimento sterico che ostacola I'acqua.
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Entrambi i polimeri sono sicuri ed eliminabili dagtganismi, variando la frazione relativa
dell'uno rispetto all'altro € possibile bilanciaik carattere idrofilico-lipofilico della
particella e conseguentemente la velocita di ritadai recente, lo studio di processi auto-
assemblanti ha permesso lo sviluppo di particeltestitwite principalmente da
polietilenglicole, idrosolubile, con blocchi di da polilattico o policaprolattone; sistemi
che vengono definipolimerosomiQuesti si differenziano poiché, mantenendo I'éfica

di accumulo simile a quelle dei liposomi, il maggiepessore della membrana conferisce
loro migliori resistenze meccaniche ed il contradlalla velocita di rilascio, dato dalle
diverse frazioni polimeriche, attribuisce loro lapacita di restare in circolazione, attivi
anche per settimane. Un polimero che ha mostratcommportamento interessante ed
insolito & stato prodotto assemblando catene bloaxhi, estremi costituiti di ossido di
polietilene (PEO) e parte intermedia di ossidoaigvopilene (PPO), tale composto € in
grado di rilasciare molto rapidamente i farmacsp@tati quando sollecitato esternamente
tramite ultrasuoni e di riassorbire ed incapsulqueste sostanze una volta terminato

I'impulso.

1.3.6 Nanocarrier in cosmetica

La pelle e le mucose costituiscono la barriera shpara I'ambiente interno di un
organismo, molto stabile per quanto riguarda pamanggiali umidita o temperatura,
dall’'ambiente esterno ed imprevedibile. La medicimderna ha prodotto molte
formulazioni specifiche per l'attraversamento diegia barriera; in tali formulazioni
I'attenzione per il comportamento fisico delle sogte carrier risulta importante quanto
quello biochimico dei principi attivi che veicolargon e raro che, a seguito di esposizione
diretta e prolungata con la pelle, alcune sostgmpeochino reazioni avverse come
sensibilizzazione o allergia. Tali rischi vengomsaléati dai sistemi di nano delivery i quali
spesso risultano piu adesivi nei confronti dellgsmide e possono comportare, a seconda
delle situazioni, ulteriori fenomeni pit 0 meno idesati, ad esempio: formazione di film
e occlusione della pelle o aumento dell’adsorbimentdella penetrazione da parte di

sostanze inglobate.
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Ciononostante esistono molte formulazioni in costaethe fanno uso di sistemi di nano

delivery:

» Profumazioni: grazie all'assorbimento facilitatcakka possibilita di rallentare il
rilascio, formulazioni che veicolano le essenzengypalmente oli di origine
vegetale, tramite nanoparticelle sono molto fretjuem questo caso, oltre alla
persistenza, tali sistemi permettono di ridurreglentita di profumo impiegato
incidendo notevolmente sul costo del prodotto.

» Shiancanti: indagini di mercato hanno evidenzidte te formulazioni di colore
bianco sono preferite dai consumatori pertanto tagéivi naturalmente ingiallenti,
come ad esempio la vitamina C che ha un ruolo diossidante, vengono
intrappolati in nanoparticelle per ridurne I'effettromatico.

» Deodoranti e antitraspiranti: tali prodotti nectsso di sostanze antisettiche, grazie
all'impiego dei sistemi di nano delivery si puo aamtare I'efficacia nel tempo e
favorire I'assorbimento di questi principi attivelndotto escretore, in cui possono
concentrarsi i batteri.

» UV-Protettori: per limitare i danni provocati d&posizione a raggi ultravioletti
vengono impiegate sostanze che assorbono prefehmezite tali radiazioni,
molecole organiche con legami coniugati, oppurdasze che ne interrompono
fisicamente il percorso, come il biossido di titgmer le prime & importante ridurre
al minimo I'esposizione e grazie ai sistemi di naletivery & possibile arrivare a
dimezzarne la concentrazione mantenendo lo stegsoeorotettivo, per i secondi
e necessario limitare la rimozione fisica favorendeece I'assorbimento. Le
nanoparticelle inoltre mostrano un comportamemergjico poiché diffondono in
maniera casuale la luce agendo anch’esse da schBsmo e favorendo

l'interazione con i principi attivi.
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1.3.7 Aquasome [&-11]

Una tipologia particolare di sistema di nano deinel’aquasome, o corpo d’acqua, ovvero
strutture sferiche con dimensioni di 60-300 nm. §iugistemi nano particolati presentano
strutture self assembled a tre strati: una fasdaahonocristallina (core), un rivestimento
di tipo oligomerico (generalmente carboidrati),a@eondo rivestimento di molecole attive
che vengono adsorbite con o senza modifiche sul @ligomerico (Figura 1.3.7). La
combinazione della resistenza meccanica data dawuasfeo solido cristallino e la
disponibilita del rivestimento oligomerico di foraimolteplici ponti a idrogeno in modo
da mantenere la molecola adsorbita nella sua fodnséata e attiva senza necessita di
modificarla preventivamente contribuiscono sensibifite alla protezione e conservazione
delle molecole organiche piu fragili. Per la lorouttura si preferisce accumulare le
sostanze da trasportare sulla superficie esteutgpgio che incapsularle, la molteplicita di
siti che il rivestimento offre per interagire irtfatonsente di caricare grandi quantita di
sostanze attraverso legami ionici, covalenti, Van\Walls; nel caso in cui questi legami
siano deboli se considerati singolarmente, il lmvacentramento in una piccola area fa si
che siano possibili piu interazioni contemporanea ta molecola trasportata, in tale
circostanza e improbabile che la molecola si adlbntalla particella poiché tutti questi
legami dovrebbero sciogliersi prima che se ne zemo ulteriori. L'oligomero o dli
oligomeri che costituiscono il rivestimento sonoinpipalmente responsabili del
comportamento di questo sistema di nano delivergpanto concerne le proprieta tipiche
di targeting e rilascio prolungato. L'idratazionetifeciale che queste particelle
conferiscono, in grado di preservare i principivatt consentire su di essi anche trattamenti
altrimenti distruttivi come I'essiccamento, come gietto, € dovuta alla formazione di
molteplici legami a idrogeno col rivestimento chex panto risulta ricco di atomi donatori
di elettroni, solitamente funzionalita idrossilichppure atomi di azoto, fluoro o zolfo. Il
processo produttivo di tali particelle segue soigate una reazione a stadi, facilitata da
strutture auto-assemblanti che contribuiscono aargme la stabilita del sistema;
inizialmente si prepara il nucleo inorganico, a@nepio costituito da calcio fosfato o
idrossiapatite, per conservarne la resistenza,orengmpiegate le tecniche piu adatte a
mantenere la struttura cristallina del materiaéspelto. | nuclei ottenuti hanno solitamente
dimensioni tra 50 nm e 150 nm ed esibiscono unandueattivita superficiale; tale

reattivita permette al rivestimento di aderire §popamente ed in maniera resistente.
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L’eccesso dell'oligomero, frequentemente uno zuczhdata la disponibilita di gruppi
idrossilici, € successivamente rimosso, per ultrafiione, dalla sospensione poiché
fornirebbe punti preferenziali per I'adesione deingipio attivo da caricare; infine

'immobilizzazione sulla superficie del principitti@o ha luogo per parziale adsorbimento.
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Figura 1.3. 7 - Rappresentazione schematica déligtara a tre strati di un aquasont®

Le particelle ottenute vengono caratterizzate nhogicamente, per determinarne le
dimensioni, con tecniche microscopiche (SEM) eeseantrolla la cristallinita del nucleo
attraverso diffrazione a raggi X. La qualita delestimento difficilmente puo essere
determinata, genericamente si usano tecniche disatexmica; per osservare composti
oligosaccaridi si possono effettuare test specifiConcanavalin A, Antrone) che
determinano la quantita di molecole adsorbite quditicelle o di quelle libere e rimaste in
soluzione.

Tra le applicazioni osservate per questi sistettre al trasporto di farmaci, antigeni virali,
vaccini ed enzimi, si € notato che possono svolgeraolo di sangue artificiale: gli
aguasome riescono a complessare I'emoglobina wastio gli eritrociti, possono inoltre
svolgere loro stessi un ruolo simile a quello @efibglobina veicolando direttamente

I'ossigeno.
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1.4 STRUTTURA E ASPETTO DEI CAPELLI

1.4.1 Introduzione

Il ruolo dei capelli umani svolge principalmentenfione protettiva e cosmetica. La
scarsa conducibilita termica di queste fibre idaléesta proteggendola dalle temperature
esterne, inoltre costituiscono un rivestimento guetegge la pelle dalle radiazioni
luminose oltre a fornire una minima protezione daad abrasioni.

Al fine di progettare una tintura per capelli inativa & fondamentale conoscere come
sono strutturati tipicamente, tenendo a mente ehaliazioni tra persona e persona sono
spesso notevoli, poiché influenzate non solo dglaetica ma anche dalle abitudini, dalla
cura, dalla dieta, ecc.

E importante inoltre conoscere come operano leurgntattualmente disponibili in
commercio, quali sono i loro vantaggi ed in patace quali svantaggi possono essere

risolti da un sistema di nanodelivery come queildeigato.

1.4.2 Struttura del capello 4

In prossimita della superficie le fibre dei capealimani presentano un rivestimento
protettivo relativamente spesso e costituito da @ strati di squame sovrapposte,
denominate cuticola; tali squame sono compostecipaimente da lipidi strutturali, da
cheratina e dalle altre proteine, a questa asso@dtelevato tenore di zolfo (KAP).

Sotto questa cuticola si trova la corteccia, ilpooprincipale della fibra, composto da
cellule affusolate ed allineate parallelamenteaalie principale della fibra; contenenti a
loro volta cheratina e KAP a minor tenore di zolfoa queste cellule e tra la corteccia e
la cuticola & presente un composto misto di ligidbroteine a struttura lamellare, che
tiene uniti i diversi componenti della fibra, chiatm complesso di membrana cellulare
(cell membrane complex, CMC).

Il diametro di un capello umano varia sensibilmest#la singola persona e tra piu
persone in base all'eta, al sesso, a fattori orfhengenetici; in generale si pud assumere,
per un adulto, che il diametro cada nell'intervai® 45 um e 110 um.

Verranno ora descritte le componenti principali dapello umano con attenzione a

guanto € inerente alla cosmesi e colorazione idilhaé.
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La cuticola

Lo strato piu esterno della fibra protegge questhd grazie ad un compatto
rivestimento molto inerte chimicamente. La morfadogdi questa struttura
richiama quella delle tegole in un tetto, le cd@lulella cuticola sono piatte ed
avvolgono la corteccia con orientazione dalla radierso la punta del capello. La
loro forma e tale orientazione sono responsabitigalmente della frizione e
della tendenza ad aggrovigliarsi delle fibre. Lesgore di una singola cellula
cuticolare e variabile, principalmente per fatigenetici, intorno ai 400 nm — 500
nm; generalmente sono presenti dalle 6 alle 8 leellsovrapposte, con
conseguente moltiplicazione dello spessore cutieptaa sono possibili eccezioni
che allargano tale intervallo.

Questo rivestimento si deteriora rapidamente aaalegli stress ambientali e
meccanici subiti dai capelli, come mostrato in fagul.4.2; prima si osserva
I'insorgere di bordi irregolari delle cellule, pgueste perdono la loro adesione alla
corteccia ed infine la corteccia stessa perde adesion se stessa, fenomeno delle

“doppie punte”.



Figura 1.4. 2 — Micrografia elettronica di un capelsano a pochi cm dallo scalpo (alto a
sinistra), che presenta principio di deterioramento qualche centimetro (alto a destra),
completamente privato della cuticola (basso a sia)sed infine deteriorato nella corteccia (basso
a destra)

Chimicamente questo strato contiene quantita pirage di cisteina rispetto al
resto del capello, che favorisce la formazionedattpdisolfuro e quindi aumenta
la resistenza meccanica della struttura; tramitdiginKRD é stato verificato che
guesta struttura e altamente reticolata e privdoduini cristallini, a differenza di
quanto visto per la corteccia. Per isolare questdcsdal resto della fibra, a causa
della elevata inerzia chimica, sono necessari ggdcenzimatici oppure lunghi
trattamenti in soluzioni fortemente alcaline comtain solventi organici, come
butanolo, per rigonfiare la struttura.

Come illustrato in figura 1.4.1 e riportato in @efio in figura 1.4.3, la cellula
cuticolare e a sua volta divisa in piu stratijvlestimento piu esterno, 10 nm — 14
nm, € composto da una membrana lipo-proteica, dceaido 18-metilicosanoico
(18-MEA), fortemente legato alla cellula da legaroesterei, che conferisce la
scarsa bagnabilita alla fibra, e quindi una ulteritorma di protezione chimica,
oltre ad essere responsabile del fenomeno “detbsgamento” dei capelli per

assorbimento di sostanze apolari.
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Figura 1.4. 3 — Diagramma schematico della strudtdi un una cellula cuticolare in seziole

Tra questa membrana e la esocuticola é inoltreeptesl| cosiddetto strato-A, una
regione spessa 50 nm — 100 nm e caratterizzata damero ancora maggiore di
reticolazioni, dovute non solo all’elevata presedza&isteina, superiore al 30%,
ma anche a particolari trasformazioni enzimatichelte sulla struttura stessa,
detti legami isopeptidici.

La esocuticola € anch’essa ricca di cisteina, 1520%, e costituisce la parte piu
spessa della cellula, seguita dallo strato fingie, interno, la endocuticola,

relativamente povera di cisteina, contenuto inferal 3%.

La corteccia

Le cellule corticali, e la materia intercellularelld corteccia (CMC), costituiscono
la parte principale in massa delle fibre, arrivaral®0% del peso totale. Nella
figura 1.4.4 si puo vedere una micrografia SEM eliute corticali che escono

dalla fibra e appaiono simili a legno spezzato.



Figura 1.4. 4 - Micrografia SEM di un capello spatzzche evidenzia le cellule cortic&ii

Queste cellule, seppur molto variabili, possonoemssdescritte come corpi
affusolati lunghi fino a 100 pm e spessi da 1 pénuan. Esistono almeno 3 tipi di
cellule corticali la cui distribuzione dipende mipalmente da fattori genetici,
siccome lo scopo di isolamento termico viene svislgpobando aria nelle fibre e
la porosita varia tra queste tipologie di cellidsijste una fluttuazione stagionale
tra le frazioni di cellule, residua di un comportrto animale di “muta”.

All'interno delle cellule si trovano principalmente fibrille proteiche, costituite
da diverse forme di cheratina; oltre ad altri comgrdi inclusi durante la
formazione della cellula, quali ad esempio alcuigngenti. La morfologia di
queste fibrille € altamente ordinata e carattet@zda un’elevata cristallinita,
contrariamente alla matrice semi amorfa che leoola; questo comporta
I'anisotropia di rigonfiamento, in condizioni diesata umidita i capelli tendono
ad assorbire acqua ed ad aumentare di volume megusa della diversa
cristallinita lungo I'asse longitudinale e tras\aesdella fibra, si € osservato che
passando da 0% a 100% di umidita 'aumento longiald €& stato solo del 2%

mentre quello trasversale e arrivato al 14%.

80



81

Il complesso di membrana cellulare

Tale complesso e costituito dalle membrane e daposth adesivi che si

dispongono in uno strato a cuscino, strato delt@ngono unite le cellule della
fibra, sia intra che inter cuticola e corteccia. diierenza principale tra il CMC

cuticolare e quello corticale risiede nellintermze tra lo strato delta e la
membrana delle cellule, nella cuticola infatti qoestrato sfrutta interazioni

covalenti simili a quelle dell’acido 18-MEA (tioest) mentre nella corteccia i
legami sono prevalentemente di natura polare. berrde che compone questo
complesso é principalmente costituito da protethelavato tenore di zolfo, ultra
high sulfur protein (UHSP), gia viste all'internelt® cellule cuticolari (KAP-5 e

KAP-10); in tali strutture si stima che sia pos&ihin legame disolfuro per ogni

nanometro di lunghezza della proteina.

La medulla

Puo esistere infine un ulteriore strato celluldreeatro del capello, la medulla, ma
che generalmente e assente, molto ridotto e/o mlisem; lo si trova tipicamente

in peli e setole animali (ad esempio crine di cayalnelluomo e raro e non

influenza sensibilmente le proprieta o I'aspettdladdibra. Viene studiato

principalmente per studi forensi di attribuzioneudi campione ad un soggetto; in
cosmesi puo diventare influente con la comparseagelli bianchi: il carattere

discontinuo della medulla fa si che si possano #emcavita all’interno del

capello, la luce incidente incontra quindi un camntdi indice di rifrazione ed

eventualmente pud comportare fenomeni di scattesivegrisultano, visivamente,

in aree piu chiare.



La pigmentazione del capello avviene per mezzadaklanine, divisibili in eumelanina
per i capelli marroni e feomelanina per quelli @iani o rossi (figura 1.4.5); tali pigmenti
sono concentrati in melanosomi, in qualche misuagier ovoidali con dimensioni
comprese tra 400 nm e 1000 nm contenenti il cromo®® vengono dispersi nelle cellule

della corteccia e della medulla, come illustratéignra 1.4.6.

Figura 1.4. 6 - Micrografie SEM a diversi ingrandémti in cui si possono notare le cavita lasciate
dall'ossidazione dei melanosomi con perossido migeno!*!
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1.4.3 Alterazione dei capelli per ossigenatura 3!

| formulati disponibili in commercio per ossigenare capelli sono costituiti
principalmente da acqua ossigenata in ambientelirmc@&on o senza aggiunta di
persolfati, che svolgono un ruolo di acceleranta &copo principale degli agenti
ossigenanti € quello di schiarire i capelli, olettraggiungibile mediante I'ossidazione
dei cromofori (melanina); sebbene tale reazionecsiaticamente favorita in soluzione,
'ambiente di reazione reale fa si che il controfim principalmente guidato dalla
diffusione e che avvengano prima le ossidazionlefgami tioesterei e dei ponti disolfuro
superficiali e, successivamente, ossidazioni paeafld indesiderate nella corteccia.

E stata misurata sperimentalmente la variaziondi degminoacidi presenti nella fibra,
principalmente relativa alla tirosina, alla metiwnied alla cisteina; un uso non continuato
di perossidi lascia praticamente inalterati i pridue mentre la cisteina viene sempre
convertita ad acido cisteico.

L’impoverimento di acido 18-MEA comporta immediatamte la riduzione del carattere
idrofobico delle fibre, oltre a produrre un certenmero di gruppi funzionali sulfonato in
superficie che aumentano I'acidita complessivacdgkllo; all’interno e sotto la cuticola
I'ossidazione comporta il distacco del CMC dalléute, come evidenziato in figura 1.4.7
in cui un capello ossidato e posto in trazionettura a secco mostra come residuo uno

strato cuticolare cavo, privo della corteccia.

Figura 1.4. 7 - Micrografia SEM di un capello osaid con perossido di idrogeno in ambiente alcalieo
qualche ora e posto a prova di rottura per trazi@nseccol
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L’'estensione della degradazione dei ponti disolfimouna ossigenatura “normale”
coinvolge fino al 25% dei legami presenti nellardib un uso intenso, tipico del

trattamento di capelli molto scuri (neri o nero-mar) a risultati biondo chiari, puo

arrivare al deterioramento del 45% dei legami disol

L’ambiente di questi formulati & solitamente congaréra pH 9 e pH 11, in tale ambiente
avvengono reazioni di idrolisi delle catene polipgiphe e dei legami ammidici tra esse
(Figura 1.4.8).

1 ]
. |
R 'I:JI‘ 1;'» 'O-C-(l.‘H-NH-(lf.‘-CH-NH-
|
-C-CH-NH-C-CH-NH-C-CH-NH- -OH R 0
Il I [1 ' R +
O R O |
-C-CH-NH>
Alkaline hydrolysis of a peptide bond Il
O
O O
] |
-C-CH-NH- -C-CH-NH-
| |
CH, CH,
| |
C=0 “"OH C=0 + NH;
| > |
NH, O.

Amide of aspartic acid residue

Figura 1.4. 8 - Reazioni di idrolisi in ambientecalino™

Si puo affermare che la resistenza a trazione a@lt dipenda principalmente dai ponti
disolfuro per capelli bagnati e dai legami pepfigier capelli secchi, dopo un trattamento

normale di ossigenatura quest’ultima é risultadatta del 4% — 8%.

84



Un processo simile alla degradazione da perosgdievnormalmente effettuato per foto
ossidazione dei legami C — S e S — S all'internitadgruttura dei capelli; € per limitare

tale processo che sono naturalmente presenti i grigmche dissipano I'energia

elettromagnetica sotto forma di calore, inoltreuffeelanina € in grado di assorbire i
radicali liberi formati dalle radiazioni inciderdando luogo allo schiarimento che si nota
nei periodi estivi. Le colorazioni artificiali pamso contribuire a salvaguardare la
struttura delle fibre, ed e dimostrato che piu sauil pigmento maggiore € la protezione
apportata, ma soffrono anch’esse di un effetto etjradazione foto ossidativa per cui
tendono a variare, anche sensibilmente, la tonddifg 'esposizione prolungata alla luce
solare.

Eventuali metalli di transizione presenti anchetriacce, in particolare ferro e rame,

catalizzano la reazione di propagazione dei raideaono spesso responsabili di gravi
danni permanenti alle fibre, di natura sia strattey per via di reticolazioni amorfe che si
vengono a creare e deviano i normali percorsi dpagazione delle cricche; che di

aspetto, poiché i radicali possono mutare la straittlegli agenti cromofori 0 causare un

diffuso ingiallimento delle fibre.

144 Tinture per capelli

Tra le diverse formulazioni disponibili per la tind dei capelli umani riconosciamo le
colorazioni permanenti, anche dette ossidative, llggusemipermanenti e quelle
temporanee. Nelle tinture ossidative si prevedfinare il colore direttamente in situ,
nei capelli, partendo da determinati precursoriae ststemi ossidativi. In Europa le
sostanze, siano esse precursori, ossidanti o @triponenti della matrice, ammesse
all'uso in cosmesi sono strettamente regolate efa¥European Cosmetic, Toiletry and
Perfumery Associatio(COLIPA).

Tinture permanenti o ossidative

| componenti principali di una formulazione perttire permanenti consistono in
un precursore di colorante che formi intermedivattin fissatore (coupler) del
colorante, un agente ossidante, solitamente pemssidrogeno, ed i composti di
matrice come tensioattivi, conservanti ed altriiadid Queste formulazioni hanno

un pH solitamente tamponato nell'intervallo tra @td pH 10.
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Il consumatore e in grado di gestire direttameat®halita risultante correggendo
I rapporti tra i componenti principali. | precurso(Figura 1.4.9) sono
principalmente composti polifunzionali derivati Bailina in grado di formare,
per ossidazione, diimmine o quinonimmine ioniche.

| fissatori sono composti aromatici che reagiscoan gli intermedi attivati dei
coloranti, in assenza di questi i coloranti risidtdero grigi 0 marroni mentre

questi da soli darebbero prodotti di ossidaziogelori (Figura 1.4.9)
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Figura 1.4. 9 - Alcuni precursori dei coloranti jpre due colonne) e dei fissatori (ultime due co&nn
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impiegati nelle tinture ossidativé!

Le formulazioni disponibili contengono spesso pitud precursore e piu di un
fissatore, per tanto le reazioni che possono duego nei capelli sono molteplici.
Gli agenti ossidanti possono variare ma solitamgrdee impiegato perossido di
idrogeno, data la possibilita di reazioni radicatializzate da metalli di transizione
queste formulazioni contengono spesso agenti segogsper chelare tali
sostanze.

| precursori riescono a diffondere all’interno delibra per piccoli spessori prima
di dare luogo alla formazione dei coloranti, chguidata da una cinetica molto
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rapida; cid comporta la cosiddetta “colorazione aamtllo”; i coloranti che si
formano possono essere dinucleari, accoppiandaesursore ad un fissatore, o
polinucleari, se aumentano le molecole accopplategni caso i prodotti che si
formano hanno dimensioni tali da non riuscire pall wscire dalla fibra per
diffusione e vengono pertanto definiti shampoostesiti.

Nei tardi anni 80 le sostanze di cui &€ noto I'iegd come precursori o fissatori,
elencate nella direttiva per la cosmesi europemaeoltre 150, I'ente COLIPA ha
ridotto questo numero ad appena 25 e molte di guasto in attesa di ulteriori
test che potrebbero respingerle. E doveroso faaragberd che spesso non c'é
accordo tra le direttive proposte da questo entedddersi paesi, ad esempio in
Italia € vietato I'uso del 1-nitro-p-fenilendiamnairche invece risultésicura”
secondo COLIPA; tali disaccordi possono confinageetec industrie al mercato

interno e compromettere lo sviluppo di nuove forazidni.

Tinture semipermanenti

Con tintura semipermanente si fa riferimento a r@@dni che resistono a 4 — 6
lavaggi normali con shampoo; in tali formulazioreonnavvengono reazioni di
sintesi del colorante ma si impiegano sostanzea@greformate. Per ottenere la
tonalita desiderata e garantire che questa relgti dapo i lavaggi, poiché un
colorante potrebbe essere rimosso piu facilmengdtdicomportando un viraggio
nel tempo, vengono dosati nelle formulazioni ant8ealiverse sostanze coloranti
(figura 1.4.10). Oltre a questi non esistono atvmponenti essenziali ma una
serie di additivi come tensioattivi, tamponi e jnoi.

L’assorbimento del colorante avviene solamentediffusione ed e influenzato
sensibilmente dallo stato superficiale della fibocan conseguente assorbimento
preferenziale in prossimita delle punte; il capéthitiene queste sostanze tramite
interazioni deboli di tipo Van der Waals. L'appliane di queste tinture viene
effettuata sui capelli appena lavati, con un temipposa di 20 — 30 minuti a cui
segue un risciacquo senza shampoo ed eventualmenteattamento con un
balsamo che agisce da fissatore “lisciando” lecolgi in modo da favorire la

ritenzione del colorante.
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Figura 1.4. 10 - Alcuni dei coloranti impiegati teetinture semi-permaneriti

Tinture temporanee

L'obiettivo delle tinture temporanee € quello dinterire ai capelli una
colorazione che risulti lavabile con un normalerspao. In queste formulazioni la
quantita di sostanze coloranti diverse e inferfmoiehé non € necessario modulare
il rilascio nel tempo, si vuole ottenere solamdattnalita richiesta, pertanto sono
sufficienti dalle 2 alle 5 sostanze.

L’applicazione avviene su capelli appena lavatiretthmente su capelli asciutti,
via spray, a cui segue solamente la pettinatura, siarisciacqua e si evitano
condizioni in cui i capelli sono molto bagnati pestacolare la diffusione dei
coloranti all'interno delle fibre. Le sostanze imgate sono simili a quelle
impiegate per le tinture tessili (figura 1.4.11hecavvengono pero a tutt’altre
condizioni di solventi, temperatura, pH e per tempi lunghi; i parametri di
interesse principale sono una elevata solubilibgj da favorire la rimozione, ed

una scarsa diffusivita, per ostacolare la penetrezi
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Figura 1.4. 11 - Alcuni coloranti impiegati nelleture temporanee

Altri tipi di tinture

Tra le tinture meno frequenti, ma comunque impdrtdal punto di vista di

mercato, troviamo le tinture con coloranti metaliit cui in passato sono stati
impiegati come coloranti sali di piombo, argentsniuto, cobalto, rame, ferro e
mercurio.

Ad oggi restano presenti sul mercato solamentenaldarmulazioni di piombo

acetato che, reagendo con gli atomi di zolfo preesesila cuticola, provocano un
progressivo annerimento del capello; dato che quefétto avviene in maniera
graduale e continuata sono impiegate principalmeafggli uomini ma sono

limitate a questa sola tonalita.

Hanno inoltre lo svantaggio di accumulare piombo aapelli, che pud reagire

successivamente con perossidi e persino con aloranti.

Un altro tipo di tintura, molto antico, € quelloecia uso di estratti vegetali;
attualmente sono presenti sul mercato principalenéoe sostanze che rientrano
in questa categoria, sebbene il mercato sia att@maesto tipo di formulati e
siano in corso di studio altre sostanze nuove rauaall'impiego come

colorantil.



Il lawsone (figura 1.4.12) viene ricavato dalle lfeglella pianta di henné tramite
un processo relativamente semplice di estraziome ammjua e bicarbonato di
sodio; e stato usato come tintura per capelli & gal dall'antico Egitto. L’altra

sostanza e I'apigenina (figura 1.4.12), estrattdida della camomilla.

Figura 1.4. 12 — Strutture del 2-idrossi-1,4-nattdtone o lawsone estratto dall’henné (sinistra)

e del 4',5,7-triidrossi flavone o apigenina estaadialla camomilla (destra)!

Entrambe queste molecole sono in grado di fornmegarhi covalenti con i gruppi
funzionali amminici, o altri gruppi nucleofili, ldri presenti nelle catene proteiche
del capello e risultano molto difficili da rimuoweuna volta legati.

Le stesse sostanze vengono usate anche per tiegstdi ed in tale ambito sono
coadiuvate dall'impiego di mordenti, sali metallitpicamente di cromo, ferro e
stagno, che aiutano il fissaggio e modificano ancke@sibilmente il tono
risultante. Certe formulazioni commerciali di tirgdual’henné “artigianali”,
formulate da piccoli laboratori o erboristerie, ianuso degli stessi sali per
conferire alla colorazione toni meno arancioni @ pruni; in questo modo si
apportano ai capelli metalli di transizione che pontano rischi analoghi a quelli

descritti per il piombo.
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2.0 PARTE SPERIMENTALE

2.1 Introduzione

In questo capitolo viene descritta la preparativaashoparticelle di argento con differenti
rivestimenti. Il processo di sintesi selezionatmeiu idoneo e stato quindi ottimizzato
del punti di vista chimico-fisico. Il prodotto namstrutturato finale e stato abbinato ad un
colorante commerciale in una opportuna formulazieme € stata valutata la prestazione
in seguito all’applicazione, seguendo diverse styiat su capelli umani decolorati.

Le sintesi sono state svolte in ambiente acquasagiavate da riscaldamento con sistema

a microonde se necessario; i sistemi riducentoeaplsono classificabili in tre famiglie:

» Polimero con riducente — si & impiegato poliviniipiidone (PVP) come agente di
rivestimento ed un monosaccaride, fruttosio o ghimo attivato da sodio
idrossido, come agente riducente.

» Zuccheri semplici — si e riprodotto il processostitesi precedente impiegando
solo glucosio o diversi disaccaridi come agentiridestimento, in alcuni casi
svolgendo anche il ruolo di agenti riducenti.

» Polisaccaridi — sono state esplorate sintesi in wuipolisaccaride, composto
polimerico con molti gruppi funzionali, naturalen{@o, chitosano) o modificato
(idrossietilcellulose), agisce contemporaneameigtala agente riducente che da

rivestimento.

Le analisi svolte per caratterizzare le sospensiottenute sono state finalizzate
all'individuazione di particelle con dimensioni @rfori a 100nm, monodisperse e

termodinamicamente stabili nel tempo; tra queste:

» Determinazione del diametro idrodinamico mediamtaliai DLS (dynamic light
scattering)
* Determinazione dello stato di ossidazione dell'atge nelle fasi ottenute

attraverso analisi per diffrazione a raggi X (XRD)
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» Determinazione della resa di reazione effettuatsurando I'argento residuo in
soluzione, con analisi spettrofotometrica a raggXRF), dopo separazione delle
nanoparticelle formatesi operata con ultracentahigne

* Registrazione dello spettro di risonanza plasmorscperficiale al fine di
determinare la lunghezza d’onda a cui avviene g3mao di estinzione, parametro
correlato alla natura e dimensione nanometrica gheltticelle.

» Analisi morfologica, effettuata con l'ausilio dici@iche di microscopia elettronica
a scansione con sorgente ad effetto di campo (SE®)}Fper determinare la

disposizione del rivestimento e la dimensione dedldicelle sintetizzate.

2.2 Materieprime

In tabella 2.1 vengono elencate le materie primgegate nelle sintesi e nelle successive

applicazioni, accompagnate dalle principali infommoai chimico-fisiche e con indicato il

fornitore.
Composto Stato | Aspetto PM* Purezza% | Produttore
fisico (g/mal) (m/m)
Acido Ascorbico Solido Bianco 176,12 >99,7 Riedel-de
Haén
Amido di riso Solido Bianco 180,16 >99,0 Sigma
Aldrich
Argento nitrato Solido Bianco 169,87 >99,0 Sigma
Aldrich
Chitosano Solido Beige 179,1Y >99,0 Sigma
Aldrich
Fruttosio Solido Bianco 180,16 >99,0 Sigma
Aldrich
Glucosio Solido Bianco 180,16 >99,0 Merk
Lattosio monoidrato Solido Bianca 360,31 >99,5 Sigma
Aldrich
Maltosio monoidrato Solido Bianca 360,31 >99,0 Sigma
Aldrich
PVP K25 Solido Bianco 111,14 >99,0 Sigma
Aldrich
Sodio citrato Solido Bianco 294,10 >99,0 Sigma
Aldrich
SoftCAT™ SL-30 Solido | Bianco| 178,25 >99,0 Amerchol
Soft CATM SL-5 Solido | Bianco| 178,25 >99,0 Amerchol
SoftCAT™ SL-60 Solido | Bianco| 178,25 >99,0 Amerchol
SoftCAT™M SX-1300H| Solido| Bianco| 178,25 >99,0 Amerchol
Trealosio diidrato Solido Bianco 378,383 >98,5 Sigma
Aldrich

Tabella 2. 1 - Elenco delle materie prime utilizzat
*per i polimeri si & intesa I'unita monomerica réikza
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2.3 Sintesi delle nanoparticelle di argento

2.3.1 Sintesi con polivinilpirrolidone in preserdianonosaccaridi

Questa sintesi, gia nota ed ottimizzata in lavedcpdentiltl, & stata utilizzata come

sistema di riferimento con cui confrontare le sntsuccessive (sintesi standard). Le
variazioni che sono state apportate riguardancipatmente ordine, tempi e metodi con
cui vengono aggiunti i diversi reattivi.

La procedura comune seguita in queste sintesi PecVa dispersione in soluzione

acquosa dellagente di rivestimento, polivinilplrdone K30, dell’agente riducente,

glucosio o fruttosio, e dell'idrossido di sodio;aumolta sciolti i composti, la soluzione

viene riscaldata in un sistema a microonde, seguamth velocita di riscaldamento

impostata. Al raggiungimento della temperaturaedizione viene addizionato al sistema
una soluzione contenente argento nitrato, che peova formazione quasi istantanea
delle nanoparticelle; il processo € ultimato cocual minuti di incubazione alla stessa
temperatura ed il raffreddamento a temperatura emboi

L’idrossido di sodio € necessario per catalizzareebzione di riduzione dell’argento da
parte dei monosaccaridi.

In figura 2.1 viene rappresentato lo schema logmiqprocedimenti della sintesi:

Polivinilpirrolidone Sodio idrossido Monosaccaride

Argento nitrato

A

v

Nanoparticelle di
argento

Figura 2. 1 - Schema di sintesi per nanoparticdilargento con polivinilpirrolidone
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Le operazioni e le quantita delle sostanze impegatiascuna sintesi sono riportate di

seguito in dettaglio sia per la sintesi con gluacasie con fruttosio.

Sintesi di una sospensione nanoparticellare di atgeidotto tramite glucosio:

(100ml 0,5% di argento in peso)

1.

N oo g A

Preparazione, in un becher, della soluzione diysece, 850mg di argento nitrato
in 10ml di acqua distillata.

Preparazione, in un pallone, della soluzione dizioee, 3138mg di
polivinilpirrolidone K25, 282mg di sodio idrossid®01mg di glucosio in 90ml di
acqua distillata.

Riscaldamento della soluzione di reazione fino #dlamperatura di 70° C, con
sistema di riscaldamento a microonde impostatoadarda portare la temperatura
ambiente a quella di reazione in 4 minuti.

Inserimento nella soluzione calda della soluzianarelcursore.

Mantenimento della temperatura per 3 minuti.

Raffreddamento a temperatura ambiente in aria.

Raccolta della sospensione colloidale ottenutaceatnazione 0,05M di argento.

Sintesi di una sospensione nanoparticellare di atgeidotto tramite fruttosio:

(100ml 0,5% di argento in peso)

1.

N o o bk
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Preparazione, in un becher, della soluzione diysece, 850mg di argento nitrato
in 10ml di acqua distillata.

Preparazione, in un pallone, della soluzione dizioee, 3056mg di
polivinilpirrolidone K25, 282mg di sodio idrossid®)1mg di fruttosio in 90ml di
acqua distillata.

Riscaldamento della soluzione di reazione fino &dlaperatura di 70° C, con
sistema di riscaldamento a microonde impostato odonda riscaldare dalla
temperatura ambiente a quella di reazione in 4 tninu

Inserimento nella soluzione calda della soluziangrecursore.

Mantenimento della temperatura per 3 minuti.

Raffreddamento a temperatura ambiente in aria.

Raccolta della sospensione colloidale ottenutagceatnazione 0,05M di argento.



| rapporti molari, mantenuti costanti, tra i reatjerelle sintesi sono stati quelli riportati
nei lavori precedentemente pubblid&ti per 1 mole di argento sono aggiunte: 5,5 moli di
polivinilpirrolidone, 1,41 moli di sodio idrossidd, mole di monosaccaride. Per quanto
riguarda le impostazioni ottimali circa la potera@gata dal sistema a microonde, la
temperatura ed il tempo di reazione ci si &€ baktalati di letteratura.

In questo lavoro sono state svolte le sintesi naioa

» La quantita di sospensione preparata
» La preparazione dei reagenti
» Ladiversa velocita di miscelazione dei precursori

» Sostituzione di alcuni reagenti

Le diverse sospensioni ottenute sono state antdizzaonfrontate. Inoltre i dati relativi
alla stabilita nel tempo, alla lunghezza d’ondaedtinzione plasmonica, alla resa di
reazione e alla dimensione e distribuzione delleoparticelle sono stati presi come
riferimento per poter poi confrontare le sospensthmanoparticelle di argento ottenute
usando altri rivestimenti.

A titolo esemplificativo si riportano di seguito thstribuzione delle dimensioni e lo
spettro di estinzione sovrapposti (Figure 2.2 ¢,28r la sintesi standard (AgL01), per
una sintesi effettuata utilizzando una vetreridgwata con acqua regia (AgL03) e per una
sintesi in cui sono stati impiegati reattivi da udeversa fornitura appena iniziata
(AgLO5).

12

10

Intensita percentuale

0 4 , -

0,1 1 10 100 1000 10000

Dimensione (diametro, nm)
———Agl01 ==—=Agl03 AglL05

Figura 2. 2 — Distribuzioni delle dimensioni peténsita
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Figura 2. 3 - Spettri di estinzione registrati ifliudzione 1 a 200

In Tabella 2.2 sono riportate le variazioni spemnta# investigate, rispetto alla sintesi
standard con polivinilpirrolidone, mentre in TalbeR.3 la programmata di temperatura

utilizzata per il sistema a microonde.

Parametri di sintesi Valori
Base impiegata Sodio idrossido, Sodio carbonato
Sistema riducente Solo glucosio; solo fruttosio;

glucosio e fruttosio 50/50

Diver so inserimento del precursore Veloce da beuta;

Lento con imbuto gocciolatore

Diver se condizioni dei reagenti Freschi; Iniziati e stoccati per mesi

Diverse condizioni di vetreria Trattamento classico;

Pretrattata con acqua regia

Volumetotale batch di reazione (ml) 90; 100; 110

Tabella 2. 2 — Condizioni di reazione studiate lgesintesi di sospensioni di argento stabilizzaeP¥/P
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Tempo Potenza massima | Temperatura
impostata [W] impostata
4 min 250 70 °C
30 sec 150 70 °C
2,5 min 100 70 °C

Tabella 2. 3 - Programma di riscaldamento microomdpostato

2.3.2 Sintesi con zuccheri semplici

Sulla base dei risultati ottenuti dalle sintesialig® nel paragrafo precedente, si sono
studiate sintesi alternative per la produzioneodpgnsioni di argento utilizzando mono e
disaccaridi come agenti sia riducenti che di riveshto.

Inizialmente si sono mantenute le stesse condizionéazione del sistema con PVP in

presenza di monosaccaridi, sostituendo il polineemi seguenti zuccheri:

* Glucosio
» Lattosio
* Maltosio
* Trealosio

Allo scopo di ottenere una struttura core-shelb tigquasome: nucleo inorganico e
rivestimento esterno (shell) costituito da un cattado.

Lo schema di sintesi é riportato in figura 2.4ptacedura € stata modificata nei casi in
cui lo zucchero di rivestimento ha svolto anchdaud riducente. In questo caso infatti
era necessario impiegare una concentrazione magdiaucchero in soluzione. Inoltre,
poiché il ruolo di agente di rivestimento, piu assere dovuto all’eccesso di glucosio, e
svolto dall’acido gluconico e da altri prodotti assidazione, sono state effettuate prove
variando la temperatura di reazione e/o la velddi@ggiunta del precursore. Lo scopo di
tali variazioni € quello di produrre, attraverso dagradazione termica del glucosio
indicata dall'imbrunimento della soluzione stessaa frazione iniziale di composti in
gradi di contribuire maggiormente alla stabilizzeg dei primi semi di nucleazione ed

ostacolare la formazione di macroagglomerati.
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Disaccaride Sodio idrossido Glucosio

A

Argento nitrato

A

A 4

Nanoparticelle di
argento

Figura 2. 4 - Schema di sintesi per nanoparticdilargento stabilizzate da disaccaridi

In figura 2.5 viene rappresentato lo schema logiebprocedimento di sintesi generico
con glucosio.

Sodio idrossido Glucosio

A

Argento nitrato

A 4

Nanoparticelle di
argento

Figura 2. 5 - Schema di sintesi per nanoparticdilargento ridotte e stabilizzate da glucosio
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La sintesi con trealosio € stata indagata maggioeneén quanto € risultata piu
promettente sia dal punto di vista dei risultatzigi che da quello riguardante lo
sviluppo di sistemi di nanodelivery. In particolaseno state svolte sintesi con o senza
aggiunta di sodio idrossido o sostituendo I'agemtaecente (glucosio) con sodio citrato o

acido ascorbico (vedi figura 2.6).

Trealosio Sodio idrossido Riducente

Argento nitrato

A

v

Nanoparticelle di
argento

Figura 2. 6 - Schema di sintesi per nanoparticdilargento stabilizzate da trealosio

In Tabella 2.4 sono riassunte le diverse condizibsintesi esplorate.

Parametri di sintes Valori
Base Sodio idrossido
Rapporto molare Per disaccaridi 1.41 /1
[base]/[ar gento] Per glucosio 1/ 1
Riducente Glucosio

Rapporto molare

[riducente]/[ar gentO] 1/1
Stabilizzante Glucosio; Lattosio; Maltosio; Trealosio
Rapporto molare* Glucosio0/1
[stabilizzante]/[ar gento] Altri5.5/1

Tabella 2. 4 — Condizioni di reazione di riferimermter le sintesi di sospensioni di argento
stabilizzate da mono e disaccaridi.

* nel caso del glucosio impiegato anche come siagaihte si intende concentrazione
[glucosio] = [riducente] + [stabilizzante]
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In tabella 2.5 si riportano i diversi rapporti moledagati, sempre riferiti ad una mole di
argento nitrato e suddivisi per agente stabilizzant

Parametri di sintes Valori
Glucosio 1;2:2,5:6,5

Base con glucosio 1:15;:2;25
Trealosio 1,5;3;55

Base con trealosio 0:1,41:2,5

Riducente con trealosio 0115

Tabella 2. 5 — Condizioni di reazione studiate lgesintesi di sospensioni di argento stabilizzaeP¥/P

La temperatura ed il programma di riscaldamento ssiati mantenuti costanti (tabella
2.3) per le sintesi con disaccaridi mentre sonte stavestigate condizioni diverse la
sintesi in presenza di glucosio (tabella 2.6).

Procedura 1
Tempo Potenza massima Temperatura
(W]
- - Ambiente (< 30 °C)
Procedura 2*
Tempo Potenza massima Temperatura
(W]

5 min 250 90 °C
30 sect 150 90 °C
2,5 min 120 90 °C

Procedura 3
Tempo Potenza massima Temperatura
(W]

2 min 250 60 °C
10 min 120 60 °C

1 min 250 70 °C
30 sect 150 70 °C
2,5 min 120 70 °C

Procedura 4
Tempo Potenza massima Temperatura
(W]

1 min 250 50 °C

10 min 120 50°C
Raffreddamento - -
T - Ambiente (< 30 °C)

Tabella 2. 6 - Diversi programmi di riscaldamenter ia sintesi stabilizzata con glucosio.
* sintesi condotta con sistema di raffreddamentvatsui vapori (chiller) impostato a 15 °C
¥ all'inizio di questo passaggio viene inserit@ikcursore metallico
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In tabella 2.7 sono riportate le condizioni di esitutilizzate con trealosio e miscele

riducenti diverse dal glucosio e diversi rapportlani rispetto all’argento nitrato.

Parametri di sintes Valori
Rapporto molare Mantenuto fisso:
[riducente total€]/[argentO] 1

Frazione per centuale di glucosio sostituita:

da sodio citrato 100 %; 50%; 10%
da acido ascor bico 100 %; 50%; 10%

Tabella 2. 7 — Condizioni di reazione studiate fgesintesi di sospensioni di argento stabilizzede d
trealosio e ridotte con sistemi differenti dal sglacosio

A fine esemplificativo si descrivono le sintesi shspensioni rivestite da trealosio in

presenza o meno di glucosio.

Sintesi di una sospensione nanoparticellare di atgestabilizzato da trealosio e

riduzione mediata da glucosio:

(200ml 0,2% di argento in peso)

1.

N o g A

Preparazione, in un becher, della soluzione diysece, 340mg di argento nitrato
in 10ml di acqua distillata.

Preparazione, in un pallone, della soluzione drioree, 4162mg di trealosio
diidrato, 113mg di sodio idrossido, 360mg di gluoas 90ml di acqua distillata.
Riscaldamento della soluzione di reazione fino &daperatura di 70° C, con
sistema di riscaldamento a microonde impostato odonda riscaldare dalla
temperatura ambiente a quella di reazione in 4 minu

Inserimento nella soluzione calda della soluziongrecursore.

Mantenimento della temperatura per 3 minuti.

Raffreddamento a temperatura ambiente in aria.

Raccolta della sospensione colloidale ottenutaceatnazione 0,02M di argento.
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Per la sintesi priva di glucosio si € mantenutdamte il rapporto argento-trealosio e si
notata la riduzione nonostante questo disaccardeassificato come non riducente.

Sintesi di una sospensione nanoparticellare di atgeidotto e stabilizzato da trealosio:
(100ml 0,2% di argento in peso)

1. Preparazione, in un becher, della soluzione diyssere, 340mg di argento nitrato

in 10ml di acqua distillata.

2. Preparazione, in un pallone, della soluzione driceee, 4162mg di trealosio

diidrato e 113mg di sodio idrossido in 90ml di azglistillata.

3. Riscaldamento della soluzione di reazione fino &dlaperatura di 70° C, con
sistema di riscaldamento a microonde impostato odonda riscaldare dalla
temperatura ambiente a quella di reazione in 4 tninu
Inserimento nella soluzione calda della soluziaonarelcursore.

Mantenimento della temperatura per 3 minuti.

Raffreddamento a temperatura ambiente in aria.

N o o A

Raccolta della sospensione colloidale ottenutagceatnazione 0,02M di argento.

2.3.3 Sintesi con polisaccaridi

Allo scopo di incrementare la disponibilita di gpaunzionali superficiali e aumentare la
stabilita delle sospensioni colloidali attraversnaumaggior repulsione di carattere
principalmente entropico; sono state effettuateéesinutilizzando polisaccaridi (catene
polimeriche, anziché oligomeriche) contenenti giugmminici o gruppi con carattere
lipofilo.

Nella figura seguente (2.7) sono riportate le siratridotte dei polisaccaridi impiegati

nelle sintesi.
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Figura 2. 7 - Strutture dei polimeri impiegati:
alto a sinistra: amido;  alto a destra: chitosanon hasso: SoftCA (polyquaternium 67)

Le sintesi sono state inizialmente condotte seguémdtesso approccio impiegato per le
sospensioni con polivinilpirrolidone ottenendo fiati insufficienti, si € quindi
modificata la strategia di sintesi, per ciascunnégeli rivestimento, in base a quanto
disponibile in letteratura; i processi di sintesnsiderati migliori, risultati dall'impiego di
idrossietilcellulose, sono stati ottimizzati pefdae successiva di applicazione.

La procedura iniziale non ha prodotto risultati disthcenti a causa di problemi di
solubilizzazione delle sostanze polimeriche nelb&nte di reazione, acquoso, e della
tendenza di alcune di queste sostanze a formaatéirgelcon relative complicazioni nella
distribuzione omogenea del precursore metallicsiméesi alternative adottate vengono

qui di seguito trattate separatamente.
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2.3.3.1 Sintesi con amido
L’amido mostra una solubilitd praticamente nullaaggua, in letteratura viene impiegato
come stabilizzante in sintesi di nanoparticelle aliehe a concentrazioni inferiori
rispetto all'intervallo studiato in questo lavorospesso si tratta di amido modificato
(amido solubile), privato della parte ramificata amnilopectina, oppure trasformato
tramite tecniche di idrolisi acida, ossidazione egrhdazione termica in presenza di
glicerolo. Nelle prove da noi effettuate € statmteauto lo schema di sintesi riportato in
Figura 2.8. Tuttavia prima di raggiungere la terapaa di reazione (70 °C), si verifica la
degradazione della struttura polimerica e la foiora di una fase gelatinosa; in tali
condizioni I'agitazione magnetica del sistema arooade viene arrestata ed il precursore
aggiunto non riesce a miscelarsi sufficientemerda & soluzione di reazione. La
procedura € stata ripetuta successivamente ridacendoncentrazioni e variando il
programma di riscaldamento per ottenere una fasatigesa omogenea prima
dellaggiunta del precursore; come riportato nedleguenti tabelle 2.8 e 2.9 che
riassumono le condizioni di reazione, i rapportianicconsiderati rispetto alla quantita di

argento introdotta ed i programmi di riscaldamentposti.

Amido Sodio idrossido Glucosio

A

Argento nitrato

A

A 4

Nanoparticelle di
argento

Figura 2. 8 - Schema di sintesi per nanoparticdilargento stabilizzate da amido
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Parametri di sintesi Valori

Rapporto molare Mantenuto fisso:
[amido]/[argento] 5,5
Rapporto molare Mantenuto fisso:
[riducente]/[argentO] 1
Rapporto molare Mantenuto fisso:
[base]/[argento] 1,41
Temperatura 70 °C
Volumedi reazione (ml) 100
Concentrazione ar gento (mM) 20; 50

Tabella 2. 8 — Condizioni di reazione studiate fgesintesi di sospensioni di argento stabilizzade d
amido

Procedura 1
Tempo Potenza massima Temperatura
[W]

4 min 250 70 °C
30 sect 150 70 °C
2,5 min 100 70 °C

Procedura 2
Tempo Potenza massima Temperatura
(W]

4 min 250 80 °C
30 sect 150 70 °C
2,5 min 100 70 °C

Tabella 2. 9 — Diversi programmi di riscaldamenter jia sintesi stabilizzata con amido.
¥ all'inizio di questo passaggio viene inserit@iecursore metallico

Il procedimento svolto nella sintesi a concentrazralotte € conseguentemente simile a

guello visto per le sospensioni ottenute con poiipirrolidone.

Sintesi di una sospensione nanoparticellare di atgestabilizzato da amido:
(200ml 0,2% di argento in peso)
1. Preparazione, in un becher, della soluzione diysece, 340mg di argento nitrato
in 10ml di acqua distillata.
2. Preparazione, in un pallone, della soluzione diiceee, 1784mg di amido di riso,
113mg di sodio idrossido, 360mg di glucosio in 9@mhcqua distillata.
3. Riscaldamento della soluzione di reazione fino ##laperatura di 80° C in 4

minuti.
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Inserimento nella soluzione calda della soluzianarelcursore.
Mantenimento della temperatura per 3 minuti.

Raffreddamento a temperatura ambiente in aria.

N o o &

Raccolta della sospensione colloidale a conceminazd,02M di argento.

2.3.3.2 Sintesi con chitosano

Lo schema classico di sintesi (vedi figura 2.1) gpegsto polisaccaride non e impiegabile;
il chitosano e solubile (scarsamente) soltantamibianti acidi, e stato pertanto seguito il
processo di sintesi indicato da altri lavé#i e rappresentato in Figura 2.9, in cui
'ambiente di reazione € mantenuto acido, con a&@detico, ed il riducente, acido
ascorbico, non necessita di sodio idrossido cortaizzatore.

| parametri fisici e le concentrazioni riguardafai sintesi svolta con il procedimento
standard e quelli inerenti il procedimento in ambgeacido sono riportati nella tabella

(2.10) sottostante.

Chitosano Acido Acetico

Acido Ascorbico

v

A

Argento nitrato

A 4

Nanoparticelle di
argento

Figura 2. 9 — Schema di sintesi per nanoparticdllargento stabilizzate da chitosano
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Sintesi Basica

Sintesi Acida

Parametri di sintesi

Valori

Parametri di sintesi

Valori

Rapporto molare

[chitosano]/[argentQ]

Mantenuto fisso:

55

Rapporto molare

[chitosano]/[argentQ]

Mantenuto fisso:
3,1

Rapporto molare

Mantenuto fisso:

Rapporto molare

Mantenuto fisso:

[riducente]/[ar gento] 1 [riducente]/[argentO] 0,96
Rapporto molare Mantenuto fisso: Rapporto molare Mantenuto fisso:
[base]/[argentO] 1,41 [Ac. Acetico]/[argentQ] 8,31
Temperatura 70 °C Temperatura 100 °C
Volumedi reazione (ml) 100 Volumedi reazione (ml) 100
Concentrazione argento (mM) 20 Concentrazione argento (mM) 20

Tabella 2. 10 — Condizioni di reazione studiate lgesintesi di sospensioni di argento stabilizzide

chitosano

Il procedimento in ambiente acido é stato svoltwoedo i passaggi descritti di seguito,

impostando il sistema a microonde come riportattabella 2.11 e attivando un circuito

di raffreddamento termostatato a 15° C per openacendizione di riflusso.

Sintes basica
Tempo Potenza massima Temperatura
[W]

4 min 250 70 °C
30 sect 150 70 °C
2,5 min 100 70 °C

Sintes acida
Tempo Potenza massima Temperatura
[W]

4 min 250 100 °C
30 sect 150 100 °C
2,5 min 100 100 °C

Tabella 2. 11 — Diversi programmi di riscaldamepier la sintesi stabilizzata con amido.
¥ all'inizio di questo passaggio viene inserit@ibcursore metallico e I'acido ascorbico
nella sintesi acida
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Sintesi di una sospensione nanoparticellare di atgestabilizzato da chitosano:
(100ml 0,2% di argento in peso)
1. Preparazione, in un becher, della soluzione diysece, 340mg di argento nitrato
in 10ml di acqua distillata.
2. Preparazione, in un becher, della soluzione di yssere, 340mg di acido
ascorbico in 10ml di acqua distillata.
3. Preparazione, in un pallone, della soluzione drziceee contenente 1g di acido
acetico e 1g di chitosano in 80ml di acqua digélla
4. Riscaldamento della soluzione di reazione fino &laperatura di 100° C, con
sistema di riscaldamento a microonde impostato odonda riscaldare dalla
temperatura ambiente a quella di reazione in 4 tninu
Inserimento nella soluzione calda della soluziangrecursore.
Mantenimento della temperatura per 3 minuti.

Raffreddamento a temperatura ambiente in aria.

© N o 0

Raccolta della sospensione colloidale ottenutagceatnazione 0,02M di argento.

2.3.3.3 Sintesi con idrossietilcellulose
Al fine di agevolare lo sviluppo di un prodotto owetico e stata impiegata una sostanza
gia presente nelle formulazioni commerciali (intalare nei balsami) e distribuita sotto
il nome registrato di SoftCA™ o polyquaternium-67. Se impiegato seguendo lorsehe
standard (figura 2.1), questo polisaccaride da duad una reazione di gelificazione
rapida in seguito all'introduzione del sodio idridss si € optato quindi per I'introduzione
della base come ultimo passaggio, quando il preceired il polisaccaride sono gia
dispersi in soluzione. Non € necessario aggiungglecosio, in quanto
I'idrossietilcellulosa svolge anche il compito diducente; la reazione ha luogo a
temperatura ambiente ma sono state studiate ancleesintesi assistita da microonde
secondo il programma riportato in tabella 2.3) &iisintesi ottenuta previo riscaldamento
con bagno termostatato a 45 °C.
In figura 2.10 viene rappresentato lo schema detqatimento di sintesi e in tabella 2.12

sono riportati i parametri e le condizioni di rea® investigati.
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Parametri di sintesi Valori

Rapporto molare 0,5; 1; 1,375; 1,5;
[Soft CAT ™]/[ar gento] 2,75; 5,5
Categoriadi polimero SL-5; SL-30; SL-60;

SX-1300H

Rapporto molare

[base]/[ar gento] 0;0,7,1,4,2,8

Temperatura* Ambiente; 45 °C;
70 °C
Volume di reazione (ml) 10; 40; 50; 100

Concentrazione argento (mM) 20; 50; 100; 200

Miscelazione manuale; automatica

(miscelatore elettrico)

Tabella 2. 12 — Condizioni di reazione studiate lgesintesi di sospensioni di argento
stabilizzate da SoftCAY

" temperatura ambiente: senza riscaldamento, 45 i®aigno termostatato; 70 °C con
sistema a microonde

SoftCAT™ Acqua
": Argento nitrato

Sodio Idrossido

.| Nanoparticelle di
| argento

Figura 2. 10 — Schema di sintesi per nanoparticdllargento stabilizzate da SoftCIAT
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Viene descritta a titolo di esempio la sintesi dinoparticelle di argento ridotte e
stabilizzate con Soft CAT™ SL-5 “AgL-58”.

Sintesi di una sospensione nanoparticellare di atgestabilizzato da idrossietilcellulosa:
(50ml 0,5% di argento in peso)
1. Prelievo, in un becher, dell'agente di rivestime®451mg di Soft CAT™ SL-5 in
polvere.
2. Aggiunta di 12,5ml di una soluzione 0,2M di argemitrato precedentemente
preparata.
3. Diluizione della soluzione con 28ml di acqua diastd e agitazione fino a
completa dissoluzione del composto polimerico.
4. Aggiunta di 7ml di una soluzione 1M di sodio idrolss precedentemente
preparata.
5. Miscelazione meccanica della soluzione altamerdeoga ottenuta per facilitare
la distribuzione uniforme dei reattivi.
6. Riposo per 48 ore.

7. Raccolta della sospensione colloidale ottenutage&oinazione 0,05M di argento.

2.3.4 Miscele di confront(bianchi in assenza di nanoparticelle di argento)

Le procedure di sintesi ottimizzate (trealosio c&o delle sintesi con oligosaccaridi e
idrossietilcellulosa per i sistemi con polisaccgrabno state eseguite anche per preparare
delle soluzioni dette di confronto (bianchi) in coon veniva aggiunto il precursore
metallico.

Inoltre, per i sistemi con idrossietilcellulosa,neostate preparate soluzioni in cui il

precursore metallico € stato sostituito da perasgiddrogeno in uguale quantita molare.

2.4 Provedi applicazione

Le prove di applicazione sono state condotte sieltapmani decolorati, al fine di
studiare I'effetto degli aguasome a base di argeotoe nanodelivery per il rilascio di un
colorante.

Il colorante impiegato nelle prove é stato il basd 51, riportato in figura 2.11, gia

impiegato commercialmente in tinture temporaneengigermanenti per capelli.
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Figura 2. 11 — Struttura del colorante Basic Red 51

Per attribuire effettivamente la causa dei fenomesservati alla presenza di
nanoparticelle le stesse prove sono state effettuagendo i capelli con il solo colorante,
con il colorante e la miscela di reazione contemewinoparticelle di argento stabilizzate
da idrossietilcellulosa e una miscela contenentstdgse concentrazioni di colorante e
idrossietilcellulosa ma priva di argento.

Inoltre sono state investigate diverse strategigntlira dei capelli. Immergendo i capelli
nella soluzione di reazione, prima della formaziatedle nanoparticelle di argento
(campioni “PRE”), oppure applicando sulle ciocchecdpelli la gelatina, contenente
nanoparticelle di argento rivestite (campioni “POST

Terminata I'applicazione le ciocche trattate sotaiessottoposte a prove di stabilita del
colore nel; effettuate svolgendo numerosi lavadglla durata di 15 minuti ciascuno, in
acqua distillata con agitazione assicurata dal ®aph ultrasuoni. Le acque di ciascun
lavaggio sono state raccolte e se ne e determinatatenuto di colorante, tramite analisi
spettrofotometrica confrontata con una retta dbcalura esterna.

Le soluzioni preparate per le prove di applicazidrenno tutte concentrazione di
colorante pari all'1% in massa, si € mantenutayeato alla stessa quantita ottenuta dalla
sintesi (0,5% in massa) e le altre sostanze, dsemuenza, sono presenti in quantita
fissate dai rapporti molari selezionati durantettifnizzazione delle singole sintesi
utilizzate, salvo la presenza o assenza di sodossito; nella tabella di seguito (2.13) si
elencano le caratteristiche delle soluzioni provaiascuna utilizzata sia secondo |l
metodo “PRE” che secondo quello “POST".
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Campione Tipologia di Argento Colorante
SoftCAT™ (percentuale m/m) | (percentuale m/m)
1 SL-5 0,5% 1%
2 SL-30 0,5% 1%
3 SL-60 0,5% 1%
1N SL-5 0,5% 1%
2 N SL-30 0,5% 1%
3 N SL-60 0,5% 1%
CELL SL-30 Assente 1%
CELL_N SL-30 Assente 1%
CcoL Assente Assente 1%
COL_N Assente Assente 1%

Tabella 2. 13 — Soluzioni di tintura provate e laaratteristiche

Poiché i coloranti possono dare luogo a reaziomensbili in funzione del pH, che
incidono sulla colorazione e sull’assorbimento ossE si sono preparate due rette di
calibrazione, una ottenuta partendo da una solazieadre a concentrazione di colorante
pari a O,l%g e da un’altra con stessa concentrazione di cdieran cui venivano
aggiunti 7 ml di soluzione 1 M di sodio idrosside soluzioni diluite utilizzate per la

costruzione delle rette riportate in tabella 2.14.

Soluzione Madre 1a10 5a100 1a100 5a1000 1a1000
Concentrazione
(mM)

3,57 3,57-1071|1,79-107t | 3,57-107% | 1,79-102 | 3,57- 1073

Tabella 2. 14 — Soluzioni misurate per la costroeidella retta di taratura UV-Vis di Basi Red 51

Sia le prove PRE che quelle POST sono state shadtgando i capelli a contatto con la
miscela per un tempo fisso (30 minuti) terminatqulle i campioni vengono tamponati
con carta da laboratorio e posti in stufa ad eastc@ 90 °C per altri 30 minuti. |
campioni essiccati vengono poi lavati per 15 mimutacqua e shampoo a 40 °C sotto
agitazione per ultrasuoni, sciacquati e posti inbeoher per 30 minuti sotto agitazione
magnetica con una soluzione di acqua e shampomappeparata a 40 °C, nuovamente
sciacquati e lasciati in un becher sotto agitaziomegnetica ricambiando la stessa
soluzione, per una notte (15 ore).

Le prove di rilascio sono state svolte solamenteaumpioni preparati in assenza di sodio

idrossido, per simulare un prodotto piu compatibll@pplicazione sul cuoio capelluto.
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2.5 Metodo di riscaldamento

Le sintesi che richiedevano riscaldamento sone stadotte in un sistema a microonde.
Il forno microonde che e stato utilizzato, ripootah figura 5.15, modelloMicrosynth
Plus (Milestone, FKV, Bergamo), € uno strumento spegifier sintesi chimiche.

Lo strumento, permette il controllo della temperatiramite sonda a fibra ottica, € dotato
di una cavita per alloggiare il sistema refrigeearfornisce agitazione magnetica alle
soluzioni ed emette onde elettromagnetiche ad teguénza di 2,45 GHz (banda ISM
standard per forni a microonde). La potenza massirogabile dal sistema € pari ad 1
KW; viene generata da due magnetron laterali cqraa# di 800W ciascuno. Ciascun
magnetron e, inoltre, provvisto di una proteziooet I'eccesso di energia derivante da

microonde riflesse. La temperatura massima raggilagel forno € 300°C.

| mpostazione
parametri
Controllo

Figura 2. 12 — Sistema di riscaldamento a microoltierosynth Plus

Lo strumento € costruito interamente con una stratin acciaio inossidabile smaltato e
da un portellone in acciaio con finestrino di osaeone in vetro, la cavita e
completamente rivestita in teflon. Il sistema digsione € di tipo multimodale e possiede
un dispositivo magnetico in grado di omogeneizzirepotenza in tutta la cavita.
L’erogazione della potenza puo essere sia contimelatempo e di potenza modulata
(modalita utilizzata per le sintesi sviluppate) gh@sata, cioé intervallata da pause a

potenza nulla e periodi a potenza fissata.
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Microsynth pluspossiede un modulo di controllo esterno in cuisoftware consente di
impostare le rampe di riscaldamento e la persistemz temperatura, gestire
automaticamente ed in tempo reale il livello digmzia emessa e riprodurre in maniera
sistematica e costante le reazioni memorizzatennpttendo, inoltre, I'acquisizione di
tutti i parametri operativi e di processo per latesi in corso; la temperatura e controllata
mediante una sonda a fibra ottica interfacciatal@mbiente di reazione e protetta da un
apposito supporto in teflon.

Durante lo sviluppo delle sintesi mediate da ridaalento si € sfruttato il controllo di
temperatura, in modo che la potenza erogata venisskllata dallo strumento seguendo
istante per istante la temperatura misurata dahaa, cosi da ottenere un andamento piu
simile al profilo di riscaldamento impostato.

Tra i dispositivi di sicurezza del forno e preseatesensore di gas capace di rilevare
I'eventuale presenza di vapori organici nella Gdt lavoro, con interruzione istantanea
dell’emissione di microonde in caso di superameintma soglia limite massima.

| volumi processabili dal sistema, cosi come eradst e accessoriato, variano da 70 a
500 ml.

Il forno possiede anche un dispositivo per il colhdr della pressione, che non e stato
necessario poiché tutte le sintesi sono state esvaltpressione atmosferica e con
refrigerante a cadere aperto; utilizzando un’agposamera di reazione sarebbe stato
possibile condurre sintesi idrotermali, ad una giese massima di 30 bar.

Inoltre, operando in pressione sarebbe necessada sonda a termocoppia per la
misurazione della e il massimo volume processaisildterebbe limitato a 150 ml.

Il software di controllo, impostato per riprodurileriscaldamento in funzione della
temperatura, permette di dettare per ogni sinteairampa di riscaldamento, definita in

piu passi e caratterizzata dalle seguenti istrizion

* Temperatura finale, automaticamente letta come ¢eatyra iniziale del passo
successivo, il primo passo inizia alla temperatileaata dalla sonda.

« Tempo per il raggiungimento della temperatura @nabssia quanti secondi
costituisco il passo attuale.

» Potenza massima erogabile, nell'intervallo di terappuo impostare una potenza
massima, nel caso in cui tale potenza risulti iingehte al raggiungimento della

temperatura finale il sistema termina il programma.
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In tabella 2.15, a titolo di esempio, si riportgpibgramma di riscaldamento microonde,
con controllo della temperatura, adottato per untes di nanoparticelle d’oro rivestite

da polivinilpirrolidone.

Tempo Potenza massima Temperatura
impostata [W] impostata
3 min 400 90° C
30s 400 90° C
2 min 150 90° C

Tabella 2. 15 — Programma di riscaldamento modelfeyito ad una sintesi di nanoparticelle d’oro

In figura 2.13 si mostrano i dati registrati dueafiesecuzione relativa, si osserva che |l
profilo di temperatura segue il programma impostédtodiminuzione di temperatura a 3
minuti € dovuta all'apertura dello sportello delrrfo per effettuare I'aggiunta del

precursore), mentre la potenza viene progressiveameodulata.

100 - 400
90 o —— | 250
80
- - 300
i — Temperatura —_
o 6o - 250 E
- — Potenza
s ©
=] L N
o 50 200 &
S 4 8
g- - 150 g
o 30
- - 100
20 T
10 L - 50
0 0
0 1 2 3 4 5 6
Tempo (min)

Figura 2. 13 — Profilo potenza-temperatura registraurante la sintesi modello di nanoparticelle o
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2.6 Dynamic light scattering (DL S)

La stima delle dimensioni delle particelle in sospene, attraverso determinazione del
diametro idrodinamico, e della relativa distribumce stata effettuata attraverso la tecnica
DLS (dynamic light scattering utilizzando lo strumentdetasizer Nanoserigdalvern
Instruments, UK), disponibile presso il CNR-Isted-denza.

La tecnica DLS si fonda sulla riflessione casuaasata da una sospensione colloidale
investita da un raggio laser; fenomeno che avviemde dimensioni delle particelle
risultanoinferiori al micron(larilevabilitadello strumente compresdra0,6 nma6 pum).
Questo metodo di analisi non e invasiva, si fondiiassunzione che ogni particella
soggetta al moto casuale, di tipo browniano, quandestita dalla luce laser produca il
fenomeno di diffusione, riflessione senza un angpecifico. La velocita con cui si
muovono le particelle nella sospensione é correddtaloro dimensioni: particelle che
possiedono un moto veloce avranno dimensioni mingpetto ad altre che si muovono
piu lentamente. L'intensita della luce diffusa h@awadenza di fluttuazione dipendente
dalla velocita con cui si muovono le particelle chesua volta dipende dalla loro
dimensione: quindi le dimensioni delle particellespono essere estrapolate dall’analisi
delle fluttuazioni dell'intensita della luce diffagramite funzioni di correlazione.

La luce laser monocromatica, rossa, che invesinilpione, con una lunghezza d’onda di
633 nm, viene diffusa dalle particelle in tuttedleezioni e rilevata solo in un determinato
angolo di riflessione, quello in cui viene posizatm il rilevatore. Le fluttuazioni
dell'intensita della luce sono convertite in segméédttrici che vengono poi elaborati da
un correlatore digitale nel calcolatore; il softeanfine fornisce i dati sulle dimensioni
insieme ad una serie di controlli sulla qualitd’dehlisi svolta.

La luce laser emessa dalla sorgente viene attedaataa lente per ridurre I'intensita del
fascio ed evitare sovraccarichi nel rilevatore.ilSascio laser non fosse attenuato, una
grande quantita di luce sarebbe diffusa ed andraebsémolare il rivelatore generando
artefatti ed errori di determinazione. Nello strunteeutilizzato, il detector & posizionato

ad un angolo di 173° rispetto alla direzione dstfa incidente (Figura 2.14).
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Figura 2. 14 — Schema dei principali componentiDeS

Lo strumento determina il diametro idrodinamicoleelanoparticelle, ossia il diametro
dell'unita cinetica in movimento, comprendente aed#ifera di coordinazione e delle
eventuali specie adsorbite sulla superficie (pemgso polimeri o tensioattivi).

Le concentrazioni di solido raccomandabili per avena misura attendibile dipendono
dalle dimensioni delle particelle in sospensioner. giametri inferiori a 10 nm é fissato
solamente un limite inferiore di solido ([concerttme] > 0,5 g/l), mentre per particelle
con diametro compreso tra 10 e 100 nm l'intervdilconcentrazione ottimale, riportato
dallo strumento, & compreso tra 0,1 mg/l e 500 gt densita prossime a 1 gAm
onde evitare fenomeni di interazione particellaipalla che, modificando la velocita di
diffusione, alterano la stima delle dimensioni.

Un altro effetto negativo sulla qualita dell’anal@dovuto alle alte concentrazioni € la
diffusione multipla, che si verifica quando la ludéfusa non passa direttamente al
fotorivelatore, ma € nuovamente diffusa da altreigelle, portando ad una sottostima
delle dimensioni. Il fenomeno della diffusione niplk viene ridotto grazie al rivelatore
posto a 173° rispetto al campione; tale disposeipermette di rilevare le radiazioni
retrodiffuse ed e detta NIBSi¢n invasive back scattefedsrazie a questo rivelatore |l
segnale risulta migliorato, visto che si elimingibblema della diffusione multipla ed é

ridotto I'effetto di eventuali impurezze.
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Un accorgimento che il software dello strumentaatin automatico, per migliorare la
determinazione delle dimensioni, consiste nel varia distanza di acquisizione della
misura nella cuvetta. Infatti, nel caso di parteeaholto piccole e poco concentrate, al
fine di massimizzare l'effetto di diffusione il feie laser € focalizzato al centro della
sospensione, mentre per sospensioni molto conterdréocalizzato sulle pareti dove la
densita delle particelle € minore; anche questétadanto automatizzato contribuisce a

ridurre gli effetti delle diffusioni multiple (Figa 2.15).
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Figura 2. 15 - Schema delle posizioni di misurasigliate nell'analisi DLS:
() per basse concentrazioni di solido; (b) peealbncentrazioni di solido

Lo strumento permette di registrare una distriboeistatistica delle dimensioni, non
calcolata mediante distribuzioni matematiche preistgte, ma reale, sulla base
dell'intensita di diffusione rilevata. Inoltre, desultati ottenuti € possibile ricavare due
diverse tipologie di distribuzioni calcolate: lairpa fornisce la distribuzione rispetto al
volume occupato dalle particelle mentre la secaorsgeetto al numero.

Dalla misura si ottengono direttamente: una cunvdistribuzione granulometrica, un
valore di diametro medio e un indice che fornisedormazioni sul grado di
polidispersione (PDI) della sospensione. Tale diccompreso tra 0 e 1, quanto piu e
vicino a 0 tanto piu la sospensione € monodispgsajndici pari a 1 le sospensioni si
considerano totalmente polidisperse. In generategg sospensione pud considerarsi
monodispersa per valori di PRI 0,2, mediamente polidispersa per 8,PDI < 0,5 e

polidispersa per valori superiori a 0,6.
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2.6.1 Preparazione dei campioni

| campioni vengono diluiti con acqua distillata petenere concentrazioni compatibili
con i valori consigliati ed evitare diffusione mpla. Si procede inserendo la sospensione
diluita nella cuvetta e disponendola nell’appossito dello strumento; per eseguire
I'analisi & necessario impostare nel software zasita del solvente (acqua: 0,8872 cP a
25 °C) e gli indici di rifrazione del mezzo e deflarticelle da analizzare; quest’ultimo
parametro, facile da reperire per i metalli puivedta piu complicato da determinare per
particelle rivestite da materiale organico, si ¢desa in prima approssimazione, che il
rivestimento sia talmente sottile da non influeezéndice di rifrazione del solo argento.
Sono stati utilizzati i valori presente nel databds| software (acqua: 1,33; particelle di
argento: 1,52).

Al fine di ottenere risultati confrontabili tra k&iverse sintesi si € operato in modo da

diluire tutte le soluzioni analizzate alla concaamtone di (75 + 15) mg/l di solo argento.

2.7 Diffrazione Raggi X Analisi XRD

La diffrazione di raggi X (XRD) ¢ la tecnica pripaie per lo studio e la caratterizzazione
dei solidi cristallini.

Il fenomeno di diffrazione, su cui é fondata, sdste dall'interazione tra i reticoli
ordinati, delle fasi cristalline presenti nel caomn@, con un fascio collimato di raggi X

che vi si fa incidere; la legge di Bragg interpnetatematicamente questo comortamento:
nA=2dsin(f)

In cui n &€ un numero intero) € la lunghezza d’onda del raggio X inciderde¢ la
distanza tra i piani atomici in un reticolo crisitad e § e I'angolo di incidenza.

L'intensita del raggio diffratto viene misurata fanzione dell’angolo di diffrazione e
dell'orientazione del campione.

L’analisi permette di quantificare le varie compotiedi un campione solido, e di
ricavarne informazioni sulla struttura cristalli@aulla dimensione dei cristalliti.

Lo spettro di diffrazione (difrattogramma) che #iene dall’analisi, viene utilizzato per
identificare le fasi cristalline presenti nel caonpe e per misurarne le proprieta strutturali,

incluse le tensioni e il grado di cristallinitaftensione ed orientazione dei cristalli).
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Nel corso dello studio si sono effettuate analistD{su sospensioni nanometriche di
argento, con lo scopo di determinare le fasi diiseapresenti ed escludere la presenza di
ossido di argento, e su campioni di capelli tratfsr osservare la presenza di argento in
tali matrici.

Lo strumentoBruker D8 Advancecon cui sono state eseguite le anaksiisponibile
presso le strutture del CNR-Istec. E dotato di artigolare sistema di rivelazione veloce
(Accelerato}, in grado di fornire in pochi secondi di acquisie spettri con migliore
rapporto segnale/rumore rispetto ai normali rileviatinfatti un secondo di analisi con

guesto rilevatore corrisponde a 180 secondi adqami classici rilevatori.

2.7.1 Preparazione dei campioni

| campioni sono stati preparati secondo due diffeeggrocedure:

* Analisi della sospensione a reazione terminataofpensioni vengono depositate
sul vetrino portacampione, il vetrino viene poidiaso essiccare in stufa a 80° C
per un'ora, il processo di deposizione ed essicoémeiene ripetuto sul primo
strato fino a quattro volte, per ottenere uno spessiniforme e una migliore
risposta strumentale; con questa metodologia state analizzate le sintesi di
argento nanoparticellare a diversi stadi dellaesint

» Analisi del campione applicato su capelli: i cape#ingono ben lavati, districati e
tenuti in tensione, senza supporto per ridurre neriernze, all'interno del
portacampione; il metodo consente facilmente devdate le fasi cristalline
organiche che costituiscono la struttura dei cgpddl strutture adsorbite

superficialmente sono invece piu complicate daaite.

2.8 Spettrofotometriain riflettanza diffusa nel visibile

| coloranti sono per definizione sostanze che &ssur la radiazione incidente nelle
frequenze del visibile e quindi riflettono un fasaili luce. La spettrofotometria in
riflettanza diffusa e il metodo che piu direttanmeest accosta alla misurazione di questo
fenomeno e quindi si presta alla caratterizzazuela tintura di fibre. Lo spettrometro
produce il cosiddetto spettro di riflessione miswi@ 'intensita della luce riflessa non
specularmente e non assorbita dal supporto; tatedoeisulta di scarsa efficacia per le
determinazioni qualitative, poiché lo spettro privd@ I'effetto della riflessione di molte

sostanze, separare i segnali risulta problematico.
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Tale metodo di analisi e stato introdotto prinaipahte per fornire una caratterizzazione
matematica ed oggettiva del colore o del tono dsupporto, sottraendo al contesto le
percezioni soggettive o derivanti da diverse caodizdi illuminazione; a tale scopo é
stato introdotto il sistema di coordinate tridimensle CIE L*a*b* (dove L*
Luminosita, a* grado di magenta/verde e b* gradgidilo/blu) con cui possono essere
descritti tutti i colori, le stesse coordinate pwss essere riformulate in uno spazio
cilindrico dando luogo al cosi chiamato spazio GIELIn cui le coordinate cromatiche
sono sostituite da C*, colore (chroma), e h, tdmeej. Nella seguente immagine (figura
2.16) sono rappresentate le coordinate tridimeadiob*a*b* affiancate a quelle

cilindriche c ed h.

Figura 2. 16 — Sistema di coordinate CIE L*a*b* tmalle coordinate CIELCH

Lo strumento impiegato per tali misurazioni e stab@ spettrometro USB2000+ (Ocean
Optics) a fibra ottica e dotato di un detector adaya lineare di dispositivi ad
accoppiamento di carica (CCD); con sorgente lunand¥-Visibile (Ocean Optics DH-
2000-BAL) e bianco, impiegato come riferimento, tdago da un supporto in solfato di
bario ad elevato indice di diffusione (Ocean OpW#S-1).

Tale strumento consente di effettuare numerosesanapidamente, registrando in pochi
millisecondi I'intero spettro di riflessione, e gannecessita di dover effettuare trattamenti
sul campione (metodo non distruttivo).

Per tenere conto della non uniformita della colmmae su capelli reali, i campioni
sottoposti a prova sono stati misurati in 10 pdntersi, mediando i risultati di ciascun

punto su 15 scansioni.

122



2.9 Spettroscopia in assorbimento UV-Visibile

La spettrofotometria molecolare UV-Visibile si bamdl’assorbimento selettivo, da parte
di molecole, delle radiazioni con lunghezza d’omdanpresa fra 10 nm e 780 nm. Con
qguesto tipo di analisi € in generale possibile ifieare la natura della specie che
assorbono a specifiche lunghezze d’onda e in castideterminarne la concentrazione.
Tuttavia durante l'attivita si e utilizzata la spescopia di assorbimento UV-Vis
prevalentemente con un’altra finalita: infatti siudéilizzata questa tecnica poiché le
nanoparticelle dei metalli nobili sono caratteriezda forti assorbimenti nel campo del
visibile, causati da eccitazioni elettroniche stip@li alla base del fenomeno di
risonanza plasmonica superficidfe. Considerato che tale fenomeno & strettamente
correlato a dimensioni e forma delle particellengoite, dall’analisi dello spettro di
estinzione delle sospensioni, in particolare dah&zza d’'onda, intensita e forma della
banda, €& possibile ricavare informazioni utili simensioni e distribuzione delle
nanoparticelle.

Nel corso dell’attivita si sono anche eseguite magli spettroscopia UV-Vis su soluzioni
che costituiscono le acque di lavaggio provenielalle prove di applicazione delle
miscele aquasome/colorante su; in questo casoiémoplo spettrofotometro permette di
raccogliere informazioni sulla quantita di colommimosso da ciascun lavaggio e quindi
di fornire dei parametri osservabili sull'influendealle nanoparticelle.

La valutazione delle proprieta ottiche delle sospan sintetizzate e lo studio sulle
cinetiche di rilascio delle applicazioni sono statffettuate mediante misure di
assorbimento (UV-Vis), con lo spettrofotometro gppio raggioLambda 35(Perkin

Elmer, Shelton, USA), disponibile presso le stmattdel CNR-Istec.

2.9.1 Preparazione dei campioni

Nel caso delle sospensioni, al fine di limitarefehomeno di diffusione dato dalle
particelle disperse, queste vengono diluite prineladmisura, sempre in solvente
acquoso, in modo che la quantita di argento presgatprossima a 25 mg/l; 'obiettivo di
confrontare al meglio i risultati delle misure stampioni, per ciascun tipo di sintesi,
impone che si utilizzi una concentrazione di metgill costante possibile tra i campioni,

effettuando le opportune diluizioni.
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Il campione viene ben agitato e misurato poco tedg la diluizione, al fine di evitare
cambiamenti significativi delle caratteristicheldedospensione apportate dalla diluizione
stessa.

Nel caso delle prove di applicazione, si e prevamiente registrata la retta di
calibrazione; le soluzioni ottenute dai lavaggi g@mo condotte ad un volume noto in

matraccio tarato (25ml) e non subiscono ulteriddizioni.

2.9.2 Analisi deqli spettri di sospensioni nanoisht

Il segnale sperimentalmente rilevato dipende dafalttieri:

* Assorbimento, dovuto ai fenomeni di risonanza plasica superficiale

» Scattering, dovuto alle dimensioni nanometrichdéededrticelle in sospensione

Per tale motivo negli spettri, in vece dell’assorbnto (A), viene riportata come ordinata

la somma di questi fattori, definita “estinzion&*}.
2.10 Microscopia elettronica a scansione (SEM)

Lo studio morfologico, delle dimensioni e della quweizione delle nanoparticelle
sintetizzate, é stato effettuato con microscopéit®nico a scansione con sorgente ad
effetto di campo SEM-FEG3emini Zeisgdisponibile presso le strutture del CNR-Istec.
La microscopia elettronica a scansione € una tacmiediante la quale un fascio di
elettroni viene condotto e fatto scorrere sul camei L'interazione tra il campione e |l
fascio di elettroni genera una moltitudine di séigdidferenti, di interesse principale per
guesto studio sono gli elettroni secondari ed tockffusi, i quali vengono captati da
appositi sensori. La qualita del segnale dipenderiwente dal tipo di campione, e dalla

sua conducibilita, ma anche da molti parametrinsémntali quali:

» Differenza di potenziale applicata

* Luminosita e contrasto

» Distanza di lavoro

* Ingrandimento

 Tempo di scansione

» Correzione delle aberrazioni sferiche (stigmatismo)
» Tipo di rilevatore impiegato (esempio, InLens)

* Interpretazione dell’'operatore
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Il microscopio elettronico in scansione opera in coodi di vuoto (,5 -107%), e
fornisce diversi segnali che vengono tradotti daimputer in un’immagine virtuale
(poiché non entrano in gioco radiazioni visibiligastruita, la quale viene proiettata su
uno schermo.

Gli elettroni del fascio sono generati, solitamerddraverso un processo noto come
emissione termoionica, da un filamento di tungstésloelettroni vengono poi accelerati
da un potenziale elettrico (2 + 5 keV) e collimdé fenditure, lenti elettrostatiche ed
elettromagnetiche sul campione, mantenuto ad unkingpdistance di 3 mm. In questo
strumento la sorgente classica € sostituita deadreffetto di campo (SEM-FEG), con un
filamento schottky di tungsteno ricoperto di zirmmnla quale consente migliori
prestazioni e migliore risoluzione, necessaria psservare particelle di dimensioni
nanometriche. Al fascio di elettroni viene impostomovimento lungo le coordinate X e
Y del campione al fine di operare la lettura dgjredi in tutta I'area osservata e ricavarne
un immagine.

Le informazioni di carattere morfologico derivanaingipalmente dagli elettroni
secondari generati, che risentono degli effettingetici (spigoli) del campione; gli
elettroni retrodiffusi conferiscono invece un “tdnal campione osservato in funzione
dell’elemento colpito, facendo risultare piu chidgezone in cui sono presenti nuclei ad
elevato peso atomico e quindi fornendo una chiaweterpretazione sulla composizione

chimica del campione.

2.10.1 Preparazione dei campioni

Le sospensioni di nanoparticelle vengono diluiteogeo la stessa diluizione operata per
le analisi in DLS (75 = 15 mg/l di solo argento). dortacampione viene lavato
accuratamente prima con acetone in ultrasuoni quiod acqua in ultrasuoni; viene
numerato per il riconoscimento e la superficie gigivestita con uno strato di grafite
adesiva. La sospensione diluita viene deposta {caspng) sopra questa grafite e il tutto
viene lasciato essiccare sotto irraggiamento IR30eminuti. Al fine di evitare umidita o
presenza di residui volatili, ad esempio dell’apetoche risultano dannosi per lo

strumento.
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3.0RISULTATI E DISCUSSIONE

3.1 Introduzione

Allo scopo di ottenere un sistema di nanodeliverygrado di potenziare laffinita tra
capello e colorante, consentendo quindi di ottenstatati analoghi a quelli che vedono
I'impiego di coloranti semipermanenti per uso pssienale disponibili in commercio, con
minor dispendio di colorante e migliorandone le f@genance, € stata studiata la
formulazione di una sospensione di nanoparticellargento stabilizzate con composti
compatibili all'uso cutaneo.

Questo studio ha portato allo sviluppo di un preocedi sintesi che, oltre a utilizzare
sostanze gia impiegate in cosmetica, risulta averenpatto ambientale ridotto.

Il primo stadio dell'attivita di ricerca e consistinell’individuazione di un procedimento
di sintesi ottimale per nanopatrticelle di argenadbsizzate con sistemi polifunzionali (tipo
aquasome), partendo dall’esperienza del gruppaelica del'ISTEC — CNR di Faenza
sulla preparazione di nano particelle di metalbitistabilizzate con polivinilpirrolidone.

In particolare sono stati testati numerosi agedtiaenti e stabilizzanti:

* Monosaccaridi: glucosio e fruttosio
+ Disaccaridi: lattosio, maltosio e trealosio

« Polisaccaridi: amido (di riso), chitosano, SoftCATidrossietilcellulose)

Poiché i dati sperimentali hanno individuato laessin con idrossietilcellulosa come la piu
promettente, si sono esplorate diverse condiziorgakione quali:

e Tipo di cellulosa, sono state provate quattro digeformulazioni del polimero
(denominate Soft CAT™ SL-5, SL-30, SL-60 e SX-1300H)

* Influenza della concentrazione di sodio idrossido

* Influenza della concentrazione di argento nitrato

* Influenza della diluizione
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In particolare si € notato che la reazione di @sa@he delle idrossietilcellulose é
catalizzata dalla presenza di basi forti nell’ambeedi reazione in maniera simile a quanto
noto in letteratura per la riduzione dei metallipdate di glucosio, secondo il meccanismo

di reazione riportato in Figura 3.1.

HO._
o OH OH O
{OH 3 + 20H——= HO_ A on 0 ¢ 26
OH OH OH
Ho Lo
Ag+| e - Ago
HO._
o OH OH O
F & % - + ; 0
(OH ) + 2013 2Ag" —= HOL A Ay + HO + 2Ag
OH OH OH
Ho L0

Figura 3. 1 — Semireazioni e reazione complessivaldzione dell’argento con glucosio

L’aggiunta di sodio idrossido permette di ottenema sospensione nanometrica di
particelle d’argento in tempi relativamente brdvittavia, per I'impiego del prodotto finale
in formulazioni cosmetiche si e preferito evitatiuso.

Dalle osservazioni fatte durante le prove sperialgre dai dati riportati in letteratufd,

si e ipotizzato che il meccanismo di reazione coltovnella sintesi dell’argento metallico

catalizzato da sodio idrossido coinvolga due pagsaghematizzati in Figura 3.2:

» Formazione di interazioni tra le catene polimerided’agente stabilizzante, che
agisce quindi da templante per aumento di viscolgtia reazione e rallentamento
dei processi di convezione interna; contemporarregiptazione di ossido di
argento, di dimensioni nanometriche, per reaziarssambio tra argento nitrato e
sodio idrossido.

* Riduzione dell'ossido di argento precedentementendto con ossidazione, e
idrolisi, delle catene polimeriche; annullamentdlalestruttura tridimensionale

organica e crollo delle proprieta reologiche inizia

Ag* ks Ag.0 k2 Ag°

Y

Y

Figura 3. 2 — Schema del meccanismo di riduzioniéadgento
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Una volta ottenuti e selezionati i sistemi di natedivery (tipo aquasome) ottimali si &

passati al secondo stadio che ha coinvolto lo stddile formulazioni cosmetiche e delle

strategie piu opportune per I'applicazione dei esist nanotrutturati selezionati alla

veicolazione nei capelli utilizzando come test oioante gia impiegato in cosmetica, il

Basic Red 51 (vedi parte sperimentale).

Il prodotto risultante e stato applicato direttateesu capelli umani, senza pretrattamenti,

secondo diverse strategie:

* Presenza/ assenza di sodio idrossido nella suhédisi particelle.
Poiché si era osservato che la sintesi delle natioglée di argento puo avere luogo
anche in assenza di sodio idrossido, sono stdiezate sia la formulazione di
riferimento (con uso di sodio idrossido) che quegdla compatibile all’'uso in
cosmetica (senza uso di sodio idrossido).

* Applicazione diretta della miscela di reazione.
La tendenza della soluzione di reazione a presentacosita elevata offre la
possibilita di applicare direttamente il prodottone gel, per confronto e stata
effettuata la stessa prova immergendo i capebit@dimente nella soluzione quando

guesta era ancora a viscosita bassa.

Le condizioni di sintesi trattate nel corso di daetesi sono ampliamente discusse nella

parte sperimentale; qui di seguito vengono riportagultati sperimentali ottenuti.

3.2 Nanoparticelle di argento metallico

3.2.1 Caratterizzazione del sistema stabilizzatopmiivinilpirrolidone

La sintesi di nanoparticelle di argento stabilizzéé polivinilpirrolidone (la cui struttura e
riportata in Figura 3.3) permette facilmente dirgjare ad una sospensione stabile ma |l
polimero presenta un’elevata inerzia verso le atistanze chimiche e non si presta a

compiere il ruolo di rivestimento polifunzionaléesio da una struttura tipo aquasome.
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Figura 3. 3 — Struttura del polivinilpirrolidone

Tale sintesi, essendo gia stata studiata apprdfondinte, € stata tuttavia utilizzata come
sistema di partenza per poter effettuare delle fivhé nella procedura sperimentale. A
tal fine la procedura e stata riprodotta piu veittantenendo fissi i rapporti molari tra i

reagenti e cambiando ad esempio: i) la veloci@gdiunta del precursore metallico; ii) la
tipologia dei sistemi riducenti (inizialmente glsow); iii) il tipo di sostanza alcalina (es.

da sodio idrossido a sodio carbonato); iiii) i tempriscaldamento, la potenza applicata
dal sistema a microonde e la temperatura (vedigeagli la Parte Sperimentale).

In Figura 3.4 vengono riportati come esempio i irdpici di potenza e temperatura (del

sistema a microonde) registrati nel corso delle edi® sintesi, impiegando

polivinilpirrolidone.
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Figura 3. 4 — Profili di potenza e temperatura appti alla sintesi AgLO
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Tale studio ha permesso di evidenziare 'importatiza

* Qualita dei reagenti (preparazione e uso immediato)
* Metodo e tempo di aggiunta del precursore
» Esclusione di nuclei di accrescimento estraneiit@trattamento con acqua regia

della vetreria)

Fatta eccezione per la sintesi condotta con satimonato che ha portato alla formazione
di un precipitato grigio e di una soluzione surng&ancolore; le altre sintesi hanno fornito
tutte sospensioni stabili nel tempo (oltre 3 mesdy; diametro idrodinamico delle nano
particelle di argento (determinato dalle analisi)ldistribuito intorno a (80 £ 20) nm
(vedere distribuzione delle dimensioni riportatdrigura 3.5). Lo spettro UV-Vis di tutte
le soluzioni stabili, presenta un picco di massiagsorbimento corrispondente alla
lunghezza d’onda di (407 + 3) nm (Figura 3.6).

12

10

9]

S 8 1

% ‘

O 6 \

5 / \

g ‘

o 4 \

s

2 \

o 2

=2

[

a 0 /J K e
0,1 1 10 100 1000 10000

Dimensione (diametro, nm)

—Agl01 ——Agl03 Agl05 ——Agl02
— Agl08 Agl20 AglL30 Agl31

Figura 3. 5 — Distribuzione delle dimensioni risuiti dalle sintesi di argento con PVP
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Figura 3. 6 — Spettri di estinzione registrati iituizione 1 a 200

3.2.2 Caratterizzazione del sistema stabilizzatoztmwcheri semplici

Allo scopo di raggiungere delle particelle simili quelle impiegate nei sistemi di

nanodelivery tipo aquasome, si & cercato di ripnadurisultati ottenuti dalle sintesi con

polivinilpirrolidone impiegando perd0 monosaccaridd disaccaridi, caratterizzati

dall'elevato numero di gruppi funzionali, in qualidi agenti di stabilizzazione e/o

riducenti.

Dati di letteraturé?! riportavano gia delle sintesi in cui il glucosiesieme ad altri mono e

disaccaridi, veniva usato o come riducente o cordacente e stabilizzante, ma a
concentrazioni inferiori rispetto a quelle dellatssi con PVP ed in presenza anche di

ammoniaca.

In un primo momento sono state condotte diverséesinmpiegando solo glucosio

(elencate in Tabella 3.1) e variando diversi patame

il rapporto molare di glucosio rispetto all’argento

il rapporto molare di sodio idrossido rispettoaitjento

la temperatura di reazione

il programma di riscaldamento
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Campione Concentrazione Ag Concentrazione Concent'razione Temperatura | Risultato
(M) NaOH (M) Glucosio (M)
Aglll 0,02 0,02 0,02 Come PVP A
Agl12 0,02 0,02 0,04 Come PVP B
Agl13 0,02 0,04 0,02 Come PVP A
Agl14 0,02 0,04 0,04 Come PVP B
AglL15 0,02 0,04 0,04 Procedura 1 A
Agl16 0,02 0,03 0,13 Come PVP B
Agll7 0,02 0,04 0,04 Procedura 2 B
AglL18 0,02 0,04 0,04 Procedura 3 B
AglL19 0,02 0,04 0,04 Procedura 4 A

Tabella 3. 1 — Prove con glucosio studiate, petelamperatura si faccia riferimento al capitolo 2.

In nessuno dei casi esplorati si € ottenuta unpes@sone stabile ma si € notato che le
sintesi con glucosio in rapporto equimolare congémto e quella condotta a temperatura
ambiente danno luogo alla formazione di un preaipigrigio polveroso (Risultato “A”)
mentre quelle in cui il rapporto glucosio/argental®@eno uguale a 2 e la temperatura di
reazione superiore a 70° C colorano il surnatantgallo molto pallido e formano un
agglomerato solido spugnoso come precipitato (Risul‘B”); tale agglomerato e stato
essiccato, ed é stato caratterizzato tramite andéiscui € comunque emerso che si tratta

di argento ridotto (metallico).

Riscontrando queste difficolta nella sintesi coie gtucosio, si € passati a provare le sintesi

che impiegano diversi disaccaridi come agentiwdisiimento:

*« Maltosio
* Lattosio
+ Trealosio

In tutti i casi si ottengono delle sospensioni rethili (le particelle stabilizzate con lattosio
sono decantate dopo 24 ore), che sono state cerzdte via DLS e spettroscopia UV-Vis
(Figure 3.7 e 3.8). | dati ottenuti sono riportatirabella 3.2.

Dimensioni Indice di polidispersione | estinzione

Campione* | Stabilizzante | Temperatura medie(nm) Amax (nm)
Aglo7 Trealosio 70 318,06 0,976 401,07
Agl27 Maltosio 70 151,86 0,980 393,83
Agl28 Lattosio 70 217,46 0,785 395,55

Tabella 3. 2 — Prove con i tre disaccaridi in cazidni di reazione simili a quelle con PVP
*concentrazioni: [Ag] = 0,02 M; [Disaccaride] = 0,1 M; [NaOH] = 0,028 M; [Glucosio] = 0,02 M
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Intensita percentuale
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Figura 3. 7 - Distribuzione delle dimensioni risaidti dalle sintesi di argento con disaccaridi
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Figura 3. 8 — Spettri di estinzione registrati iluizione 1 a 50
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Si é deciso in ogni modo di effettuare nuove sinfelencate in Tabella 3.3), variando

alcuni parametri, utilizzando unicamente il treaqser molteplici ragioni:
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Stabilita nel tempo, nella sospensione ottenutdattosio si € notata la formazione
di un precipitato gia dopo 24 ore dalla sintesglgucon maltosio e trealosio sono
risultate piu stabili

Lunghezze d’onda di massima estinzione (riportataliella) dovute alla risonanza
plasmonica superficiale delle particelle (correkdta relativa dimensione e forma);
il risultato mostrato dal trealosio risulta piu @ssgliante a quello osservato per la
sintesi con il polivinilpirrolidone, mentre per nadio lattosio si osservano i
massimi a lunghezze d’onda inferiori, blueshift,e checondo letteratur&!
potrebbero essere dovuti ad una dimerizzazionerzgba agglomerazione delle
particelle.

Indice di polidispersione, ricordando che tale @edialcolato dall’analisi DLS
attribuisce a 0 la monodispersione e ad 1 la déépee totale, tra i campione é stata
notata una dispersione molto vicina ad 1, si nafi@ti un andamento multimodale
per i tre campioni. Escludendo il lattosio poiclépecipitazione del campione
distorce la misurazione, tra trealosio e maltokiprimo e risultato leggermente
migliore sia come indice di polidispersione (0,9¢6ntro 0,980) che come
deviazione standard su tale indice (0,035 conthd4),

Proprieta chimico-fisiche intrinseche, & noto dtetatura® che il trealosio
favorisce l'idratazione “a secco” delle macromolecorganiche, permettendo di
conservare la conformazione tridimensionale, cheldero in condizione idratata,

per formazione di ponti ad idrogeno con i grupmidsli del disaccaride.



Sistema riducente glucosio e/o trealosio
Campione Concentrazione (M) Temperatura| Dimensioni Indice di estinzione | note sul
Ag NaOH Riducente Trealosio (°C) medie(nm) |polidispersione| Amax(nm) |riducente
Agl09 0,02| 0,028 |Assente | 0,11 70 794,8 0,365 419,66 N2
glucosio
Agl25 (0,02 0,05 0,02 0,11 70 Instabile - Instabile 100%.
glucosio
100%
Agl26 (0,02 0,028 0,03 0,11 70 509,88 0,562 399,86 .
glucosio
100%
Agl29 |(0,02| 0,028 0,02 0,06 70 172,56 0,622 404,67 .
glucosio
Agl35 (0,02 0,028 0,02 0,03 70 Instabile - Instabile 100%.
glucosio
Sistema riducente “misto”*
100%
Agl4l |(0,02| 0,028 0,02 0,11 70 Instabile - Instabile sodio
citrato
100%
Agl42 |0,02| Assente 0,02 0,11 70 Instabile - Instabile sodio
citrato
50%
Agl43 (0,02 0,028 0,02 0,11 70 69,53 0,501 402,91 |sodio
citrato
10%
Agl44 (0,02 0,028 0,02 0,06 70 87,32 0,615 407,37 |sodio
citrato
10%
Agl32 (0,02 0,028 0,02 0,11 70 106,22 0,563 405,18 |sodio
citrato
10%
Agl33 |(0,02| 0,028 0,02 0,11 70 Instabile - Instabile |Ac.
IAscorbico

Tabella 3. 3 — Prove di ottimizzazione con trealosi
* riportate le frazioni di sodio citrato ed acidseorbico, differenza a 100 costituita da glucosio

Sebbene il trealosio sia noto in letteratura cootelzero non riducente, un esperimento in
cui la sintesi e stata condotta col sistema Adhmea in assenza di glucosio ha dimostrato
che e in grado di ridurre I'argento nelle condizidntemperatura e pH imposte. La via di
sintesi € stata tuttavia scartata in quanto poréleaformazione di sospensioni con nano
particelle molto diverse in termini di diametro odinamico rispetto a quelle
precedentemente ottenute (794,8 nm contro 318,0 nm)

L’incremento della concentrazione di riducente,cgkio, ha comportato la complessiva
destabilizzazione del sistema, che é decantato &n4 ore. Tali risultati hanno condotto
a mantenere, nelle sintesi successive, l'agentaceitte sempre in concentrazione

equimolare rispetto all'argento nitrato.
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Sono stati impiegati anche sistemi riducenti algun in cui il glucosio veniva
parzialmente o totalmente (vedi Tabella 3.3) saistitda acido ascorbico o sodio citrato; i
risultati di tali esperimenti sono stati discordaldcido ascorbico ha portato a sospensioni
instabili quando presente al 10% e non ne sone stetite ulteriori prove; il sodio citrato
ha mostrato un netto miglioramento a basse cora=atn (10% e 50%), ulteriormente
perfezionate dalla riduzione del trealosio, detcrih seguito, ma ha prodotto una
sospensione instabile quando é stato impiegateseraa di glucosio, sia in presenza che
in assenza di sodio idrossido. Questi risultatineasuggerito che un simile metodo di
sintesi sia possibile ma richieda un’ottimizzaziche esula dal lavoro di questa tesi, inoltre
'assenza di sintesi con sistemi riducenti “mistgcontrata in letteratura ci ha portati ad
abbandonare questa procedura.

Di seguito vengono riportate le distribuzioni dinginsioni misurate (Figura 3.9) e gli spettri
di estinzione registrati (Figura 3.10) per i sotesmi con sodio citrato come riducente,
confrontati con lo spettro ottenuto dal primo siséecon solo glucosio (AgLO7).

Intensita percentuale
w

: Va
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Dimensione (diametro, nm)

—Agl32 Agld3 ——Aglad ——Aglo7

Figura 3. 9 — Distribuzione delle dimensioni risuiti dalle sintesi di argento con PVP
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Figura 3. 10 — Spettri di estinzione registratidituizione 1 a 50
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Aumentando, raddoppiando, la concentrazione diosadiossido si € verificata la
produzione di un agglomerato solido spugnoso endsurnatante giallo pallido simile a
guanto gia osservato nelle sintesi effettuate otmgucosio.

Si e notato un miglioramento, sia in termini dirdigtro idrodinamico che di polidispersione
delle nanoparticelle di argento, diminuendo il raqpp trealosio/argento da 5,5:1a 3:1 e la
destabilizzazione della sospensione al di sottqueisto rapporto; tale comportamento e
stato interpretato come conseguenza della formazitinparticelle con piu strati di
rivestimento esterni; il trealosio, grazie ai dsiegruppi funzionali, pud adsorbirsi su se
stesso dando la formazione di agglomerati tragedi#i. Per contro, utilizzando il rapporto
3:1 si osserva un diametro idrodinamico inferiore.

Per verificare questa ipotesi e stato condottosindio mediante microscopia elettronica
SEM-FEG, per la preparativa del campione vederagrafo 2.10.1 Parte sperimentale.
Dall'analisi delle immagini SEM (Figura 3.12) si ricavata la distribuzione delle
dimensioni delle particelle e di cluster (Figurd13. é possibile notare che si formano
nanoparticelle di argento con diametro 20-50nmtehdono ad agglomerarsi tra loro in
strutture di un ordine di grandezza superiore. daunque evidenziato che un possibile
contributo alla formazione di aggregati puo essi®® dall’essiccamento del campione

durante la preparativa.
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Figura 3. 11 - Distribuzione delle dimensioni dirpeelle e cluster ricavata dalle micrografie pegla29
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Figura 3. 12 — Micrografie SEM-FEG della sospengath argento stabilizzata con trealosio AgL29

Si osserva anche una corrispondenza tra le infoomiazcavate dal SEM e I'analisi DLS
(Figura 3.13): esistono infatti due distinte pop@ai, una di dimensioni molto simili a
quella osservata al SEM (circa 60 nm) per le paliddibere ed una, maggiore, (circa 400
nm) dovuta ai cluster. Il valore sistematicamenéggnore osservato con il DLS rispetto al
SEM deriva dalla misurazione del diametro idrodircandelle particelle.
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Figura 3. 13 — Distribuzione delle dimensioni riguiti misurate con analisi DLS

3.2.3 Caratterizzazione del sistema stabilizzatopmisaccaridi

Parallelamente alle prove con zuccheri semplicinosastate condotte sintesi di
nanoparticelle di argento stabilizzate con polisade, sfruttando i diversi gruppo
funzionali presenti in tali sistemi. | polisaccaiiivestigati sono stati:

e Amido di riso, sostanza naturale di origine veggtdlamido € un polimero
altamente ramificato in cui l'unita ripetente e titosta da molecole di glucosio
legate tra loro attraverso legamiglicosidici 1-4, 1-6 per le ramificazioni;
vincolando gli ossigeni aldeidici nella polimerizeane questa sostanza €
praticamente non riducente

» Chitosano, polisaccaride naturale di origine ananal differenzia dall’amido per
due aspetti principali: € un copolimero, compostartbnomeri di glucosammina e
N-acetilglucosamina, quindi funzionalizzato con mgpu amminici oltre che
ossidrili; ed é lineare, quindi piu facilmente damla. Inoltre il suo uso € gia noto in
applicazioni mediche, cosmetiche ed alimentariptesenza di ossigeni aldeidici
lungo la catena conferisce al polimero limitateazaa riducenti, in questo studio

e stato assistito comunque dalla presenza diratrcenti.

140



+ SoftCAT™, polisaccaride derivato dalla cellulosa; la sttt lineare con unita
ripetenti di glucosio unite mediante legagglicosidici 1-4, viene modificata in
modo da sostituire alcuni gruppi ossidrilici detktena con gruppi idrossi etilici, il
processo avviene in maniera statistica produceadmd a piu unita ossietileniche
seguenti la prima, infine queste nuove funzionistdno una sostituzione in modo
da terminare in trimetilammonio e dimetildodecilanmo. Queste modifiche, e in
particolare le ammine quaternarie inserite, rendibnaolimero piu facilmente

solubile e di carica cationica, ideale per 'adsodnto sulle superfici dei capelli.

Sebbene le sintesi effettuate con amido, in coadizpiu diluite rispetto alle sintesi con
PVP, abbiano portato risultati in accordo con qaiesi (Tabella 3.4), il processo di sintesi
risulta piuttosto complesso e necessita di notevamldifiche rispetto a quello standard.
L’amido risulta insolubile a temperatura ambient@rema di raggiungere la temperatura
di reazione, da luogo ad una degradazione stridgtwan formazione di una gelatina
compatta; a questo punto e impossibile miscelaptigcursore ed il risultato osservato é
frutto delle sole interazioni interfacciali, in@trterminata la sintesi, spesso si osservava
I'effetto specchio dovuto alla deposizione di atgemassivo.

La sintesi con chitosano ha incontrato ostacolilsimguardanti la solubilita ma non ha
dato luogo alla formazione di gel. Ottimizzando cmque la procedura si sono ottenute
particelle di dimensioni superiori al micron ed usaspensione instabile. La sintesi
alternativa condotta in ambiente acido (per acicietieo), vedi parte sperimentale, dove
'agente riducente e costituito da acido ascorlhieopermesso la solubilizzazione del
chitosano l'ottenimento di una sospensione stabifronodistribuita, come evidente dal
grafico di intensita DLS riportato in Figura 3.14analisi spettrofotometrica perd ha
mostrato uno spostamento Xax significativo rispetto al valore ottenuto con latssi
standard (PVP) (Tabella 3.4 e Figura 3.15). Peragloni si € deciso di abbandonare tale

sintesi.
Concentrazione Condizioni di |Dimensioni Indice di estinzione
Campione Ag (M) Stabilizzante reazione medie(nm)| polidispersione Amax (nm)
Agl23 0,05 Amido Come PVP 667,44 0,793 414,95
Agl24 0,02 Amido Come PVP 305 0,436 414,77
Agl4as 0,02 Chitosano Come PVP 2365,4 0,624 Non Rilevabile
Agl4s 0,02 Chitosano |In ambiente acido| 261,9 0,169 426,91
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Figura 3. 14 - Distribuzione delle dimensioni dahgpione stabilizzato con chitosano in ambiente@cid

200 300 400 500 600 700 800

Lunghezza d'onda (nm)

—AglO5 ——Agl48

Figura 3. 15 — Spettri di estinzione a confronta lg sintesi con PVP o con chitosano in ambientdaac
nota: il campione con chitosano & quattro volte piincentrato in argento rispetto a quello in PVP

Per quanto riguarda le sintesi in presenza di sietikellulose non sono state eseguibili
praticando il processo gia impiegato con il poliiimrolidone (riportate in Tabella 3.5) e
si e dovuto utilizzare un rapporto stabilizzantgéauto inferiore rispetto a quello usato per
la sintesi con il PVP, poiché allimmissione detlspidrossido nell’ambiente di reazione
lidrossietilcellulosa forma un gel incolore adaalviscosita. Le altre condizioni sono
rimaste inalterate. In tali sintesi non é statoiag® nessun riducente dal momento che

l'idrossietilcellulosa agisce da riducente dell'@angp.
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Si & voluto verificare I'effetto dello stabilizzantd esempio impiegando nella sintesi il
Soft CAT™ SL-5 (il composto a minore peso molecolare trdlgoposti) in presenza di
glucosio confrontandola con i risultati ottenutr p@a sintesi in assenza del polisaccaride;
nel primo caso si ottiene una sospensione statalagione AgL38) mentre nel secondo
caso (campione AgL11) si osservava un precipitatapstante la minor concentrazione di
argento utilizzata per questa sintesi (vedi paperisientale), a conferma dell’effetto
stabilizzante del sistema polisaccaride. Nelle FEdl116 e 3.17 sono riportati i grafici di

distribuzione delle dimensioni ottenute per DLSiesgettri UV-Vis.

Categoria | Concentrazione | Concentrazione | Dimensioni Indice di estinzione

Campione | SoftCAT™ | SoftCAT™ (M) | Glucosio (M) | medie(nm) | polidispersione | Amax(nm)
Agl37 SL-5 0,05 Assente 273,22 0,288 444,35
Agl38 SL-5 0,025 0,05 724,46 0,670 422,25
Agl39 SL-60 0,05 Assente 316,4 0,260 427,85
Agl40 | SX-1300H 0,05 Assente 151,74 0,203 432,05

Tabella 3. 5 — Prove “a caldo” con idrossietilcelase, ottenute a concentrazione di [Ag] = 0,05 M
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Figura 3. 16 — Distribuzione delle dimensioni degll®ve “a caldo”
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Figura 3. 17 — Spettri di estinzione delle provecado”, diluizione dei campioni 1 a 200

Per le soluzioni AgL37, AgL39, AgL40 il grafico dntensita DLS mostra delle
distribuzioni di nanoparticelle monodisperse canetisioni del diametro idrodinamico da
151 a 316 nm, mentre un sistema polidisperso evesite nel caso del campione AgL38
(sintesi in presenza di glucosio) con distribuzipari a 724 nm (vedi Tabella 3.5) a
conferma della presenza di aggregati. Gli spgifVis mostrano unamaxpiuttosto simile
per i diversi campioni a circa 420-440 nm.

Essendo l'idrossietilcellulosa facilmente solubélefreddo, si € optato per cambiare la
procedura di sintesi con l'introduzione del’NaOHd(cente) come ultimo passaggio,
guando il precursore ed il polisaccaride sono gepeatsi in soluzione. Questo ha
comportato: 1) una semplificazione al processo wantp la reazione ha luogo a
temperatura ambiente; 2) all’atto dellimmissioret dducente alcalino si forma un gel ma
guesto assume immediatamente colorazione brunodosga all’avvio del meccanismo
di riduzione dell'argento. | campioni cosi ottersano riportati in Tabella 3.6. E stata
inoltre investigata I'influenza della concentrazoti sodio idrossido, i campioni prodotti
con un rapporto molare NaOH/Ag pari a 1,41/1 patav alla formazione di una
sospensione di colore arancio-rosso solo dopo telinpazione lunghi (circa 1 mese)
mentre raddoppiando la concentrazione viene oteume sospensione di nanoparticelle a
bassa viscosita dopo 48 ore di reazione.
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’Concentrazione CategoriaConcentrazione/Concentrazione Dimensioni Indice di ';stinzione
Campione Ag (M) SoftCAT™| SoftCAT™ (M) | NaOH (M) |medie(nm)*polidispersioneAmax (nm)*
Agl56 0,05 SL-5 0,275 0,07 516,74 0,522 403,00
Agl49’ 0,05 SL-5 0,275 0,07 507,2 0,484 407,44
Agl52 0,02 SL-5 0,110 0,06 445,8 0,461 407,78
Agl53 0,05 SL-60 0,275 0,14 244,1 0,336 407,98
Agl54 0,05 SX-1300H 0,275 0,14 281,4 0,302 423,71
Agl58 0,05 SL-5 0,275 0,14 304,56 0,326 412,94
Agl69 0,05 SL-30 0,275 0,14 261,44 0,429 415,10

Tabella 3. 6 — Prove “a freddo” con idrossietilcelbse.

* misurazioni effettuate a 48 ore per tutti i caimpi, i campioni con rapporto base 1,41 sono st&pdrsi
con agitazione magnetica per 3 ore prima della magione

T Campione analogo ad AgL46 ma preparato con sistginagitazione meccanica continua

Le distribuzioni delle dimensioni acquisite tramideS mostrano dei valori nell’intervallo
200-300 nm (Figura 3.18) ottenuti per le concembrazanolari di sodio idrossido maggiori,
pari a 0,14 M; mentre diametri nettamente supe(aitorno ai 500 nm) a concentrazione
0,07 M. Inoltre la tipologia dell'idrossietilcellosa utilizzata (es. SL-5, SL-30 o SL-60)
non sembra avere nessuna influenza sulla grandksttieanano particelle sintetizzate, il
campione con SX-1300H (AgL54) é discusso in seg@tospettri UV-Vis per le diverse
cellulose “SL” (AgL53, AgL58, AgL69), riportati ifigura 3.19, mostrano gli assorbimenti
incentrati intorno &max412 nm (vedi Tabella 3.6).

14,00

12,00 /\ \
(]
© 10,00 /
S /)
‘E /
S 8,00
o
2 6,00
-0
£ 4,00
o
2 2,00

0,00 4—&,5 . \ ,—'\g,

22,00 0,1 1 10 100 1000 10000

Dimensione (diametro, nm)
—— AglL56 —— Agl49 —— Agl52 —— Agl53
AglL54 Agl58 Agl69

Figura 3. 18 — Distribuzione delle dimensioni dgll@ve “a freddo”
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Figura 3. 19 — Spettri di estinzione delle proveffaddo”, diluizione dei campioni 1 a 200

Le sospensioni ottenute sono risultate stabililpeghi periodi, oltre 6 mesi; nelle Figure
3.20 e 3.21 sono riportati, come esempio, le thsaioni DLS e gli spettri UV-Vis per |l
campione AgL46 appena sintetizzato e dopo 2 set@gma
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Figura 3. 20 — Distribuzioni delle dimensioni a ¢amto per lo stesso campione a 2 settimane dadist
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Figura 3. 21 — Spettro di estinzione a confronto Ipestesso campione a 2 settimane di distanza

Per quanto riguarda il campione AgL54, ottenutdizazéindo il polimero SX-1300H, lo
spettro UV-Vis (Figura 3.19) presenta un assorbitmanolto diverso, con massimo
spostato verso maggiore lunghezza d'onda ed inéensolto ridotta rispetto agli altri
campioni, indicando una minore concentrazione dionparticelle di Ag (reazione di
riduzione incompleta) con maggiori dimensioni. liatesi ottenuta in presenza di tale
polimero ha portato alla formazione di una gelabrenca e opaca, per la formazione di
argento cloruro a discapito della riduzione ad Agjatiico. Il polimero SX-1300H sembra
pertanto non avere potere riducente nelle condigperimentali adottate (temperatura
ambiente). A conferma di ci0, una netta colorazibnaa e stata ottenuta solo quando la
gelatina veniva esposta all'irraggiamento di umagdada UV per un certo tempo.

La riproducibilita & stata investigata ripetendo polte la sintesi con la stessa procedura.
Le sospensioni cosi ottenute (ad es. campioni Age58gL46) presentano valori
perfettamente confrontabili sia in termini di massi assorbimento che in termini di
distribuzione DLS (Tabella 3.7).

Agl58 Agla6
Dimensione nm 304,56 309,86
Indice di polidispersione 0,326 0,397
Estinzione Amax (nm) 412,94 412,59

Tabella 3. 7 - Riproducibilita
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Effetto della Concentrazione

Per verificare I'effetto della concentrazione dgemto nitrato si sono fatte delle sintesi
utilizzando concentrazioni pari a 100 mM e 200 nridpetto a 50 mM precedentemente
impiegato). Tali sintesi sono state condotte in chagli diversi:1) mantenendo costanti i
rapporti di NaOH e stabilizzante (quindi raddoppi@arno quadruplicando la quantita)
oppure 2) mantenendone fisse le concentraziomnseguentemente riducendo i rapporti.
Raddoppiando la concentrazione di argento nitratosnosservano differenze significative
in termini diimax (circa 412 nm) e assorbanza negli spettri UV-Vis

Diverso ¢ il responso delle misurazioni DLS (Ta®@&l8): un incremento della quantita di
NaOH (catalizzatore di reazione) a parita di sizbdinte porta a una distribuzione di

particelle con dimensioni dimezzate (campioni Agle6AgL65).

Concentrazione |Concentrazione|Concentrazione Dimensioni Indice di estinzione

Campione Ag (M) NaOH (M) SoftCAT™ (M) |medie(nm)|polidispersione| Amax(nm)
Agl63 0,1 0,28 0,550 416,2 0,371 412,61
Agl64d 0,1 0,14 0,275 186,5 0,264 410,16
Agl65 0,1 0,28 0,275 94,55 0,228 412,21

Tabella 3. 8 — Effetto della concentrazione di artge campioni sintetizzati con SL-5

Le sospensioni sintetizzate a partire da conceptiadi argento nitrato pari a 200 mM si
presentano con aspetto gelatinoso e risultanaifiifiente disperdibili in acqua, anche dopo
le 48 ore. La riduzione della concentrazione deatg nitrato (AgL52 in tabella 3.6) da 50
mM a 20 mM, mantenendo gli altri rapporti costahé,portato ad un peggioramento; con
un aumento della dimensione media (445,8 nm),iddite di poldispersione (da 0,33 a
0,46) ed un blue shift dinax 0Sservata (Figure 3.18 e 3.19).

La cinetica di riduzione dell'argento e stata segagompiendo una sintesi e effettuando un
campionamento ogni ora con caratterizzazione U\V-V&le procedura non € ancora
ottimizzata in quanto i prelievi vanno a modificdecondizioni di reazione, tuttavia puo
portare ad alcune osservazioni se il controllo @ieffettuato al valore di massimo
assorbimento (circa 420 nm). Nella prima ora nonosserva nessun assorbimento
significativo nell'intorno di frequenza d’interess#alla seconda ora di reazione in poi si
osserva un aumento del segnale, corrispondenti®atiazione dei primi nuclei di argento,

che si stabilizza dalla terza ora dall'inizio daréone (Figura 3.22).
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Figura 3. 22
Spettri di estinzione registrati in diluizione 280 per una sintesi di argento stabilizzato con5SI#
indica a quante ore dall'inizio della sintesi é wtaeffettuato il campionamento e la successivaianal

Dall’analisi dei risultati sperimentali e tenendaconsiderazione che le sospensioni devono
poi essere impiegate in una formulazione per scoginetici si € deciso di: 1) utilizzare
esclusivamente le sintesi che prevedono I'impieigeetlulose tipo “SL”; 2) riprodurre le
sintesi in assenza di catalizzatore (NaOH). | tégué gli spettri UV-Vis sono riportati in
Tabella 3.9 e Figura 3.24. Il polimero “SL-60” &ate scartato in quanto non portava ai
prodotti attesi. In queste condizioni sperimentalite le sintesi sono estremamente
rallentate e, anche dopo 48 ore la frazione di neamticelle di argento formatasi € minima
rispetto alla concentrazione di argento introdatiiavia osservabile all’'UV-Vis ed in

microscopia elettronica (Figure 3.23 e 3.24).

Categoria estinzione
Campione SoftCAT™ Amax (nm)*
AgL70 SL-5 403,00
Agl71 SL-30 407,44

Tabella 3. 9 — Campioni sintetizzati in assenzsadiio idrossido
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Figura 3. 23 — Micrografie SEM delle sospensionLAg (sinistra) e AgL70 (destra)
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Figura 3. 24 — Spettri di estinzione registrati persintesi in assenza di sodio idrossido, diluieid a 200

3.3 Applicazione dei sistemi di nanodelivery

| test di colorazione sono stati condotti su capethani decolorati utilizzando la

formulazione con polimero “SL-30” (AgL71) seguerdiae strategie di applicazione:

PRE = Inserendo i capelli nel’'ambiente di reazigrena della sintesi delle
nanoparticelle di Ag;
POST = Stendendo la formulazione contenente lepaatioelle di Ag e colorante

sui capelli dopo 48 ore dall’inizio reazione.
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Le sospensioni ottenute in assenza di sodio idtossopo 48 ore di reazione hanno la
consistenza di una “crema” che si presta facilmaht@pplicazione.

Parallelamente sono state effettuate delle tintlireonfronto impiegando formulazioni
contenenti solo il solo colorante (indicate comeLf®con colorante ed idrossietilcellulosa
(CELL N), sciolte in acqua.

La descrizione dei diversi campioni preparati pitegata in Tabella 3.10 mentre in figura

3.25 sono riportate le fotografie delle ciocche.

Campione Tipo di cellulosa Argento Colorante
2 N PRE SoftCAT™ SL-30 Presente Basic Red 51
2N POST SoftCAT™SL-30 | Presente | Basic Red 51

CELL N PRE SoftCAT™ SL-30 Assente Basic Red 51

CELLN POST SoftCAT™ SL-30 Assente Basic Red 51

coL Assente Assente Basic Red 51

Tabella 3. 10 — Campioni impiegati per i testi diarazione

FaSE
CELL N PRE

Figura 3. 25 — Ciocche a confronto dopo tintura
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Il grado di colorazione e stato determinato anatizio le ciocche in riflettanza diffusa e
rielaborando i dati con il sistema CIEL*a*b* impastlo una sorgente D65 e un angolo di
osservazione di 2°. | valori di L*, a* e b*, ottendalla media di cinque misure effettuate
sulla stessa ciocca (in punti diversi), sono sthlizzati per calcolare il valore diE, una

misura della differenza di colore esistente tra olygetti, espresso dall’equazione:

AE = 3/(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)?

Dove AL = Li — LO; Aa = ai — a0OAb = bi — b0 e LO, a0 e b0 sono i valori ottenuti lae

ciocca di capelli non colorati e Li, ai e bi sonwalori ottenuti per la ciocca di capelli

appena colorata.

Dai dati riportati in Tabella 3.11 si puo osservehe:

1. La variazione di luminositaL, risulta simile per tutti i campioni analizzati

2. la variazione di tintaAh= hi — hO, risulta influenzata dalla presenza alell
nanoparticelle di argento, probabilmente a caudia delorazione delle stesse
nanoparticelle.

3. Il valore diAE risulta maggiore nel caso di applicazione deb solorante rispetto
alle altre formulazioni contenenti idrossietilcétisa o idrossietilcellulosa e

aquasome di argento

AE AE
Campione AL Ah
colorazione | resistenza ai lavaggi
2 N PRE 72,90 39,58 80,78 81,90
2N POST 68,56 41,16 87,81 80,07
CELL N PRE 73,06 29,46 91,00 78,21
CELLN POST 72,10 27,24 87,15 60,03
coL 78,51 25,65 117,78 58,27

Tabella 3. 11 — Variazione dei parametri colorinietr
Sono state condotte delle prove di estrazionealelante effettuando lavaggi con etanolo
per un tempo pari a 2 ore, sotto agitazione pensubni, dei capelli appena tinti ed
analizzando la soluzione cosi ottenuta, tramitétsyseopia UV-VisPl, Tali prove sono
state condotte sui campioni 2 N (sia PRE che P@SIDL.
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La determinazione spettrofotometrica, tramite retit@alibrazione esterna (Figura 3.9),
della concentrazione del colorante trasferito atduzioni di lavaggio € in questo caso
direttamente correlabile alla quantita di coloraimizialmente adsorbita sui capelli sia

superficialmente che all'interno della corteccia.

Retta di taratura
Basic Red 51 in soluzione di etanolo

2,5
2 [y=3803x-00223 °
RZ — 0,9997 ...............
15— e
< 2 — y =5,4362x - 0,0275
R Y B R2=1
1 N o
05 o ........................
;o @
0o ®e
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4

Concentrazione (mM)

@A\ Vis (528,5nm) @A UV (296,5 nm)

Figura 3.26 — Rette di taratura alle due lunghedzmda di assorbimento del colorante Basic Red 51

Le concentrazioni misurate, rispettivamente pempioni COL, 2 N PRE e 2 N POST,
sono pari a 1,3107> mM; 3,5- 107> mM; e 3,0 10~°> mM. Entrambi i campioni
2NPOST e 2NPRE presentano una quantita di colosuperiore 2 - 2,5 volte rispetto a
quella rilevata nel campione COL.

Sono state condotte anche prove di rilascio deiraate dal capello a seguito di lavaggi
con acqua e agitazione per ultrasuoni, effettu@tie descritto nella parte sperimentale (8
lavaggi consecutivi), e le soluzioni di lavaggio ngo state analizzate per via
spettrofotometrica. Le curve massa di colorantesaal capelli vs numero di lavaggi,
riportate in Figura 3.27, mostrano un comportameitdascio pressoché simile per tutti i
campioni analizzati: una prima parte, a piu eleypstadenza (2° e 3° lavaggio) giustificata
dalla perdita delleccesso di colorante, o di siste colorante/cellulosa, adsorbito
esternamente ai capelli; ed una seconda partearteeqa un plateau dopo circa 4 lavaggi.
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Figura 3. 27 — Risultati delle prove di rilascio

L’impiego di nanopatrticelle di Ag stabilizzate cminossietilcellulosa, (PRE o POST), non
modifica 'andamento della curva di rilascio. E éwe evidente I'influenza sulla quantita
di colorante rilasciato dopo il 1 lavaggio e dopdavaggio finale (8°), che risulta in
entrambi i casi maggiore rispetto alle altre prove.

| valori di resistenza del colore, ottenuti anadizdo in riflettanza le ciocche dopo I'8
lavaggio e calcolando il valore dE con LO, a0 e b0 corrispondenti ai valori otte e

la ciocca di capelli non colorati mentre Li, ai iesbno i valori ottenuti per la ciocca di
capelli dopo 8 lavaggi sono riportai in tabellal3.1Si osserva un andamento di resistenza
del colore ai lavaggi 2 N PRE > 2 N POST > CELL REP> CELL N POST > COL. |
migliori risultati ottenuti nella condizione in c@ presente l'idrossietilcellulosa nella
formulazione, rispetto al campione COL, sono inado con quanto riportato in letteratura
61 poiché Iidrossietilcellulosa favorisce la permame del colorante sul capello.
L’incremento osservato nelle due formulazioni 2 ertanto imputabile alla presenza

degli aquasome di argento.
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4.0 CONCLUSIONI

Nel corso di questo lavoro di tesi sono state ated sintetizzate diverse nanosospensioni
di argento, tipo aquasome, al fine di poterle irgpre come carrier di coloranti per la
tintura dei capelli.

Per semplificare lo sviluppo di un prodotto comnme; le sintesi sono state svolte in fase
acquosa, garantendo cosi un minore impatto amigenpetto alle comuni sintesi di
nanoparticelle. La metodica di sintesi ottimaleividbata, inoltre, fa uso di una sostanza
di origine vegetale (idrossietilcellulosa) in fuoze di stabilizzante, gia impiegata in alcuni
formulati per balsamo commerciali; questo per faeoulteriormente I'aspetto di eco-
compatibilita del processo e di compatibilita altkestinazione d'uso cosmetico.
L’ottimizzazione e lo studio dei parametri di rear ha mostrato infine che 'aqguasome e
ottenibile anche utilizzando una sintesi che nchiede né una fase di riscaldamento, né
di un ambiente basico di reazione, riducendo nuavaenl'impatto ambientale cosi come
i costi ed i problemi di processo. La sospensionaasoparticelle cosi selezionata ha
mostrato una buona stabilita nel tempo, non soate sisservate separazioni di fasi o
precipitazioni nei 6 mesi successivi alle primeesn

Allo scopo di impiegare queste sospensioni di nartaqelle di argento come carrier, la
sintesi e stata condotta anche in presenza di lamace di tipo “semi-permanente” per
capelli, Basic Red 51. L’aggiunta del colorante mdluenza le caratteristiche del prodotto
finale, fatta eccezione per la colorazione chegdaaun giallo-arancione dovuto agli effetti
di risonanza plasmonica superficiale delle nanagedi® d’argento, ad un rosso scuro. Le
particelle cosi sintetizzate sono state impiegateecformulazioni per tintura, rispettando
per il colorante le indicazioni di concentrazionassima stabilite dall’associazione europea
dellindustria cosmetica (COLIPA), senza lausilth eccipienti e senza effettuare
pretrattamenti sui capelli. Sono state investighie possibili strategie d’applicazione:
producendo le nanopatrticelle con colorante in preselei capelli, in maniera analoga ad
una tintura permanente in cui il precursore deletipelle sostituisce il precursore del
colorante; ed applicando le particelle con colaFanti capelli 48 ore dopo la loro sintesi,

metodo facilitato dall'aspetto cremoso del formalat
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| campioni preparati, 2 N PRE/POST, CELL N PRE/P@SCTOL sono stati sottoposti a

misure spettrofotometriche e analisi CIEL*a*b* si@r quanto riguarda il grado di

colorazione che per quanto riguarda le condizianildscio del colorante a seguito di

lavaggi successivi. La presenza di idrossietiléedia e delle nanoparticelle di argento non
sembra influire sul grado di colorazione del capdlbpo applicazione della formulazione
ma influiscono sensibilmente sulla stabilita delocante a seguito dei risciacqui. In

particolare una maggiore resistenza ai lavaggdua colorazione dopo 8 lavaggi) e stata
osservata nei campioni in cui erano presenti leoparticelle di argento stabilizzate con
idrossietilcellulosa.

Sebbene queste formulazioni esibiscano miglioristaoni, € necessario in futuro

indagare approfonditamente gli effetti sulla salditeyjueste nanoparticelle, cosi come e

necessario ripetere gli esperimenti con diversorewiti.
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