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ABSTRACT

Il presenta elaborato finale si inserisce in un progetto di ricerca, svolto in collaborazione
con il gruppo di ricerca di chimica metallorganica e I'azienda Biolchim S.p.A, volto alla
sintesi e caratterizzazione di nuovi complessi di zinco, solubili in acqua, da impiegare
nel campo agronomico come fertilizzanti. Diversi leganti sono stati studiati per la
creazione di chelati di zinco, tra cui acido citrico, amminoacidi quali glicina ed alanina
e acido o-idrossimandelico. La stabilitd dei diversi complessi sintetizzati e stata
studiata in funzione di vari range di pH e temperatura, cosi da valutarne la resistenza
in condizioni simili a quelle reali in suolo. | prodotti solidi sono stati caratterizzati tramite
IR-ATR e NMR; i complessi di zinco citrato e zinco-acido o-idrossi mandelico sono stati

studiati mediante spettrometria di massa e un’analisi elementare.
ABSTRACT

The aim of this project, developed in collaboration with Biolchim S.p.A., was to
synthesize and characterize new water-soluble zinc complexes for agronomical
application as fertilizers. The capability of multiple chelating ligands, such as citric acid,
glycine, alanine and o-hydroxymandelic acid, to react and create complexes with
different zinc salts was studied. Moreover, a study over the stability of such complexes
in relation to different pH and temperature ranges was assesed, so as to examine their
resistance to degradation in different possible enviroments. All of the products were
characterized via IR-ATR and NMR analyses; the zinc-citrate and zinc-(0)-
hydroxymandelic acid complexes were also characterisez via ESI-MS and elemental
analyses.
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1 INTRODUZIONE

1.1 Microelementi e la loro funzione nel mondo vegetale

Il bisogno di nutrire I'intera popolazione mondiale, stimata in crescita sino a 9.6 miliardi
di persone entro il 2050, combinato con le transizioni dietetiche che accompagnano il
cambiamento socioeconomico umano, richiede [lintensificazione dei sistemi di
coltivazione agricoli odierni. Per raggiungere questo obbiettivo € necessario
incrementare la quantita e la qualita dell’attuale produzione agricola attualmente
disponibili, utilizzando fattori coadiuvanti come i fertilizzanti, che forniscono un

contributo fondamentale al raggiungimento di rese elevate nell’agricoltura moderna. (%]

Per definizione, un fertilizzante € un prodotto in grado di provvedere sostanze nutritive
alle piante. E possibile classificare gli elementi/nutrienti per importanza rispetto al loro

utilizzo da parte della pianta; un nutriente & definito come essenziale se:

e Dal punto di vista biologico, se la pianta non riesce in alcun modo a completare

il proprio ciclo vitale (vegetativo e riproduttivo) senza di esso.

e Dal punto di vista chimico, se forma una molecola o un costituente della pianta

a sua volta essenziale.

Nel momento in cui I'elemento essenziale € rimosso dalla pianta, questa non riuscira
a completare un intero ciclo vitale ed iniziera a mostrare sintomi di carenza.
Azoto, Fosforo e Potassio (N/P/K) sono considerati nutrienti primari, mentre tra i
nutrienti secondari sono presenti diversi elementi, tra cui zolfo, magnesio e calcio.
A questi si aggiungono i micronutrienti, cioe tutti quegli elementi importanti per una
crescita sana delle piante, ma necessari in quantita minori rispetto ai nutrienti primari
e secondari sopra citati. Nella categoria dei micronutrienti rientrano metalli come Boro
(B), Cobalto (Co), Rame (Cu), Ferro (Fe), Manganese (Mn), Molibdeno (Mo), Nickel
(Ni) e Zinco (zn). P In ultimo, ci sono elementi come il Selenio (Se), il Silicio (Si) oppure
il Sodio (Na) che sono considerati non essenziali per lo sviluppo delle piante, ma un
loro apporto durante la fase di crescita porta ad un riscontro positivo, migliorandone la

qualita. [



Il ruolo dei micronutrienti nel ciclo vitale delle piante & estremamente vario e, in loro
assenza, molti dei processi metabolici fondamentali che avvengono all’interno delle
stesse non sarebbero possibili, in quanto svolgono un ruolo cruciale in piu campi; per

citarne alcuni:

e Nel processo di biosintesi di proteine ed enzimi sono richiesti Zinco (Zn), Ferro
(Fe) e Manganese (Mn), mentre per la loro successiva attivazione servono Mn
e Zn, che permettono di controllare processi enzimatici regolati da DNA/RNA
polimerasi. Questi metalli controllano anche enzimi come: N-metabolizzanti,
superossido dismutasi, catalasi, deidrogenasi, ossidasi, ATPasi e numerosi altri

enzimi coinvolti nei processi redox. 3]

¢ Nella sintesi dei carboidrati il Rame (Cu) e specifico ed essenziale per la sintesi
della lignina, elemento necessario per il rafforzamento della parete cellulare

della pianta. [4

e Lo ione borato é coinvolto nel funzionamento della parete cellulare; infatti, ha il
compito di facilitare la reticolazione dei polisaccaridi pectici migliorando
I'integrita strutturale del citoscheletro. ¥ Cido ha dirette implicazioni per la
sopravvivenza delle piante in condizioni di stress come |'appassimento, il vento,

la pioggia o la tempesta, in cui la rigidita strutturale & fondamentale.

e Lo Zinco (Zn) svolge un ruolo specifico nei processi enzimatici, difatti €, come
precedentemente citato, coinvolto nella biosintesi regolatrice della crescita delle
piante. Una funzione importante e la regolazione delle auxine, classe di ormoni
vegetali, dato il loro ruolo nel promuovere la crescita radicale, garantendo cosi
una maggiore capacita di accedere alle sostanze nutritive e all’acqua contenute

nel terreno. (6

e Il Nickel (Ni) e coinvolto nel funzionamento dell’enzima ureasi all'interno del
metabolismo dell’azoto delle piante, che permette la conversione dell’'urea in
ammoniaca. Una carenza di Ni ha un impatto negativo sul metabolismo stesso,

portando ad un accumulo di urea che causa la necrosi dei germogli della pianta.
Yl



¢ Un altro micronutriente che entra a far parte del metabolismo dell’azoto ¢ |l
Molibdeno (Mo), che facendo parte del sistema enzimatico della nitrogenasi

favorisce la fissazione dell’azoto da parte dei batteri simbioti. €]

¢ Il ruolo del Ferro (Fe) all'interno delle piante € molteplice in quanto entra come
elemento costitutivo in molti enzimi che regolano varie funzioni vitali come la
respirazione, la fotosintesi (€ utilizzato per la biosintesi della clorofilla al’interno
dei cloroplasti), ed & responsabile dell’assorbimento di nitriti e solfati (il ferro

costituisce lo ione centrale nella proteina nitrato riduttasi e solfito riduttasi). [°]

Le carenze di tutti questi microelementi possono portare a limitare gravemente lo
sviluppo delle radici, la crescita vegetativa e precludere la fioritura, la fruttificazione

con una diminuzione dei frutti.

1.1.1 Assorbimento dei micronutrienti da parte delle piante

I micronutrienti vengono assorbiti dalle piante sotto forma di ioni ma, a causa della loro
carica, gli ioni metallici non possono muoversi liberamente attraverso le membrane
cellulari, che sono strutture lipofile. Pertanto, il trasporto degli ioni nelle cellule deve
essere mediato da proteine di membrana con funzioni di trasporto, genericamente note
come trasportatori. | trasportatori transmembrana possiedono un dominio di legame
extracellulare al quale gli ioni metallici si attaccano appena prima del trasporto, e una
struttura transmembrana che collega i mezzi extracellulari e intracellulari. Il dominio di
legame € ricettivo solo a ioni specifici ed e responsabile della specificita del
trasportatore. Inoltre, meccanismi sensibili mantengono la concentrazione

intracellulare di ioni metallici entro i limiti fisiologici della pianta. [1°]
MI
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Figura 1: Trasporto dei metalli attraverso la membrana radicale [0



Il trasporto transmembrana degli ioni metallici € alimentato dall'idrolisi dell’ATP nel
citoplasma. Le pompe protoniche ATP-dipendenti espellono gli ioni H* attraverso la
membrana radicale mentre l'assorbimento dei metalli € guidato dal gradiente
elettrochimico che ne deriva tra il citoplasma all’interno delle radici e la soluzione

esterna della rizosfera (Figura 1). (1]

L'assorbimento di Fe, Cu e Mn & preceduto dalla loro conversione in forme ioniche piu
solubili (Fe®** in Fe?*, Cu?*in Cu* e Mn** in Mn?*); questa trasformazione avviene a
livello della membrana plasmatica della cellula. Questo processo € eseguito da memobri
della famiglia enzimatica ferrica reduttasi (FRO), enzimi che non risultano essere
specifici per un singolo metallo ma funzionano su una vasta gamma di metalli. [*2
Dopo la conversione in una forma utilizzabile dalle piante, per elementi come Fe, Cu,
Mn e anche Zn e Ni in forma bivalente, si ha quindi il trasporto all’interno pianta. Questo
processo, anche in questo caso, avviene attraverso un sistema di assorbimento
condiviso che coinvolge enzimi simili per il trasporto dei metalli divalenti (ad esempio,
il regolatore di trasporto del ferro, IRT), presenti sia nelle radici sia nelle cellule del

germoglio. 113!

In alcune piante la solubilitd dei composti metallici nella rizosfera pud essere
controllata attraverso il processo dell’essudazione radicale, fenomeno fondamentale
nell’acquisizione di diversi metalli essenziali. Il processo consiste in un rilascio
controllato (“essudazione”) da parte della pianta attraverso le radici di una serie di
composti organici come acido ossalico, acido citrico o acido mugineico; questi
composti organici aumentano in modo significativo la biodisponibilita dei metalli legati
precedentemente al suolo. Infatti, sono in grado di formare complessi con gli ioni
metallici, mantenendoli in soluzione e rendendoli disponibili per 'assorbimento da
parte delle radici, incrementando cosi 'assorbimento da parte della pianta di Fe, Cu,
Zn, Ni e Mn (Figura 2). 13l

Un ulteriore meccanismo sviluppato per aumentare la solubilita dei micronutrienti,
applicato in situazioni di basso apporto ionico, prevede I'alterazione da parte della
pianta dell'ambiente chimico della rizosfera, cosi da stimolare il desorbimento degli ioni
dai solidi del suolo e favorire il loro aumento in soluzione. Tale meccanismo € noto
come acidificazione della rizosfera: il nome acidificazione € dovuto all'estrusione di ioni

H* e composti fenolici dalle radici delle piante. | protoni rilasciati competono e



sostituiscono gli ioni metallici dai siti di legame, stimolando il loro desorbimento dai

solidi del suolo e rendendoli disponibili per le piante (Figura 2). 14
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Figura 2: Rappresentazione schematica dei meccanismi di assorbimento dei metalli in cellule radicali 24

Il trasporto dei metalli dal bulk del suolo alla zona delle radici avviene tramite un
meccanismo di convezione (flusso di massa-diffusione). Grazie alla convezione gli ioni
metallici solubili si spostano dal suolo alla superficie delle radici. Dalla rizosfera 'acqua
viene assorbita dalle radici per sostituire 'acqua traspirata dalle foglie. Questo
assorbimento d’acqua dalla rizosfera crea un gradiente idraulico dal suolo alla
superficie delle radici. Gli ioni vengono assorbiti piu velocemente di quelli forniti
attraverso il flusso di massa creando una zona nel suolo impoverita di questi
microelementi immediatamente adiacente alle radici, ci0 genera un gradiente di
concentrazione che spinge la diffusione degli ioni verso lo strato impoverito che

circonda le radici. (14



1.1.2 Suolo e microelementi: stabilita ed interazioni

Gli ioni metallici nel suolo subiscono una serie di reazioni che coinvolgono sia la fase
solida che quella in soluzione. La concentrazione e la natura degli ioni presenti nel
sistema del suolo sono il risultato di queste interazioni. Pertanto, la composizione
chimica della soluzione del suolo € dinamica (Figura 3) ed e determinata da equilibri
multifase che coinvolgono la fase solida, cioé minerali argillosi, minerali inorganici poco
ordinati e materiali organici, la fase liquida, che comprende acqua e solidi disciolti, e
la fase gassosa, composta principalmente da ossigeno e anidride carbonica.

Una volta introdotti nel sistema suolo, gli ioni metallici (M"") subiscono rapidamente
una serie di reazioni sia in fase acquosa che solida che ne riduce la disponibilita per

I'assorbimento da parte della pianta. [1°]

Fertilizzanti Piante
Depositi atmosferici

AN

Deassorbimento Immobilizzazione
. . S N & S — & -
Minerali M™ in soluzione — Materia organica
Assorbimento Mineralizzazione |

Lisciviazione

Suolo

L4

Acqua sotterranea

Figura 3: Fenomeni e processi riguardanti i cationi metallici nel suolo 291

Le reazioni di adsorbimento/desorbimento e di fissazione determinano in larga misura
la disponibilita dei micronutrienti nel suolo. Il termine "adsorbimento” descrive le
associazioni elettrostatiche tra gli ioni e le superfici esposte dei reticoli argillosi o della
materia organica. Gli ioni adsorbiti sono scambiabili e, quindi, possono equilibrarsi con
gli ioni disciolti nella soluzione del suolo o essere spostati (scambiati) da cationi di
valenza superiore o di raggio idrato inferiore. | termine "fissazione" € generalmente

usato per descrivere l'immobilizzazione di ioni tramite precipitazione o forte chemio-

6



assorbimento. Gli ioni fissati non si scambiano facilmente con gli ioni presenti nella
soluzione del suolo, anche se alcune reazioni di fissazione possono essere reversibili

ma solamente su tempi molto elevati. [*6]

Il pH del terreno influisce sulla biodisponibilita dei metalli; ad esempio, la solubilita dello
Zn é fortemente dipendente dal pH e diminuisce di cento volte con ogni aumento
unitario del pH. L'innalzamento del pH puo stimolare la formazione di ioni idrossilici 0

idrossidi metallici; infatti, la specie predominante in soluzione del suolo sono:

e Zn?* al di sotto di pH 7.7,
e Zn(OH)* nel range di pH 7.7-9.0
e Zn(OH): al di sopra di pH 9.1.

Lo ZnOH* é piu fortemente assorbito dai solidi del suolo rispetto agli ioni non
complessati. 171 Un pH elevato del suolo favorisce anche la precipitazione degli ossidi
di Mn, comunemente sotto forma di birnessite (y-MnOz1.g) e pirolusite (B-MnO3). [18]
Similmente, anche la disponibilita di Fe diminuisce con l'aumento del pH della
soluzione del suolo. Il Fe nelle soluzioni acquose € generalmente circondato da sei
molecole d'acqua ed € presente come [Fe(H20)s]** e un aumento del pH riduce I'H*
dall'acqua idratata e da origine a molecole con diverso grado di idratazione. Pertanto,
il pH della soluzione del suolo ha un ruolo importante nel determinare la solubilita del
Fe, che é relativamente bassa a pH di 7.5-8.0. In questo intervallo nel suolo il ferro si
trova soprattutto come Fe(OH)s rendendo il Fe libero in una concentrazione
insufficiente per la maggior parte delle piante. Gli ossidi di ferro e di manganese
possono adsorbire in modo specifico i cationi micronutrienti sulla loro superfice esterna

e all'interno della microstruttura degli ossidi. 1%

Un altro fenomeno che porta ad una riduzione di disponibilita di ioni metallici per le
piante é la lisciviazione dei terreni. Questo fenomeno é frequente in terreni con pH
generalmente acidi e in presenza di abbondanti precipitazioni. L’abbondante apporto
d’acqua porta ad un allontanamento dei metalli dagli strati superficiali del suolo a quelli
pil sotterranei, di fatto diminuendo la disponibilita di ioni metallici nella rizosfera. [1°]
Come indicato in precedenza, molte colture elaborano meccanismi di recupero dei
nutrienti, tra cui la secrezione di acidi organici e di chelanti dei metalli che aiutano a
dissolvere i metalli in forma solida, ma comunque non risultano sufficienti per

raggiungere la quantita di microelementi necessari alla pianta.



1.2 Complessi metallici chelati come fertilizzanti

La disponibilita per le colture di micronutrienti solubilizzati & dettata da fattori del
terreno che spesso ne limitano I'assorbimento da parte delle piante, portando a una
bassa efficienza di assorbimento. Pertanto, una sfida importante € come fornire i

micronutrienti in modo tale da:

e Migliorare la loro utilizzabilita da parte della pianta.

e Diminuire la loro dannosita per il suolo a causa della fissazione.

e Renderli piu sicuri per 'ambiente diminuendo le perdite e lo spreco.

e Garantirne una maggiore economicita in termini di costi per gli agricoltori ed

aziende agricole rendendoli vantaggiosi.

Per rispondere a questa serie di problematiche, e quindi migliorare I'assorbimento da
parte della pianta dei micronutrienti metallici, in agricoltura sono stati introdotti

composti di metalli chelati in grado di aumentare la resa dei raccolti.

Il termine chelato deriva dal greco "chela" o "artiglio” e descrive la complessazione di
un agente chelante con un metallo o con un catione metallico. Un chelato utilizza una
serie di legami di coordinazione per combinarsi con un metallo, formando una struttura
ciclica relativamente stabile. 1l chelato circonda il metallo, impedendogli di reagire con
il terreno e mantenendolo cosi in una forma disponibile per le piante. Infatti, la
chelazione riduce le caratteristiche cationiche del metallo, diminuendo cosi la sua
attrazione elettrostatica verso i siti di adsorbimento nella fase solida del suolo.
Cio significa che la chelazione pud proteggere i metalli dalle reazioni di fissazione nel
suolo e li mantiene maggiormente all'interno della soluzione nel terreno, rendendoli
cosi disponibili alle piante. Una caratteristica importante degli agenti chelanti € la loro
capacita di formare legami stabili con i metalli, infatti, affinché un chelato sia efficace,
la velocita di sostituzione del catione chelato con altri cationi presenti nel suolo deve
essere estremamente bassa, mantenendo il catione in una forma chelata per un tempo
sufficiente ad essere trasportato dal terreno alla radice della pianta, dove potra essere
assorbito. La riduzione delle caratteristiche cationiche dei metalli pué anche migliorare
la velocita di trasporto dei micronutrienti all'apparato radicale della coltura. 2%



Gli agenti chelanti maggiormente studiati per la nutrizione delle piante rientrano in due
categorie: gli aminopolicarbossilati e gli idrossicarbossilati. Il termine carbossilato

indica che questi composti sono acidi organici.

Gli aminopolicarbossilati includono: EDTA, EDDHA (Figura 4), o-HEEDTA e DTPA. |
chelati piu efficaci sono gli acidi diamino-difenolici-dicarbossilici, principalmente o,0-
EDDHA. Tuttavia, la sintesi industriale del'lEDDHA commerciale produce una miscela
di isomeri, I'0,0-EDDHA, l'0,p-EDDHA e il p,p-EDDHA, oltre a prodotti policondensati

in quantita variabili. (211
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Figura 4: Strutture molecolari di: (A) EDDHA, (B) EDTA, (C) DTPA e (D) o-HEEDTA

Gli idrossicarbossilati comprendono: gli acidi saccarici come l|'acido manarico, un
dicarbossilato; acido gluconico, un monocarbossilato; e I'acido glucoeptonico, un altro
monocarbossilato (Figura 5). 22 Questi sono i leganti piu comuni utilizzati per la
formazione di composti chelati di Fe e Mn, in grado di dare dei composti chelati stabili

nel terreno, garantendo cosi un rilascio graduale del metallo alla pianta.
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Figura 5: Strutture molecolari di: (a) acido manarico, (b) acido gluconico e (c) acido glucoeptonico

La coordinazione del legante al metallo avviene generalmente tramite gli ossigeni del
gruppo carbossilato ed ossidrilico per i composti idrossicarbossilati, mentre per gli

aminopolicarbossilati avviene utilizzando anche gli atomi di azoto del legante (Figura

6). 201
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Figura 6: Esempio di coordinazione tra Mn?* e (0,0)-EDDHA-

L’uso dei chelati metallici non comporta tuttavia soltanto benefici; ad esempio, EDTA
e gli altri composti chelanti sintetici sono tossici e scarsamente foto-, chemio- e
biodegradabili nel suolo, cid aumenta notevolmente il tempo che queste molecole
rimangono disponibili nel terreno. L’applicazione non-controllata in situ degli agenti
chelanti puo provocare linquinamento delle acque sotterranee, dissoluzione e

lisciviazione incontrollata dei metalli. (23
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1.2.1 Fertilizzanti noti a base di zinco

La carenza di Zn come micronutriente € uno dei problemi piu diffusi nelle piante e

coltivazioni di tutto il mondo; per questo motivo, i fertilizzanti chimici sono

frequentemente utilizzati per aumentare la disponibilita di Zn nel suolo e per mantenere

una concentrazione desiderabile di questo elemento per le piante nelle colture in

soluzione nutritiva. E possibile classificare i fertilizzanti a base di Zn in quattro classi:

composti inorganici, chelati sintetici, complessi organici naturali, e complessi

inorganici.

| fertilizzanti di Zinco derivati da composti inorganici disponibili attualmente sul
mercato includono ossidi, carbonati, solfati, cloruri e nitrati. Quelli
maggiormente utilizzati sono zinco ossido (ZnO), insolubile in acqua ma solubile
in acidi, ottenuto per reazione di ossido-riduzione con monossido di carbonio
ed aria, e solfato di zinco (ZnSO4*xH20), ottenuto per reazione tra ZnO ed acido
solforico. Quest'ultimo €& il fertilizzante inorganico a base di zinco piu
comunemente utilizzato, disponibile sia in forma mono che eptaidrato. Possiede

un’alta solubilita in acqua e si dissolve nel terreno velocemente. 24

| pit comuni agenti chelanti sintetici utilizzati per lo Zn sono i composti organici
EDTA (acido etilendiamminotetraacetico) e DPTA (dietilentriamminapenta
acetato). La chelazione di un catione metallico (Zn?*) con un agente chelante
organico (EDTA%) provoca l'inversione della sua carica (ZnEDTA?), riducendo
la sua attrazione elettrostatica ai siti di adsorbimento anionici del suolo.
Pertanto, se aggiunto in forma chelata, lo Zn ha una minore probabilita di essere
trattenuto dai colloidi del terreno ed é piu facilmente trasportato attraverso il
suolo fino alle radici delle piante, favorendone cosi I'assorbimento. Tuttavia,
guesta classe di composti, oltre ad essere costosa, presenta i problemi di

biodegradabilita da parte dei leganti sintetici precedentemente citati. (>4

| complessi organici naturali sono ottenuti dalla reazione di sali di Zn con agenti
complessanti organici, quali i sottoprodotti dell'industria della pasta di legno,
come lignosolfonati, fenoli e poliflavonoidi. Questa classe di composti é stata
studiata e promossa come alternativa fertilizzante piu economica ed ecologica

rispetto ai fertilizzanti dei chelati sintetici convenzionali. 2% | lignosolfonati sono
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derivati dalla lignina ottenuti quando la pasta di legno viene prodotta con il
metodo al solfito. Quest’ultimo € un processo per estrarre chimicamente la
cellulosa dal legno, mediante la cottura si separa la materia incrostata del legno
lasciando cosi libere le fibre di cellulosa. Viene condotto a pH variabile e
consente la produzione di molti tipi di pasta adatti ad un vasto spettro di
applicazioni. Sono gli agenti organici naturali piu comuni utilizzati per
complessare lo Zn dall'industria dei fertilizzanti. Tuttavia, il limite dei composti
lignosolfonati € la loro struttura sconosciuta in quanto puo variare a seconda
della fonte di legno di partenza e/o del processo produttivo utilizzato. In linea
generale, la struttura di questa classe di molecole contiene gruppi idrofobici,
come gruppi aromatici ed alifatici, ma anche un gran numero di gruppi idrofili,
come quelli solfonici, carbossilici e idrossifenolici che sono in grado di formare
legami di coordinazione con i cationi metallici (Figura 7). Non € possibile
stabilire con esattezza, non conoscendo la struttura esatta, la stabilitd dei
complessi di questi composti con lo zinco ma si presume che risulti minore

rispetto a quella dei chelati sintetici. 28]

OMe 0
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MeO OMe O=T=O OMe
O]
\Mn+
/o'_
0 O—S—0
o
MeO OH
OMe
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OMe HO OH
OH
QO=—=S—=0
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Figura 7: Esempio di un composto lignosolfonato con metalli complessati (M™ = Zn?*)
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e L’ultima classe difertilizzanti di zinco esistente & quella dei complessi inorganici.
| complessi utilizzati sono composti ottenuti per coordinazione dello zinco (Zn?*)
con l'azoto dellammoniaca, formando cosi dei complessi tetraamminici. Si
presume che il complesso metallo-ammoniaca si decomponga dopo
I'applicazione al suolo liberando lo zinco nel terreno. | complessi inorganici di
Zn piu comuni sono il solfato di zinco ammonizzato (Zn(NH3)sSO4) e la
soluzione di cloruro di zinco ammonizzato (Zn(NHs)4Cl2). Il vantaggio principale
di queste fonti di zinco € che possono essere facilmente miscelate con i

fertilizzanti fluidi a base di polifosfato di ammonio. [?7]

1.3 Leganti per complessi di zinco

Lo Zn?* puo creare complessi chelati accettando le coppie di elettroni liberi di O, N-,
S-agendo come un acido di Lewis, in quanto € un elemento di moderata polarizzabilita
(carattere hard-soft) che si riflette, appunto, in un’elevata affinita con i legami degli
elementi sopracitati. Sebbene gli ioni di zinco, configurazione elettronica d*°, abbiano
tipicamente un numero di coordinazione pari a 4, possono anche formare complessi
bipiramidali trigonali e ottaedrici (Figura 8). La geometria & controllata dalle dimensioni
e dalla carica del legante. Questa flessibilita nella geometria di coordinazione migliora

lo scambio di legante e facilita la capacita dello zinco di regolare i processi catalitici.
(28] [29]

2 ®
o o 2 A
Al ® B & o\ c £ 7
® @ -9 T
® £y

Figura 8: Possibili geometrie per i complessi di zinco: (A) quadrata planare
(piti comune), (B) bipiramidale trigonale e (C) ottaedrica
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1.3.1 EDDHA

by

L’acido etilendiammino-N,N-bis(acido o-idrossifenilacetico) ((0.0)-EDDHA) €& un
composto utilizzato come agente chelante, soprattutto per il ferro, nei fertilizzanti
sintetici. Questo composto presenta due gruppi fenolo su una struttura di acido
diammino-carbossilico. La prima sintesi riportata in letteratura per TEDDHA risale al
1957, e si basa sulla reazione di Strecker, effettuata sulla diimmina ottenuta dalla
reazione tra I'etilendiammina e la salicilaldeide (Figura 9a). Nonostante questa sintesi
possa essere utilizzata per ottenere EDDHA variamente sostituiti sui due anelli fenolici,
la problematica principale dell’utilizzo di questo metodo & I'impiego di HCN liquido,
essendo un composto estremamente tossico. 3% Attualmente la sintesi dellEDDHA
viene condotta seguendo il processo impiegato nella produzione industriale, basato su
una reazione di Mannich, tra il fenolo, I'etilendiammina e I'acido gliossilico in condizioni
basiche (Figura 9b).

fr__j\ HOOC COOH
1) HCN
OH HO ﬂHm

HoOC COOH

OH
o]
/ A J\ NaOH b
+ HzM NH: +
OH CHO “heat

Figura 9: Vie sintetiche per I'ottenimento di EDDHA: (A) reazione di Strecker e (B) reazione di Mannich

Questo processo sintetico tuttavia non produce l'isomero (0,0) puro, ma porta ad
ottenere una miscela di tre prodotti regioisomerici: (0,0)-EDDHA, (o,p)-EDDHA e
(p,p)-EDDHA (Figura 10). L'isomero (0,0)-EDDHA é in grado di stabilizzare
maggiormente lo ione ferro e di mantenerlo in soluzione grazie alla possibilita di
formare sei legami con esso, mentre l'isomero (o,p)-EDDHA € in grado di stabilire
soltanto cinque legami con lo ione e l'isomero (p,p)-EDDHA puo offrire solo quattro

legami. Per questo motivo, la forma (0,0) & I'agente piu diffuso nei fertilizzanti. 3%
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Figura 10: Regioisomeri del legante EDDHA

1.3.2 Acido citrico

L'acido citrico, un acido tricarbossilico-idrossile, svolge diversi ruoli fisiologici nei batteri
e negli organismi superiori, € ha una posizione centrale nel ciclo dell'acido citrico.
Inoltre, puod essere trasportato fuori dai mitocondri, nel citoplasma, per essere usato
per la sintesi degli acidi grassi e dell'ossalacetato. L'acido citrico, con tre gruppi
carbossilati e un gruppo idrossile, puo subire diversi gradi di deprotonazione, fornendo

anioni che vanno dal monodentato (Hscit’), al potenziale tetradentato (cit*) (Figura 11).

HO O O O] o) (0]
0 0 0 0 o) o
-— —_—
B —— —_—
> i
HO OH HO OH o) O
OH OH (oX

H,Cit H3Cit” Cit*

Figura 11: Acido citrico (H4Cit), acido citrico mono-deprotonato (HsCit) e acido citrico tetra deprotonato (Cit*)

Il legante citrato € molto diffuso in natura e, nelle sue diverse forme, € in grado di
formare complessi con molti ioni metallici aumentandone la solubilita, la
biodisponibilita e il successivo assorbimento. Questa funzione é direttamente correlata
alla sua capacita di chelare i metalli con una coordinazione multimodale a vari ioni
metallici di importanza biologica. Sono stati pubblicati diversi lavori sulla coordinazione

di acido citrico e metalli di transizione, come Fe e Mn in diversi rapporti molari. [321[33]
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1.3.3 Amminoacidi

Le piante modificano attivamente l'ambiente della rizosfera mediante gli essudati
radicali. Tra le numerose sostanze identificate negli essudati radicali, oltre gli acidi
organici come visto in precedenza, gli amminoacidi (AA) hanno suscitato un notevole
interesse a causa del loro ruolo nei processi di interfaccia radice-suolo come la
chelazione dei metalli e I'acidificazione della rizosfera, influenzando cosi la mobilita e

la biodisponibilita dei metalli per le piante. [34

Gli amminoacidi, attraverso i loro gruppi carbossilati e amminici, coordinano in maniera
bidentata diversi ioni metallici (Figura 12). Sono leganti adatti per la complessazione
dei metalli grazie alla loro flessibilita sintetica, alla selettivita e alla sensibilitd verso
I'atomo centrale del metallo. La chelazione dei metalli con gli aminoacidi li rende stabili

nel terreno, rendendo il metallo piu biodisponibile rispetto ai corrispettivi sali mineral

inorganici. [3°]
O

H;

Metall " N
etallo .
HO NH —> M
o
R 0

Figura 12: Metallo chelato con AA tramite il gruppo carbossilato e amminico

Le cellule vegetali contengono bassi livelli di proteine rispetto alle cellule animali,
soprattutto a causa dell'elevata quantita di carboidrati (cellulosa e lignina) che
compongono la maggior parte della struttura di una pianta. Tuttavia, I'importanza degli
aminoacidi, i mattoni delle proteine, non pud essere trascurata. Oltre al ruolo di
costituenti delle proteine, gli aminoacidi sono coinvolti in una serie di reazioni cellulari
e quindi influenzano una serie di processi fisiologici come la crescita e lo sviluppo delle
piante, il controllo del pH intracellulare, la generazione di energia metabolica o di
energia redox, e la resistenza a stress abiotici e biotici senza dimenticare che fungono
anche da riserva di azoto. % Inoltre, gli amminoacidi fungono da intermedi, in vie
metaboliche, per alcuni metaboliti fondamentali, e partecipano alla regolazione di altre
vie fisiologiche e biochimiche, influenzando cosi uno svariato numero processi vitali

nelle piante. ¥71In particolare, la glicina ha un ruolo fondamentale per il potenziamento
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del processo fotosintetico e del controllo della quantita di clorofilla. L'amminoacido
arginina favorisce lo sviluppo delle radici mentre altri amminoacidi come prolina e
alanina potenziano la resistenza ai diversi stress ambientali, quali possono essere

variazioni di temperatura, carenza di ossigeno e siccita.

1.3.4 Acido o-idrossimandelico

L’acido o-idrossi-mandelico € un acido aromatico con formula molecolare
CeH4(OH)CH(OH)CO2H, si presenta come un olio di colore arancione, solubile in
acqua e in solventi organici polari. E un derivato dell’acido mandelico, varia per un
gruppo ossidrilico sull’anello benzenico in posizione orto. L'acido mandelico e un alfa-
idrossile, un utile precursore di vari farmaci poiché la molecola € chirale. Esiste in due
enantiomeri e in una miscela racemica, nota come acido paramandelico. Ha una lunga
storia di utilizzo nella comunita come antibatterico, in particolare nel trattamento delle
infezioni del tratto urinario, & stato anche utilizzato come antibiotico orale e nella cura

della pelle. [38]

OH OH OH OH

OH
O

T
Alx(S04)3, N(Bu)s, H,O O

Figura 13: Sintesi acido o-idrossimandelico

La principale via sintetica per I'ottenimento dell’acido o-idrossimandelico parte dal
fenolo e, grazie all'utilizzo di un catalizzatore a base di alluminio solfato (Al2(SOa4)3),

viene legata in posizione orto una molecola di acido gliossilico (Figura 13).
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1.4 Alginati

Gli alginati fanno parte della famiglia dei polisaccaridi naturali che si trovano nelle cosi
dette alghe brune e in alcuni batteri. (Azotobacter vinelandii e Pseudomonas
aeruginosa). Commercialmente, gli alginati provenienti dalle alghe si trovano sotto

forma di sale sodico solubile in acqua. 3%

L’alginato si presenta come un polisaccaride composto da due monomeri, acido alfa-
L-guluronico e acido beta-D-mannuronico; queste molecole risultano essere epimeri,
ovvero diastereoisomeri che presentano una differente configurazione presso un solo

stereocentro. [40]

HO
HO
0 HO
on OH OH (?_' OH
O
HOOC HOOC

acido a-L-guluronico (G)  B-D-mannuronico (M)

Figura 14: Monomeri che compongono l'alginato: (G) acido a-L-guluronico e (M) acido 8-D-mannuronico

La struttura chimica di questi biopolimeri & riconducibile a copolimeri a blocchi random
composti da monomeri di acido B-D-mannuronico (M) e acido a-L-guluronico (G).
All’interno del polimero di alginato, i monomeri M e G sono assemblati in blocchi sia a

sequenza ripetuta (MM o GG) che a sequenza alternata (MG). 411

HO NaOOC
0 OH Hooc
o) S HO
OH o o) —0
-0 o O,
- NaOOC HO
NaOOC OH

Figura 15:Esempio di possibile polimerizzazione tramite legame 1-4 glicosidico

| due acidi uronici (M e G) adottano diverse conformazioni con il gruppo carbossilico
COO" in posizione equatoriale favorita, indipendentemente dalla loro unita vicina. E
stato inoltre osservato, da un’analisi conformazionale, che la rotazione intorno ai

legami glicosidici & fortemente limitata; questo pud spiegare I'alto peso molecolare e
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I'elevato grado di rigidita meccanica osservati nella catena polimerica. Regioni in cui
predomina l'acido B-D-mannuronico (M) si formano strutture a nastro, mentre quelli

ricchi di acido a-L-guluronico (G) sembrano formare una catena inarcata. (42

L’interesse applicativo per gli alginati deriva principalmente dalla loro capacita di
formare gel. Per definizione, un gel &€ un solido costituito da un network tridimensionale
di molecole tenute insieme da zone di giunzione (di natura fisica o chimica), a costituire
una fase solida nella quale resta inglobato il mezzo liquido disperso. Il network
conferisce al gel le proprieta caratteristiche di un solido, mentre la fase liquida controlla
la sua densita. Tali polimeri, posti in soluzione in presenza di cationi bivalenti (ad
esempio Ca?*, Cu?*, Zn?*, Co?*, Mn?*), inducono l'instaurarsi di legami ionici tra le
diverse catene polimeriche, promuovendo una transizione sol-gel. Infatti, i cationi
bivalenti, portati in soluzione, interagiscono con il polimero riuscendo a coordinare i
gruppi G su diverse catene polimeriche, consentendo la formazione di un network
tridimensionale. In letteratura & proposto il cosiddetto modello “egg-box” (Figura 16),
che descrive il network polimerico come blocchi GG in parallelo tenuti insieme da
cationi bivalenti. Si formano cosi giunzioni dimeriche piuttosto che aggregati. Da qui il
modello “egg-box” che prende il nome dalla caratteristica forma della struttura

molecolare che si viene a creare. [42

COO- HO

-~
-~
-

OH ‘00C

Figura 16: Esempio di struttura "egg-box"

L’ottenimento del gel pud avvenire per diffusione, un metodo molto comune data la
sua semplicita. Una soluzione acquosa di alginato viene fatta gelificare per diffusione

dei cationi bivalenti da una soluzione esterna posta a contatto con la prima
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(ad esempio da una soluzione di CaClz). Tale procedura, pero, porta alla formazione
di un gel eterogeneo, con una maggiore concentrazione di reticolazioni nella regione

che per prima viene a contatto con la soluzione di cationi. [43]

Il gel si puo ottenere anche in maniera opposta ovvero, aggiungendo ad una soluzione
del catione bivalente la soluzione di alginato. Cosi facendo i cationi migrano da una
zona piu concentrata fino all’'interno delle gocce di alginato a bassa concentrazione. In
questo modo si ottengono, in maniera immediata, delle “perle” di alginato in soluzione
acquosa. La formazione del gel inizia dalla zona esterna e gli ioni diffondono in maniera
continua verso l'interno della particella quindi terminata I'aggiunta & necessario un

periodo di maturazione per favorire il processo di scambio ionico. 1“4

Il rilascio dello ione metallico pud anche essere accelerato dalla presenza di altri ioni
che provocano una destabilizzazione nel gel a causa delle reazioni di scambio ionico.
E stata, inoltre, stabilita una scala relativa di affinita con l'alginato per diversi cationi

bivalenti di interesse. [4°]
Pb2*> Cu?*> Cd?* > Ba?* > Sr2* > Ca?* > Co?* = Ni?* = Zn?* > Mn?*

Questi fenomeni possono essere sfruttati, approfondendone il meccanismo di
funzionamento, anche in campo agronomico utilizzando gli idrogel di metalli come

fertilizzanti essendo infatti una fonte di rilascio per cationi bivalenti.
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1.5 Obiettivi Della Tesi

Sulla base di questo stato dell’arte, obiettivo della mia tesi & stato quello di analizzare
la reattivitd di sali di zinco nei confronti di leganti appartenenti alle macroaree, o
comunque descritti, nei paragrafi introduttivi. Per la sintesi dei complessi di zinco sono
stati quindi impiegati i seguenti leganti: EDDHA, acido citrico, glicina, alanina e acido
o-idrossimandelico. Di seguito, nel caso di formazione di complessi solubili in acqua,
sono state effettuate prove di stabilita in funzione di temperatura e pH.

Per il complesso con 'acido citrico e ione ammonio come contro ione e stato possibile
confermare la struttura attraverso I'analisi a raggi X di un cristallo singolo, mentre per
i complessi con acido citrico (Na come contro ione) e acido o-idrossimandelico la
caratterizzazione IR e NMR é stata coadiuvata da analisi elementare mentre per i

composti con l'alginato tramite TGA.

Per ragioni di tempo non e stato possibile testare i complessi sul campo, operazione

che verra fatta in futuro.
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2 RISULTATI E DISCUSSIONI

Il presente lavoro di tesi si inserisce all’interno di una collaborazione fra il gruppo di
ricerca in chimica metallorganica e l'azienda Biolchim S.p.A; tale lavoro e stato
focalizzato, in primo luogo, sulla sintesi e caratterizzazione di complessi di zinco per
uso in ambito agronomico e, successivamente, uno studio della loro stabilita in

relazione a pH e temperatura.

Come anticipato negli obiettivi, elemento cruciale dei complessi sintetizzati & la loro
solubilita in acqua, data la loro intenzionale applicazione come fertilizzanti, in modo da
garantire I'assorbimento dei metalli chelati da parte delle colture vegetali. Altro punto
focale per il loro utilizzo come fertilizzanti e la biocompatibilita e biodegradabilita dei
leganti dei complessi, che devono altresi risultare come non tossici per non andare a

inquinare il terreno di coltura.

| leganti presi in considerazione sono utilizzati nel campo dei fertilizzanti (EDDHA)
oppure sono naturalmente utilizzati dalle piante per la chelazione dei metalli durante il
fenomeno dell’essudazione (acidi carbossilici e amminoacidi); in aggiunta, tra i leganti
selezionati la classe degli amminoacidi presenta proprieta benefiche aggiuntive per le

piante.

| range di pH e di temperatura entro quali € stata studiata la stabilita dei complessi
sono stati selezionati in funzione delle condizioni reali a cui sono sottoposti i prodotti

fertilizzanti durante il loro utilizzo.
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2.1 Zinco-EDDHA

Il primo legante sottoposto allo studio & stato I'acido etilendiammino-N,N'-bis(2-
idrossifenilacetico), o piu in breve EDDHA, legante multidentato contenente
funzionalita carbossiliche e amminiche, frequentemente impiegato nella preparazione
di chelati del ferro per uso fertilizzante e terapeutico nella prevenzione e cura della

clorosi ferrica.

2.1.1 Sintesi di EDDHA (1) e caratterizzazione

OH

o HO
(0]
NH OH
o) NaOH ~"NH
2
2h OH O
75°C
1

Schema 1: Sintesi del legante EDDHA

Il legante EDDHA (Figura 17) e stato sintetizzato a partire da fenolo (il quale & aggiunto
in largo eccesso per svolgere la sua doppia funzione da reagente e solvente),
etilendiammina ed acido gliossilico in ambiente basico, seguendo la principale via

sintetica applicata in ambiente industriale e riportata in letteratura. 6!

0 HO
NH OH
\/\NH
OH 0]

HO

Figura 17: Struttura molecolare di acido etilendiammino-N,N’-bis( 2-idrossifenilacetico) (EDDHA)
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Il solido finale, cristallino di colore arancione intenso, € stato caratterizzato tramite
tecnica IR-ATR; gli spettri ottenuti sono stati confrontati con quelli riportati in

letteratura, andando a confermare la natura e purezza del prodotto sintetizzato.
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Figura 18: Spettro IR-ATR di EDDHA (1)

In Figura 18 e riportato lo spettro del prodotto sintetizzato: il set di bande presente é
composto, nella sezione centrale, dalle bande relative agli stretching del C=0 (1582
cm?), dei C=C (1476 cm™ e 1466 cm?) dell'anello aromatico, C-H (1387 cm™) e dalla
banda caratteristica del C-O del fenolo (1248 cm™), nella sezione sinistra non riportata,
dalle bande (meno intense dovute alla presenza di tracce di acqua) relative agli
stretching dei O-H nel range 3500-2900 cm™, nella sezione a destra € presente la zona

di fingerprint della molecola.

Il composto ottenuto € stato caratterizzato anche attraverso spettroscopia *H-NMR in
D20, dalla quale e stato possibile osservare il pattern tipico del legante oltre a segnali

riconducibili a sottoprodotti (Figura 19)
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Figura 19: 'H-NMR del legante EDDHA sintetizzato con relativa attribuzione
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Figura 20: Spettro (A) 1H-NMR e (B) 13C-NMR di (0-0) EDDHA riportato in letteratura: 471
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Confrontando lo spettro H-NMR ottenuto (Figura 19) con quello riportato in letteratura
(Figura 20-A) e possibile osservare come il numero dei picchi attesi sia in numero
maggiore e con molteplicita piu complessa. Cio & dovuto al fatto che il legante
sintetizzato non e in forma orto-orto pura, ma risulta essere una miscela di tre
regioisomeri, ovvero la forma orto-orto, orto-para, e para-para del legante EDDHA. [47]
Inoltre, nella miscela di reazione sono presenti anche sottoprodotti di poli-
condensazione in quantita minori che danno vita ai segnali d’intensita piu bassa nel
range dei 4 ppm. Come é possibile notare, lo spetto di EDDHA nella forma orto-orto
pura (Figura 21), eseguito su uno standard commerciale, non presenta tali segnali,
multipletti. | segnali nella zona dei C-H aromatici, tra i 6.5 ppm e 7.5 ppm, per lo
standard orto-orto risultano essere piu puliti, a conferma del fatto che nel composto
sintetizzato (1) non é presente un solo ed unico enantiomero puro, ma una miscela
degliisomeri precedentemente citati. Inoltre, altra conferma é fornita dal fatto che nella
zona aromatica del campione sintetizzato e presente un maggior numero di segnali
sovrapposti dovuti alle diverse combinazioni dei sostituenti sull’anello aromatico tra i

vari regioisomeri.
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Figura 21: 'H-NMR dello standard (0,0)-EDDHA con relativa attribuzione
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| segnali da 7.5 ppm a 6.8 ppm sono i segnali dei CH aromatici mentre il singoletto a
5.2 ppm e il segnale relativo al CH alifatico e il multipletto a 3.2 ppm é rappresentativo
del CHoa.

2.1.2 Reattivita dello zinco con il legante EDDHA

Per studiare la reattivita dello ione Zn?* nei confronti del legante EDDHA, una soluzione
di zinco solfato circa 1 M, incolore, e stata aggiunta goccia a goccia alla soluzione
precedentemente sintetizzata di EDDHA (1), mantenendo il pH ad un valore costante
di 7.5 tramite aggiunte controllate di NaOH. Si e osservata la formazione di un
precipitato di colore bianco opaco che, anche sotto prolungata agitazione e aggiunta
di acqua, resta insolubile. Il precipitato e stato recuperato per filtrazione, lasciato ad

asciugare ed analizzato tramite analisi IR-ATR (Figura 22).
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Figura 22: Spettro IR del precipitato ottenuto

Le bande presenti nello spettro del solido sono riconducibili a quelle: del carbonile
(1593 cm™), dei legami C=C dell’anello aromatico (1476 cm™), per il C-H a 1388 cm?
e del legame carbonio ossigeno del fenolo (1260 cm™). | segnali sono gli stessi
presenti per il legante (EDDHA), ma subiscono uno spostamento a frequenze maggiori
(Figura 23).
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Figura 23: Confronto EDDHA nero) e precipitato ( rosso)
(ingrandimento zona 2500-500)

Lo spostamento dei segnali, in particolare per i picchi del gruppo carbossilato e per il
legame C-O, avviene con una differenza di frequenza maggiore rispetto ai segnali del
legame C-C e C-H e suggerisce un’interazione dello zinco con i gruppi carbossilati

del’lEDDHA, interazione peraltro tipica dello ione Zn?*,

2.1.3 Studio della solubilita

La sola analisi IR non permette di determinare la struttura del possibile complesso
formatosi; di conseguenza, sono state valutate altre possibili tecniche per I'analisi del
prodotto, cosi da ottenere informazioni sulla composizione del prodotto ottenuto.
L’analisi NMR, al protone e al carbonio, & una valida opzione per costruire la struttura
di un composto; tuttavia, richiede che il campione sia in fase liquida. Per questo motivo
sono state effettuate prove di solubilita per studiarne il comportamento in diversi

solventi (Tabella 1).+

Una punta di spatola del solido e stata aggiunta a 5 mL di solvente e la sospensione
viene lasciata ad agitare tramite agitazione magnetica per 10 minuti. Al termine della

prova il solido non risulta solubile in nessuno dei solventi testati.
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Tabella 1: prove di solubilita

SOLVENTE RISULTATO
Diclorometano Non solubile
Cloroformio Non solubile
Dimetilsolfossido Non solubile
Esano Non solubile
Isopropanolo Non solubile
Acetonitrile Non solubile
Toluene Non solubile

Non é stato possibili procedere ulteriormente con la caratterizzazione del composto
ottenuto data l'impossibilita di solubilizzarlo in un solvente per svolgere analisi NMR;
inoltre, come specificato precedentemente, il requisito fondamentale richiesto per i
prodotti in questo progetto € la loro solubilita in soluzione acquosa, condizione non

rispettata per il composto ottenuto unendo Zn ed EDDHA.

Sulla base dei dati raccolti, & stato ipotizzato per lo ione Zn?*, in presenza dellEDDHA,
la formazione di un legame attraverso i carbossilati che porta alla formazione di un

polimero insolubile. E quindi possibile proporre la struttura riportata in Figura 24.

0 HO 0 HO
o NH. -~~~ OH Zn.g NH A~y O 2
ZnBr, OH o) — OH O
1

Figura 24: Possibile struttura polimerica del prodotto tra Zn ed EDDHA

n

Non sono stati eseguiti ulteriori studi relativamente a questo composto in quanto non

applicabile per il rilascio di ioni nel terreno.
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2.2 Reattivita dello Zinco con il legante Citrato

Come descritto nell'introduzione, I'acido citrico € un legante capace di chelare i metalli
in maniera multimodale grazie ai gruppi carbonilici ed idrossilici. Inoltre, i complessi di
ioni metallici con il legante citrato, nelle sue diverse forme, sono in grado di aumentare
la solubilita in acqua del metallo garantendo la biodisponibilita e il successivo
assorbimento; pertanto, e stato selezionato come valida opzione per la sintesi di

chelati di Zinco.

2.2.1 Reattivita in soluzione

Allo scopo di sintetizzare e caratterizzare complessi a base di zinco e citrato, sono stati
fatti reagire, in fase acquosa, sali di zinco con acido citrico basandosi su una via
sintetica, precedentemente messa a punto dal gruppo di ricerca, per la formazione di
complessi di ferro ed acido citrico. 3% Ad una soluzione di acido citrico 0.40 M, ottenuta
solubilizzando 1.000 g di acido citrico anidro in 13 mL di acqua distillata, vengono
aggiunti 6.59 g di ZnSO4*7H20 (0.0229 mol) e omogeneizzati tramite agitazione
magnetica. La miscela di reazione viene lasciata ad agitare per 8 h a 45°C. Conclusa
la reazione, 'acqua viene rimossa tramite rotavapor, ottenendo un solido di colore

bianco che é stato analizzato attraverso IR-ATR (Figura 25).

Le bande principali riportate sono riconducibili a: quelle del carbonile a 1751-1684
cm?, allo stretching asimmetrico del C(O)OH a 1416-1390 cm e allo stretching del

legame C-C-O a 1208 cm%, oltre alla banda del solfato presente a 1070 cm-2.

Il confronto tra lo spettro IR-ATR del prodotto ottenuto e quello dell’acido citrico,
riportato in Figura 25, rivela come non vi sia una variazione di frequenza tale da poter
affermare con certezza di una avvenuta coordinazione tra il metallo e legante scelto,
suggerendo quindi che in queste condizioni di reazione non avviene alcuna

coordinazione allo Zinco.

Si é quindi deciso di aggiungere una base alla miscela di reazione, cosi da favorire la

formazione del complesso con il citrato per deprotonazione dell’acido citrico.
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Figura 25: Confronto tra prodotto ottenuto dalla reazione in soluzione (nero) e acido citrico (rosso)

2.2.2 Reattivita in presenza di idrossido di ammonio

La prima base impiegata & stato I'idrossido di ammonio, che reagisce con zinco solfato
e acido citrico portando alla formazione del complesso 2 (Schema 2) ottenuto
adattando una metodica sperimentale riportata in letteratura e utilizzata per la sintesi

di composti trischelati di manganese citrato. (48]

2 NH4+ 0,0 0.0
ZnSO,* TH,0 + ?/1\4 O H 4 0
OH OH O\Zn2+-—o
24h o) % \ o
T amb g0 oo
2 2 NH,

Schema 2: Sintesi complesso di zinco 2

La reazione prevede l'utilizzo di un rapporto stechiometrico di 1:2 tra il sale di zinco
(ZnS04*7H20) e I'acido citrico. L’idrossido d’ammonio (NH4OH 28% wi/w), ha lo scopo
di deprotonare I'acido citrico a citrato d’'ammonio per favorire la coordinazione della

molecola organica allo ione metallico. Conclusa la reazione, che avviene a
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temperatura ambiente, 'acqua viene rimossa sottovuoto e si ottiene un solido di colore

bianco. Il solido e stato analizzato tramite spettroscopia IR-ATR.

Da un confronto fra lo spettro IR dell’acido citrico e del prodotto di reazione (Figura 26)
e stato osservato lo spostamento della frequenza dei picchi del carbonile da 1742-
1694 cm dell’acido citrico a un valore di 1570-1561 cm™. Lo spettro del prodotto &
stato confrontato anche con lo spettro del citrato d’ammonio, risultato della
deprotonazione dell’acido citrico con la base utilizzata nella reazione (Figura 27) per

verificare che sia avvenuta effettivamente la coordinazione con il metallo.

Acido citrico Prodotto 2

1570-1561

1742-1694
X :'I;'| ‘

Figura 26: Confronto tra prodotto 2 (nero) e acido citrico (rosso)

32



§ | L
Prodotto , ' ",
reazione | | | 1
Citrato i 4 | | | - |

NH.’ ‘ \;',',

Figura 27: Confronto tra prodotto 2 (nero) e citrato (rosso)

| due spettri (Figura 27) presentano alcune bande sovrapponibili (frequenza dei
carbonili, zona a 1570 cm) indicando che la reazione acido-base & avvenuta e I'acido
& stato deprotonato, mentre nella zona centrale dello spettro, 1300-1000 cm™ i due
spettri risultano essere differenti sottolineando una possibile interazione tra il metallo

e il legante.

Il prodotto ottenuto & stato quindi caratterizzato tramite spettroscopia *H-NMR, dalla
guale e possibile osservare il pattern tipico del legante utilizzato (Figura 28), definito
da un doppio doppietto caratteristico del CH: diastereotopico dell’acido citrico. [4°]
| protoni del gruppo ossidrile non si vedono allNMR, in quanto il campione viene
acquisito utilizzando D20 come solvente e i protoni del complesso vengono scambiati
con l'acqua deuterata. Il doppio doppietto ha un valore di partenza di 2.82 ppm per i
relativi CHz dell’acido citrico. | segnali ottenuti per il complesso 2 (Figura 28) sono stati
confrontati con quelli dello spettro *H-NMR del citrato d’ammonio. In particolare, si puo
osservare che per il segnale del CH2 avviene uno spostamento del valore di chemical
shift che passa da 2.61 ppm del citrato d'ammonio ad un valore di 2.66 ppm per la
forma complessata con lo zinco (complesso 2). Questo spostamento dei segnali
conferma la possibile coordinazione tra il citrato e lo zinco in seguito alla variazione

della densita elettronica del composto
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Figura 28: 'H-NMR complesso 2 con attribuzione
.La coordinazione viene confermata dall’analisi ESI-MS da cui si ricava il picco dello

ione molecolare [M+H] a 445 m/z (per questo segnale si vede l'insieme dei picchi

caratteristici per i cinque isotopi dello zinco) (Figura 29).
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Figura 29: Spettro di massa del complesso 2
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Infine, & stato possibile confermare la struttura del complesso 2 (Figura 30) tramite
diffrattometria a raggi X su cristalli ottenuti per lenta evaporazione di una soluzione di

acetone-acqua.

Figura 30: Struttura cristallina del composto 2

Il composto & formato da due molecole di citrato che si coordinano ad uno ione Zn?*
tramite due gruppi carbossilato e un gruppo ossidrile ciascuna, ottenendo una struttura
bi-trischelata. Quattro molecole di ione ammonio fungono da contro ione, bilanciando
le quattro cariche negative del complesso. La struttura ottenuta conferma cio che é
disponibile in letteratura su questo tipo di composto confermando la tipologia di

prodotto sintetizzato in queste condizioni. 50

La solubilita del prodotto 2 e stata studiata in una serie di solventi (Tabella 3) ma |l
complesso ottenuto risulta solubile, con una elevata solubilita, soltanto in acqua e

nessun altro solvente di quelli studiati.
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Tabella 2: Prove di solubilita per il complesso 2

SOLVENTE RISULTATO
Diclorometano Non solubile
Cloroformio Non solubile
Dimetilsolfossido Non solubile
Esano Non solubile
Isopropanolo Non solubile
Acetonitrile Non solubile
Toluene Non solubile

2.2.3. Reattivita in presenza di idrossido di sodio

La reattivita della reazione é stata di seguito studiata cambiando il controione della
base (da NH4*" a Na*) per verificare la dipendenza della reazione dalla base utilizzata,

cosi vedendo se una base diversa possa portare ad ottenere un composto differente.

La reazione e stata condotta utilizzando una soluzione di NaOH al 50% w/w
mantenendo tuttavia invariate le condizioni impiegate precedentemente con l'idrossido
di ammonio (paragrafo 2.2.2). Durante l'aggiunta della base alla soluzione si e
osservata la formazione di un solido biancastro che, tuttavia, si solubilizza
aggiungendo altra acqua e lasciando la miscela di reazione sotto agitazione
magnetica. Il prodotto ottenuto, come solido bianco (3), dopo avere rimosso il solvente,

e stato analizzato tramite analisi IR-ATR, lo spettro viene riportato in Figura 31.
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Figura 31: Spettro ATR del prodotto 3
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Figura 32: Confronto tra prodotto 3 (curva nera) con citrato di sodio (curva rossa)
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La banda del carbonile a 1578 cm indica che la deprotonazione dell’acido citrico &
avvenuta in quanto la stessa banda per l'acido di partenza & presente ad una

frequenza di 1742 cm.

In Figura 32 sono riportati lo spettro del prodotto e quello del citrato di sodio; il
confronto rivela che non sono sovrapponibili, confermando che e avvenuta la

formazione di un complesso del citrato con lo ione Zn?*.

Il prodotto 3 €& stato caratterizzato anche tramite analisi *H-NMR (Figura 33),
confrontando i valori chemical shift ottenuti per il prodotto di reazione con i valori dei

segnali del sale sodico dell’acido citrico.

&5 (2 55 LY 45 40 is 38 25 20
A1 (ppemy

Figura 33: Spettro 'H-NMR del prodotto 3

| segnali ottenuti dall'analisi *H-NMR sono caratteristici per I'acido citrico come
spiegato precedentemente nel paragrafo 2.2.2. Dal confronto tra i due spettri
possibile notare uno spostamento del segnale dei CH2 che, per il citrato di sodio, sono
a 2.59 ppm per il doppio doppietto, mentre i picchi rispettivi del prodotto contenente lo
zinco sono shiftati a 2.65 ppm. Questo spostamento dei segnali conferma I'avvenuta

formazione di legame tra zinco e citrato.

L’avvenuta coordinazione viene confermata da un’analisi di spettrometria di massa che

riporta un valore di 533 m/z per lo ione molecolare del prodotto (Figura 34).

38



se17

ZANO'ITI? 1(0.713) Sm (Mn, 1x0.80) Scan ES-
100~' 1.38e7
235
' 244
245
g
E3
! | 357
246
53
271
261 - 359
7 I
75 533
23 313345 373, 397 535
95
| Lb " ‘?J lE} g 32632&335 L k Iﬁl[j 489
o_ ; MM "' WWWMJ" e
240 260 250 320 340 360 420 520

Figura 34: Spettro di massa composto 3

La massa, che risulta essere maggiore rispetto al prodotto 2, & indice della formazione
di una struttura differente rispetto al complesso trischelato. Sulla base delle
caratterizzazioni svolte, € possibile proporre la struttura riportata in Figura 35.
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Figura 35: Struttura ipotizzata del composto 3

Sul prodotto ottenuto €& stata svolta un’analisi elementare allo scopo di verificare |l

rapporto fra Zn, carbonio e idrogeno.

Tabella 3: Analisi elementare complesso 3

ELEMENTO % TEORICA % SPERIMENTALE
C 19.61 18.72
H 1.36 2.24
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Il dato e promettente ma presenta una differenza tra le percentuali attese e quelle
ottenute sperimentalmente. Questa discrepanza si pud probabilmente attribuire alla

presenza di idrossido di zinco residuo nel solido prodotto che quindi non risulta puro.

Per comprendere l'effettiva struttura del complesso 3 si € tentato di ottenere cristalli,
cosi da poterli analizzare tramite analisi ai raggi X. Innanzitutto si € provato a far
cristallizzare il prodotto per precipitazione tramite aggiunta di acetone alla soluzione
acquosa (come per il prodotto 2), ma si & ottenuta la formazione di un solido bianco
non cristallino non adatto ad analisi di tipo diffrattometrico. Quindi, il prodotto € stato
stratificato in acqua/metanolo, sfruttando la lenta diffusione del non solvente nel
solvente per diminuire gradualmente la solubilita del prodotto d’interesse, favorirne la
deposizione di germe cristallino e successiva crescita; tuttavia, non si € osservata
alcuna formazione cristallina. Piccoli cristalli sono stati ottenuti per evaporazione di
una soluzione del prodotto in acqua-etanolo, ma sono risultati troppo piccoli e poco
diffrangenti per un’effettiva ed accurata analisi a raggi X. Non é stato percio possibile

ottenere una geometria specifica della matrice cristallina.

Anche per questo composto € stata studiata la solubilita in diversi solventi (Tabella 5)

ma risulta essere solubile solamente in acqua.

Tabella 4: Prove di solubilita per il composto 3

SOLVENTE RISULTATO
Diclorometano Non solubile
Cloroformio Non solubile
Dimetilsolfossido Non solubile
Esano Non solubile
Isopropanolo Non solubile
Acetonitrile Non solubile
Toluene Non solubile
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2.2.4 Tentativo di sintesi allo stato solido

Una procedura interessante per la sintesi di complessi di questo tipo riportata in
letteratura descrive lo svolgimento della reazione in fase solida. Nonostante il
laboratorio presso il quale ho svolto il tirocinio non sia al momento provvisto di
calorimetro, I abbiamo comunque riprodotto le condizioni impiegando normale
vetreria di laboratorio. | due solidi (acido citrico e zinco solfato), vengono miscelati in
pallone attraverso agitazione magnetica e si lascia reagire il sistema di reazione ad
una temperatura di 45°C per 8 h. Il solido finale & stato direttamente caratterizzato
tramite IR allo stato solido (Figura 36) per verificare se &€ avvenuta la coordinazione tra

zinco ed acido citrico.

e e 1426-1387
A

1742-1694 ‘

Figura 36: Spettro prodotto reazione allo stato solido

Le varie bande possono essere associate ai rispettivi gruppi funzionali: bande a 1742-
1694 cm ! segnale del C=0, 1426-1387 cm™ picchi stretching asimmetrico del C=0,
1206 cm? per il legame C-C-O e 1066 cm™ banda del SO4%-.

Lo spettro del solido analizzato a fine reazione é stato confrontato con quello dei

reagenti di partenza, in particolare con lo spettro dell’acido citrico in Figura 37.
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Solido fine reazione
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Figura 37: Confronto tra acido citrico (rosso) e solido finale (nero)
(ingrandimento 1900-700)

Gli spettri di solido finale e reagente di partenza risultano altamente sovrapponibili, i
vari picchi coincidono con un’unica differenza data da una banda molto intensa nel
prodotto a circa 1100 cm?, tuttavia riconducibile allo stretching del gruppo solfato
appartenente al sale di zinco di partenza. Tali risultati permettono di affermare che la
reazione non € avvenuta e, in quanto tale, non c’é stata coordinazione tra il metallo e

I’acido citrico con la metodica utilizzata.

La reazione é stata ripetuta piu volte variando alcuni parametri, come la pre-
miscelazione: al posto di quella magnetica, si € provato a mescolare i due solidi
manualmente tramite I'utilizzo di un mortaio, aumentando cosi la pressione applicata
e migliorando il contatto tra i due reagenti, per poi trasferirli nel pallone di reazione
(prova 2). La caratterizzazione dei prodotti ottenuti € stata svolta sempre tramite
spettroscopia IR-ATR e i risultati sono riportati in Tabella 6 con le frequenze di

riferimento dei reagenti utilizzati.
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Tabella 5: Confronto frequenze tra reagenti e prodotti

REAGENTI (cm™)

PROVA 2 (cm)

s(C=0) 1742-1694
a(C=0) 1427-1388
(C-0) 1207
(SO4>) 1066

1750-1685
1419-1391
1208
1066

E possibile notare come le bande dei prodotti analizzati siano tutti ad una frequenza
simile rispetto ai reagenti utilizzati, concludendo che anche applicando una pre-

miscelazione meccanica, non viene apportato alcun miglioramento e la reazione non

procede.

Alla luce deirisultati raccolti dalle varie prove, la reazione in fase solida, seppure tuttora
di interesse, é stata rimandata a future ricerche, non avendo a disposizione nell’arco

di tempo del tirocinio un calorimetro o la possibilita di testare la reazione al microonde.

Sulla base di dati riportati in letteratura ci si puo infatti aspettare che in un sistema
chiuso (es. autoclave) I'anione solfato favorisca la deprotonazione dell’acido citrico

che, come precedentemente dimostrato con la reazione acquosa con aggiunta di base,

favorisce la coordinazione del legante al catione Zn?*, [51]
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2.3 Reattivita dello Zinco con leganti Amminoacidi

Un’altra classe di leganti studiata & quella degli amminoacidi, scelti in quanto vengono
normalmente utilizzati dalle piante per chelare vari ioni metallici, promuovendone cosi
la solubilita in acqua e successivo assorbimento da parte della pianta stessa.
Gli amminoacidi sono in grado di chelare i metalli grazie alla loro funzione carbonilica

e amminica che permettono una chelazione metallica di tipo bidentata.

Gli amminoacidi studiati come leganti (glicina e alanina) presentano proprieta
benefiche per i vegetali; infatti, la glicina entra nel controllo del processo fotosintetico
e nella sintesi della clorofilla, mentre I'alanina aumenta la resistenza delle piante ai

diversi stress ambientali a cui le piante vengono sottoposte.
2.3.1 Zinco-glicina (4)

La sintesi seguita, riportata nello Schema 3, prevede I'utilizzo di Zinco in forma di
idrossido, cosi da rimuovere dall’ambiente di reazione la presenza di un possibile

controione del metallo.

o NH
2h § o0
Zn(OH)2 + 2 HO)J\/NHZ — > /Zn/
50°C 0" 07 ™\
H,N
4

Schema 3: Sintesi ZnGly,

Ad una soluzione di Zn(OH)2 0.67 M viene aggiunta una soluzione di glicina con
concentrazione 0.20 M, con miscelazione continua si scalda a 50°C per 2 h. Il prodotto
(4), dopo filtrazione per rimuovere I'idrossido in eccesso e aver rimosso il solvente in
vacuo, si presenta sotto forma di cristalli incolori che vengono lavati con etere etilico,

lasciati ad asciugare e analizzati tramite ATR.

In Figura 38 si confrontano lo spettro ATR della glicina, amminoacido di partenza

(curva in rosso), con lo spettro del prodotto 4 (curva nera).
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Complesso 4
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Figura 38: Confronto tra complesso 4 (nero) con glicina (rosso)

Dal confronto dei due spettri € possibile osservare, nel prodotto ottenuto, uno
spostamento delle bande caratteristiche del NH2 e del C=0 che shiftano verso
frequenze maggiori, in particolare la banda del gruppo amminico passa da un range di
3093-2597 cm™ a un range di 3437-2939 cm™ ; la stessa valutazione puo essere
effettuata per la banda dei carbonili che subisce uno spostamento, tuttavia meno
accentuato, come e possibile notare in Figura 38, tra la glicina di partenza e il

complesso di zinco.

Continuando la caratterizzazione mediante un’analisi 'H-NMR e 13C-NMR in D20;
'analisi & stata fatta sia sul composto ottenuto (4) (Figura 39) che sulla glicina libera
(Figura 40).
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Figura 40: Spettro *H-NMR della glicina
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Il segnale del CH2 della glicina presenta un chemical shift a 3.55 ppm, mentre per

'amminoacido legato allo zinco il segnale subisce uno spostamento a 3.32 ppm.

Nello spettro 13C-NMR (Figura 41) invece si vede uno spostamento del segnale del
carbonio alifatico del CH2 che passa da 41.19 ppm per la glicina a 41.70 ppm per il

composto 4.

MH;
HO™ @
NH
] 2\ o
/

Figura 41: 13C-NMR del prodotto 4 (sinistra) e della glicina (destra)

Il carbonio quaternario del carbonile nel complesso 4 non presenta nessun segnale a
causa degli elevati tempi di rilassamento. Per la glicina pura il segnale si trova ad un

valore di 127.27 ppm.

Tutti gli spostamenti dei segnali, IR ed NMR, del complesso 4 confrontato con la glicina
confermano la coordinazione con il metallo da parte dellamminoacido.
Si suppone che la coordinazione avvenga, in maniera bidentata, tra due molecole di
glicina e un atomo di Zinco, ottenendo cosi una struttura in accordo con quanto gia

riportato in letteratura per tali condizioni di reazione. 52

| cristalli del prodotto ottenuti a conclusione della reazione risultano avere
caratteristiche non sufficienti per sottoporli ad una caratterizzazione ai raggi X. Anche
i cristalli ottenuti per evaporazione del solvente a temperatura ambiente, cosi da
rendere piu lento il processo di accrescimento del cristallo ed ottenerne di dimensioni
maggiori, non riportano qualita tali da permetterne I'analisi ai raggi X. Non é stato

percio possibile ottenere una geometria specifica della matrice cristallina.
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2.3.2 Zinco-alanina (5)

Il secondo amminoacido studiato € I'alanina, composto importante per le piante grazie

allaumento della resistenza che riesce ad apportare.

9] 50°C Me NH% o 0
Zn(OH); + 2 o NH, ————» 5 O/Zn/ \//(
Me 2h \HzN Me
5

Schema 4: Sintesi Zn-Alanina

La sintesi seguita € la stessa utilizzata per lo zinco-glicina mantenendo un rapporto
stechiometrico tra metallo e amminoacido di 1:2. Le due soluzioni, una di Zn(OH)2
0.67M e una soluzione acquosa di alanina 0.2 M, sono state unite in un pallone e
scaldate a 50°C per 2 h con agitazione magnetica accesa. Al termine della reazione,
la soluzione é stata portata a secco rimuovendo il solvente tramite rotavapor; il prodotto
(5) ottenuto si presenta sotto forma di cristalli trasparenti. | cristalli sono stati lavati con

etere etilico e lasciati ad asciugare all’aria.

3100-2700
i \f | f
I M 1II _ i
3381-2810 'f 1l |4|| | |
| i
IlJ | 1 ‘ k\ |
| . |
1 |
| |
700 | .
— Complesso 5 I | !
Alanina 1070-1000

Figura 42: Confronto tra Alanina (nero) e ZnAlanina (rossa)

Come prima caratterizzazione € stata svolta un’analisi IR-ATR. Lo spettro ottenuto é
stato confrontato con quello del’amminoacido singolo (Figura 42); i due spettri

risultano essere molto simili, sovrapponibili ad eccezione per i due picchi nelle zone
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1070-1000 cm™ e nella zona dei 700 cm. Mentre nella zona dei 3200 cm & avvenuto
uno spostamento della banda caratteristica per il gruppo NH2 per il composto chelato

rispetto allamminoacido libero.

L’avvenuta coordinazione tra 'amminoacido e lo zinco viene confermata dall’analisi
NMR, sia al protone che al carbonio (rispettivamente Figura 43 e Figura 44). L’analisi

e stata svolta sul prodotto 5 e sul’aminoacido puro confrontando poi gli spettri ottenuti.

]
Me

—NHz 0
{ \/n/ j
Q - \\N u Me

Figura 43: 1H-NMR del complesso ZnAlanina
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Figura 44: Spettro 1H-NMR dell’Alanina singola

Nello spettro al protone del prodotto 5 (Figura 43) si ha uno spostamento del chemical

shift dei segnali rispetto a quelli del’amminoacido non legato (Figura 44); il segnale
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tripletto del CH dell’alanina ha un valore di 3.82 ppm per la molecola non coordinata e
3.69 ppm per il complesso, mentre il segnale singoletto del CHs si sposta da un valore

iniziale di 1.37 ppm a uno finale di 1.44 ppm per lo zinco-alanina.

0
H3C NH 0 @ CH;

[] 2 0
\/n/ A
04\\:/ \\iH: HO m—NH;

A
4
|
|
b

w2 om m ® ® »
(] )
e X (o

Figura 45: 13C-NMR del complesso Zn-alanina (sinistra) e dell’Alanina a destra
Dallo spettro *C-NMR (Figura 45) sono visibili solo due segnali su tre carboni
dell’aminoacido, probabilmente a causa dei tempi di rilassamento troppo elevati per il
carbonio quaternario (carbonio del gruppo carbossilico). Per i due segnali visibili
avviene uno spostamento, piu marcato per il segnale del CH che si sposta da 15.84
ppm (aminoacido puro in figura 45) a 17.13 ppm (forma complessata), mentre il
segnale per il carbonio del metile lo spostamento & minore spostandosi rispettivamente
da 50.33 ppm a 50.05 ppm. Questo spostamento viene giustificato dalla vicinanza
maggiore del carbonio CH con gli atomi interessati direttamente alla coordinazione con

lo Zn?* ovvero il gruppo carbossilato e il gruppo amminico.

| cristalli ottenuti per rimozione del solvente, direttamente dalla soluzione di fine
reazione, non sono di dimensioni appropriate per svolgere una caratterizzazione
tramite raggi X quindi si € provato ad ottenerli per evaporazione, piu lenta, a
temperatura ambiente ma senza successo. Non € stato percio possibile ottenere una

geometria specifica della matrice cristallina.
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2.4 Reattivita dello Zinco con il legante Acido o-idrossimandelico

La scelta su questo legante é stata dettata dalla sua similarita strutturale all’acido
citrico per la presenza di gruppi ossidrili e del carbonile, funzionalita utilizzabili per la
coordinazione. Inoltre, in letteratura non sono riportati studi riguardo a dei complessi
di Zn-acido o-idrossimandelico per utilizzo in campo agronomico; pertanto, lo studio

ne e certamente interessante.

2.4.1 Sintesi Acido o-idrossi mandelico (6)

L’acido o-idrossi mandelico (6) e stato sintetizzato seguendo la reazione riportata in
Schema 5 e tratta da letteratura chimica 53 che prevede I'aggiunta in serie di: 0.800
mol di fenolo, 0.124 mol di acido gliossilico monoidrato, 0.095 mol di trimetilammina,
0.009 mol di Al2(SOa4)s e infine 4 mL di acqua distillata. Al termine della reazione, 8 h
a 50°C, il prodotto si estrae tramite lavaggi successivi con diclorometano. La fase
acquosa ottenuta viene acidificata con HCI, quindi il prodotto viene estratto tramite
lavaggi successivi con etilacetato, avendo cura di raccogliere la fase organica ad ogni
estrazione. Quest’ultima viene anidrificata, quindi si rimuove il solvente sottovuoto fino
ad ottenere un olio di colore arancione-bruno contenente il prodotto d’'interesse, I'acido
o-idrossimandelico (6).

OH
o OH OH

+ )‘\”/OH Al2(SO4)3 OH
H >
N(Bu)s, H,0
O 3 2 O

Schema 5: Sintesi dell'acido o-idrossi mandelico

BN

Per confermare la natura del composto organico sintetizzato, il prodotto € stato
sottoposto ad analisi IR allo stato solido dove € stato possibile assegnare alle bande

principali i corrispettivi gruppi funzionali.
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Figura 46: Spettro IR dell’acido organico sintetizzato (6)

La frequenza di 1707 cm™ é relativa al gruppo carbonilico (COOH), per la zona delle
frequenze da 1611 cm™ a 1375 cm & caratteristica dei legami C=C e C-H dell'anello
aromatico. La presenza dei legami C-O & confermata dalla banda a 1224 cm per il

sostituente aromatico e a 1042 cm per l'ossidrile sulla catena alifatica.

Per completare la caratterizzazione e stabilire la posizione dei sostituenti sull’anello
aromatico il prodotto 6 e stato analizzato tramite spettroscopia NMR, con acquisizione
al protone e al carbonio (Figure 47 e 48).
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Figura 47:H-NMR del composto 6

| protoni degli ossidrili e del gruppo carbonilico non sono visibili nello spettro in quanto
facilmente cedibili e vengono scambiati velocemente col solvente (D20). | vari segnali
che vanno da 7.5 ppm a 6.5 ppm sono i segnali degli idrogeni aromatici mentre i
segnali a 5.38 ppm ¢ indicativo dell’idrogeno alifatico (CH), il picco a 5.20 ppm &
sempre l'idrogeno alifatico ma della forma deprotonata dell’acido o-idrossi mandelico.
| due segnali a 2.0 ppm e 1.2 ppm sono segnali dei protoni dell’etilacetato residuo nel

composto analizzato.
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Figura 48: 13C-NMR del composto 6

L’assegnazione dei vari picchi € stata fatta anche per lo spettro al carbonio. Per i tre
carboni adiacenti ad un gruppo ossidrile (segnali a 175 ppm, 153 ppm e 69 ppm) é
presente un picco minore adiacente, questo secondo picco € dovuto ai segnali del

carbonio per la forma deprotonata dell’acido.

by

Da queste caratterizzazioni e possibile affermare la buona riuscita della sintesi

dell’acido orto-idrossi mandelico confermando la struttura ottenuta.
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2.4.2 Zinco-Acido o-idrossi mandelico (7)

Il composto organico sintetizzato (6) e stato utilizzato come legante per ottenere dei
complessi di zinco solubili in acqua. Il rapporto stechiometrico utilizzato tra il sale di

zinco e legante e di 1:2.

OH OH
Zn(OH), + 2 OH ?

Schema 6: Reazione di complessazione tra zinco idrossido e acido o-idrossimandelico

Una soluzione contenente 0.002 mol del composto 6 viene unita alla soluzione di
idrossido di zinco (0.001 mol), sotto agitazione magnetica si scalda la miscela di
reazione per 2 h a 50°C. Il prodotto, dopo avere rimosso il solvente, si presenta come

un solido vetroso di colore arancione chiaro.

Sul prodotto (7) e stata svolta una analisi ATR e lo spettro acquisito € stato confrontato

col rispettivo per I'acido o-idrossi mandelico puro (Figura 49).

Acido o-idrossi mandelico

............... 1707 J

Figura 49: Sovrapposizione tra acido o-idrossi mandelico (nero) e la forma
complessata con lo zinco (rosso)
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Dall’analisi IR si puo osservare uno spostamento a frequenze minori di tutto lo spettro
del prodotto 7 rispetto al legante puro. In particolare, e la banda del gruppo carbonile
che shifta da una frequenza di 1707 cm™ ad un valore di 1581 cm™ suggerendo

I'utilizzo del gruppo carbonilico nella coordinazione dell’acido con il metallo.

Sul prodotto 7 sono state svolte analisi 'H-NMR e 3C-NMR (Figure 50 e 51) per
comprendere meglio la struttura del complesso ottenuta. Dagli spettri NMR e possibile
osservare i picchi precedentemente attribuiti all’acido o-idrossimandelico ma spostati
di un certo valore (Tabella 7). | picchi che maggiormente sono spostati dopo la
reazione di coordinazione sono i picchi dei protoni adiacenti al carbonile confermando

la coordinazione metallo-legante passa per il gruppo carbonile.

Figura 50: Spettro 'H-NMR in D,0 del composto 7

Tabella 6: Confronto chemical shift dei picchi per legante (6) con la forma complessata di Zinco (7)

PICCHI ACIDO O-IDROSSI MANDELICO COMPLESSO 7
CHarowmatico 7.24 ppm 7.28 ppm
CHarowmatico 6.89 ppm 6.90 ppm
CHavratico 5.38 ppm 5.20 ppm
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Figura 51: Spettro 13C-NMR in D,0 del complesso 7

In aggiunta ad IR e NMR il complesso ottenuto viene sottoposto ad una analisi di
spettrometria di massa (ESI-MS). Si ottiene uno spettro per il prodotto sia per ioni
positivi (Figura 52) che per ioni negativi (Figura 53).

SG 29
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Figura 52: Spettro composto 7 per ioni positivi

Nella zona positiva i picchi per lo ione molecolare hanno valore di 733 m/z e
presentano il pattern tipico per lo zinco e i suoi isotopi, la possibile struttura € quella in
figura 54-A.
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Figura 53: Spettro composto 7 per ioni negativi

Nel campo negativo i picchi sono associati ad una frammentazione e deprotonazione

della struttura del prodotto ed hanno valore di 343 m/z (Figura 54-B)
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Figura 54: Ipotesi di struttura per il complesso 7

Nella forma positiva del prodotto (Figura 54-A) la carica positiva € localizzata sullo
zinco e al metallo si coordina una molecola di acetonitrile, solvente utilizzato per
svolgere l'analisi di massa. La forma negativa (Figura 54-B) invece presenta una

doppia carica; infatti, il picco del prodotto € dovuto a meta struttura del complesso in
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quanto il rapporto massa/carica (m/z) € minore, e in questa forma non e coordinato il

solvente dell’analisi.

Sul composto 7 ottenuto & stata svolta un’analisi elementare allo scopo di studiare il

rapporto fra il metallo (Zn), carbonio e idrogeno, i risultati sono riportati in tabella 8.

Tabella 7: Risultati analisi elementare complesso 7

ELEMENTO % TEORICA % SPERIMENTALE
C 41.61 43.92
H 2.46 4.06

| dati ottenuti indicano che la struttura proposta € un’ipotesi accettabile ma la differenza
di percentuale tra quella attesa e quella sperimentale sottolinea la presenza di residuo

(zinco idrossido) che rende non puro il campione.

Come conferma della struttura, ipotizzata e studiata tramite le precedenti
caratterizzazioni, i cristalli del prodotto 7 vengono sottoposti a diffrattometria ai raggi
X. | cristalli sono stati ottenuti seguendo la strategia utilizzata nei casi precedenti,
ovvero una soluzione concentrata, in acqua, del prodotto di interesse viene lasciata
evaporare a temperatura ambiente fino a completa scomparsa di tutto il solvente. |

cristalli sono stati ottenuti ma non erano adeguati a svolgere I'analisi ai raggi X.
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2.5 Studio della stabilita al pH

| cinque complessi sintetizzati (zinco-citrato d’'ammonio e di sodio, zinco-glicina, zinco-
alanina e zinco-acido o-idrossimandelico) sono stati sottoposti ad uno studio per
valutare la stabilita a differenti valori di pH in modo da replicare le condizioni in cui
potranno essere applicati una volta utilizzati come fertilizzanti. | punti di pH studiati

variano da condizioni acide (pH=4), neutre (pH=7) e basiche (pH 12).

| campioni vengono preparati solubilizzando 0.010 g in 3 mL di acqua; quindi, ne viene
misurato il pH di partenza (range 7-8). | campioni acidi vengono acidificati sino a valore
di pH=4 tramite utilizzo di una soluzione 0,1 M di HCI mentre per creare un ambiente
basico e stata utilizzata una soluzione di NaOH 0,1 M.

| campioni sono stati lasciati una settimana in ambiente chiuso, asciutto e buio; quindi,
al termine del periodo d’attesa € stata prelevata una goccia per ogni campione ed
analizzata tramite ATR, fornendo spettri fin troppo diluiti. Per ovviare il problema, i
campioni sono stati lasciati all’aria due settimane, cosi da favorire 'evaporazione del
solvente ed ottenere in questo modo solo il solido. Dopo tre settimane totali, il prodotto,
rimasto sotto forma di solido e stato analizzato nuovamente al IR allo stato solido e
sono stati registrati i diversi spettri in funzione dei differenti pH.
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2.5.1 ZnCita(NHa)a (2)

In Figura 55 é riportato il confronto dei tre spettri, uno per ogni valore di pH, per il citrato
di zinco con lo ione ammonio come contro ione (complesso 2) ottenuto per la reazione

riportata in Schema 2 (paragrafo 2.2.2)

— pH 12
pH 7 1712

pH 4

Figura 55: Spettri a diversi pH del complesso 2 (curva nera pH 12, curva blu pH 7, curva rossa pH 4)

Le tre soluzioni a differenti pH dopo una settimana risultano invariate, rimanendo
incolori. Il solido rimasto dopo I'evaporazione del solvente & di colore bianco. Dalla
Figura 55, il composto a pH 7 e 12 ha uno spettro simile con le bande principali a stessi
valori di frequenze, e sovrapponibili allo spettro del prodotto di partenza confermando
la stabilita del complesso 2 in questo range di pH, mentre a pH 4 il complesso presenta
un differente spettro. Il picco a 1712 cm! & identificabile nel gruppo carbonile (COOH),
suggerendo che a pH acidi il complesso si idrolizza liberando il citrato che in ambiente

acido viene riprotonato tornando ad acido citrico.
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2.5.2 ZnCitx Nay (3)

| campioni sono stati preparati come descritti sopra, per questo composto la

solubilizzazione e risultata piu complicata visto la scarsa solubilita.

w1
1

B

|
1 | |
—pH 12 | | ‘

pH 4 |

Figura 56: Confronto stabilita complesso 3 a diversi valori di pH. la curva rossa rappresenta il composto a pH 4,
quella blu a pH 7 e quella nera é per valore 12 di pH

In Figura 56 sono riportati i tre spettri in funzione del pH. Dopo una settimana, il
campione a pH 12 presenta un solido bianco sul fondo del contenitore mentre le altre
due soluzioni sono invariate da inizio analisi. Dagli spettri risulta che il composto 3 e
stabile per pH 4 e 7, mentre a pH 12 non risulta stabile e si decompone. Lo spettro a
pH 12 é simile a quello del citrato di sodio, riportato in Figura 32 (paragrafo 2.2.3),
confermando la scissione della molecola e la liberazione del legante, sottoforma di
citrato di sodio, che rimane in soluzione, mentre lo zinco libero dal legante trovandosi
in condizioni basiche (pH 12) forma idrossido di zinco che precipita come solido bianco,

essendo insolubile in acqua.
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2.5.3 ZnGly; (4)

| campioni dopo una settimana dalla loro preparazione, per pH acido (pH 4) e neutro
(pH 7) non si notano cambiamenti nella soluzione, mentre per il campione in condizioni

basiche sul fondo del contenitore e osservabile un solido bianco.
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Figura 57: Confronto stabilita complesso 4 a diversi pH, 4 rosso, 7 blu, 12 nero. Ingrandimento 2100-500 cm!

Lo spettro del complesso a pH 7 coincide, per forma e frequenza dei picchi, a quello
del complesso di Zn-glicina. Il complesso a pH 4 nella zona dei carbonili ha i picchi
spostati a delle frequenze maggiori (1734 cm™ e 1617 cm™) frequenze riconducibili
alla glicina non coordinata, suggerendo la decomposizione del complesso a pH acidi.
D’altro canto, in ambiente basico la frequenza della banda nella zona dei carbonili si
trova a frequenze minori (1557 cm™) rispetto a quella del complesso. La banda del
carbonile, coordinato con lo zinco, ha un valore di frequenza pari a 1590 cm. Anche
a pH 12 il complesso non é stabile e si degrada, liberando lo Zinco che, in condizioni
basiche, forma il rispettivo idrossido che essendo insolubile precipita, La glicina invece

rimane in soluzione come sale di sodio (NH2CH2COO-Na*)
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2.5.4 ZnAla (5)

In figura 58 sono riportarti i tre spettri a diversi pH per il complesso di Zinco-alanina

(5); spettro rosso pH 4, spettro blu pH 7, spettro nero pH 12.

1640-1590
— pH 12 1!
— pH7 1452

1590

cm-1

Figura 58: Spettri IR del complesso 5 a diversi pH. Ingrandimento (2100-600 cm™)

A livello visivo dopo una settimana non ci sono cambiamenti nelle soluzioni, rimangono

tutte e tre incolore senza formazione di precipitati.

Per il prodotto 5 a pH 7 e pH 12 i due spettri sono molto simili con le stesse frequenze
delle bande principali (banda carbonile 1585 cm™ e 1452 cm™ per il legame C-O),
frequenze uguali anche al prodotto di partenza. Cio indica la stabilita del composto in
questo intervallo di pH.

Per lo spettro a pH 4 oltre ad avere i picchi in comune con gli altri due spettri (picco
COO- con frequenza di 1590 cm™) e presente un picco nella zona dei carbonili a
frequenze maggiori (1640 cm) approssimabile alla banda del carbonile per
'amminoacido alanina non deprotonata (NH2CH(CH3)COOH). A pH 4 il complesso
potrebbe dissociarsi in parte cosi da avere contemporaneamente il complesso

Zn(Ala)2 coesistente con zinco ed alanina non coordinati.
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2.5.5 Zinco-Acido o-idrossi mandelico (7)

Le tre soluzioni preparate, pH 4, pH 7 e pH 12, sono di colore arancione chiaro. Dopo
una settimana, la soluzione del campione a pH basico presenta una piccola quantita

di un precipitato di colore bianco.

Figura 59: Spettro complesso Zn-Acido o-idrossi mandelico; rosso pH 4, blu pH 7, nero pH 12

Gli spettri in figura 59 hanno strutture molto simili ed anche le frequenze sono molto
vicine. Il picco del carbonile per tutti e tre gli spettri ha frequenza a circa 1580 cm™,
stessa cosa per la banda del legame carbonio idrogeno C-H che risulta avere

frequenza di 1370 cm™ oppure per il picco a 1040 cm del legame C-O.

Le frequenze in tutti e tre gli spettri sono paragonabili a quelli del prodotto iniziali
suggerendo la stabilita di questo complesso di zinco in un range di pH che va da 4 a
12. 1l precipitato formatosi potrebbe essere dello zinco idrossido formato dallo zinco in
eccesso non reagito con l'acido o-idrossi mandelico ancora presente nell’aliquota di

campione 7 analizzato.
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2.6 Studio di stabilita alla temperatura

La stabilita dei complessi sintetizzati & stata studiata in un intervallo di temperatura
che va da -18°C a 50°C, intervallo di temperatura utilizzato in campo agronomico
essendo le temperature che i prodotti del settore devono essere in grado di sopportare

senza variare la struttura e le loro proprieta.

| campioni vengono preparati solubilizzandoli in acqua cosi da avere una soluzione dei
vari complessi sintetizzati. La soluzione di ogni prodotto viene poi divisa in tre aliquote,
una per ogni temperatura. | campioni vengono lasciati per 21 giorni a -18 °C (campioni
in freezer), a 4°C (campioni in frigorifero) e a 50°C per 10 giorni (bagno di silicone
riscaldato).

Passati i giorni prefissati per i campioni, viene rimosso il solvente sottovuoto lasciando
il complesso solido che viene analizzato tramite spettroscopia IR-ATR. Per ogni

complesso vengono uniti gli spettri ai tre valori di temperatura.

1004

TH
60H
50

40H

32
20512000 1800 1600 1400 1200 1000 400 600 476

Figura 60: Spettri a diverse temperature per lo ZnGly,. Nero a -18°C, rosso a 4 °C e blu a
50°C.
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In figura 60 sono riportati i tre spettri registrati alle differenti temperature per il
complesso 4 (ZnGlyz2) e si puo affermare che il composto e stabile nel range di
temperature testate; infatti, per i tre spettri le frequenze delle varie bande sono le
stesse per tutte implicando che la struttura del prodotto analizzato € sempre la stessa.
Le stesse affermazioni possono essere fatte per tutti i restanti complessi: 3, 4,5e 7
visto che anche in questi casi gli spettri, non riportati nell’elaborato, presentano le

stesse frequenze per le varie bande dei prodotti alle differenti temperature.
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2.7 Studio preliminare alginato di zinco

Gli alginati di zinco sono stati studiati come antibatterici, infatti lo zinco puo fornire
un’azione antinfettiva su tessuti danneggiati. L’azione antimicrobica di questi sistemi &

garantita da un graduale rilascio di ioni Zn?* dal polimero di alginato. (>4

Uno studio preliminare sui composti di zinco e alginato é stato svolto con lo scopo di
ottenere dei prodotti per un loro possibili utilizzo futuro come fonte di rilascio di ioni

zinco in agronomia.

Una soluzione di alginato di sodio al 2% w/w e stata aggiunta goccia a goccia nella
soluzione di zinco 0.1 M, al termine dell’aggiunta della soluzione di alginato ottengo
una serie di sfere trasparenti in una soluzione acquosa contenente il sale di zinco in
eccesso. La soluzione viene lasciata in agitazione tutta la notte permettendo cosi lo

scambio degli ioni Na* con quelli di Zn?* all'interno delle sfere di alginato.

Dopo la “maturazione” le sfere sono state immerse per 15 minuti in una serie di bagni
di una soluzione di acqua-alcool a concentrazione crescente in alcool per sostituire il
solvente all’interno delle perle di alginato di zinco (da acqua ad alcool). Lo scambio di
solvente facilita il successivo essiccamento delle sfere permettendo di sottoporle ad

un’analisi IR senza I'interferenza dell’acqua.

Figura 61: Sfere di alginato con solvente acqua (a) e sfere dopo averle seccate rimuovendo I'alcool (b)

L’alginato di sodio e la sua forma complessata vengono analizzate mediante ATR, lo

spettro viene riportato in Figura 62.
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Figura 62: Confronto spettro alginato di sodio e spettro delle sfere di alginato di zinco

Confrontando gli spettri dell’alginato di sodio di partenza (curva rossa) e quello di zinco
ottenuto a fine reazione (nero) si nota che sono pressoché gli stessi; anche le
frequenze dei picchi principali coincidono o variano di pochi cm™. Le frequenze dei tre
picchi principali sono 1595 cm, 1405 cm, 1025 cm™! per l'alginato di sodio mentre

per quello di zinco 1595 cm, 1407 cm™ e 1027 cm-2,

La reazione e stata ripetuta modificando la concentrazione della soluzione di alginato
di sodio, da una concentrazione 2% w/w ad una concentrazione di 0,5% wi/w,
mantenendo la medesima concentrazione di zinco cloruro in soluzione (soluzione 0.1
M). A livello qualitativo I'unica osservazione possibile & che le sfere ottenute non erano
“definite” come quelle ottenute precedentemente ma risultavano meno marcate e piu

deformi (Figura 63).

69



Figura 63: Alginato di zinco ottenuto tramite una soluzione 0,5% w/w di alginato

| campioni di zinco-alginato a differenti concentrazioni di alginato, sia in acqua che
alcool, vengono analizzate mediante analisi termogravimetrica (TGA) per verificare la

percentuale in peso di zinco presente.

| termogrammi ottenuti risultano del tutto simili tra loro, con temperatura di inizio

degradazione (onset) intorno ai 185°C (Tabella 9).

Tabella 8: Dati analisi TGA sui campioni di Zn-alginato

CAMPIONE To (°C)A RESIDUO %
Zn-Alginato 2% in H20 185 19.3
Zn-Alginato 2% in EtOH 188 18.5
Zn-Alginato 0.5% in H20 182 18.8

A Determinata come onset

Nonostante la differente formulazione, tutti i campioni mostrano un residuo inorganico
intorno al 18-19% (Tabella 9) costituito da ZnO. Questo risultato suggerisce che anche
aumentando la concentrazione di alginato, la quantita di zinco complessata rimane

costante.

La prova di complessazione viene compiuta anche con un campione reale di utilizzo
industriale costituito da una soluzione di estratto di alghe in acqua, la quantita di

alginato ipotizzato é del 0.2% w/w.

70



Mantenendo le condizioni utilizzate in precedenza, la reazione non ha portato a nessun
prodotto. Varie prove sono state svolte per cercare di ottenere, anche con questo
reagente, un prodotto da analizzare. La procedura iniziale é stata modificata provando
ad utilizzare una soluzione di ZnClz dieci volte piu concentrata (si passa da una
soluzione di zinco 0.1 M ad una 1.0 M) ma senza ottenere nessun risultato. Essendo
la soluzione di estratto d’alga contenente una miscela di vari alginati e prodotti chimici,
€ probabile che questi interferiscano nellambiente di reazione, sfavorendo la
complessazione con lo Zinco. Inoltre, la stima del contenuto di alginati potrebbe essere

superiore al valore effettivo.

Siccome I'aumento di concentrazione di zinco non ha fornito risultati si € passati a
concentrare la soluzione d’alga, sono state seguite due strade: la prima via seguita é
stata quella di concentrare la soluzione del 50% facendo evaporare meta volume di
acqua, la soluzione ottenuta aggiunta goccia a goccia alla soluzione del sale di zinco
non ha portato a nessun prodotto. La seconda strada utilizzata e stata quella di isolare
la componente organica della soluzione facendola precipitare tramite aggiunta di
acetone, che ne ha modificato la polarita con conseguente precipitazione. La frazione
organica cosi ottenuta é stata separata, lavata ed asciugata ed utilizzata per preparare
una soluzione in acqua concentrata dieci volte tanto quella iniziale; anche in questo
caso é stata aggiunta lentamente alla soluzione di ZnClz senza tuttavia ottenere la

formazione di alcun prodotto.

Il solido ottenuto per concentrazione della soluzione e quello ottenuto per precipitazioni
sono stati analizzati al IR per verificare la natura di cio che si é ottenuto e in particolare
sono stati confrontati con lo spettro IR dell’alginato di sodio puro (Figura 64) per

confermare la presenza in entrambi casi del polisaccaride.
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Figura 64: Confronto dei due solidi ottenuti partendo dalla soluzione d'alga (spettri neri e blu)
con lo spettro dell'alginato di sodio (curva rossa)

Dallo spettro IR confrontando i tre solidi analizzati posso affermare che comunque per
la soluzione d’alga nelle due forme ottenute & presente I'alginato ma la coordinazione
con lo zinco pud non avvenire per due motivi principalmente; la concentrazione
dell'alginato potrebbe essere non sufficiente (gia ad una concentrazione del 0,5%
I'ottenimento un solido ben definito e stato difficile) oppure il problema potrebbe essere
riconducibili all’effetto matrice del campione, ovvero tutta la restante parte organica

che non e alginato che potrebbe ostacolare la coordinazione tra zinco e alginato.

Lo studio di questi materiali prosegue con la comprensione dei meccanismi di rilascio

che permettono un impiego in ambito agronomico di questi composti di Zn?*-alginato.
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3 CONCLUSIONI

Nel presente lavoro di tesi sono stati sintetizzati, caratterizzati e studiati diversi
complessi di zinco. Due complessi di zinco citrato sono stati ottenuti partendo da zinco
solfato ed acido citrico, variando la base utilizzata nella reazione si sono ottenuti due
complessi differenti (2 e 3), e per il composto 3 é stato possibile ottenere anche la

struttura ai raggi X.

Figura 65: a) struttura complesso 2 b) ipotesi struttura complesso 3

| due complessi di zinco citrato si sono dimostrati stabili nell'intervallo di temperatura
da -18°C a 50°C. Il comportamento a differenti pH hanno dimostrato delle differenze
per i due complessi, infatti, il complesso 2 si € dimostrato stabile a pH neutri e basici
mentre si rompe a pH acidi, per il complesso 3 invece € I'opposto stabile a pH acidi e

neutro mentre a pH basico si decompone.

La seconda classe di composti studiati sono dei complessi di zinco-amminoacidi,
sintetizzati partendo da idrossido di zinco e amminoacidi come glicina ed alanina. |
complessi hanno dimostrato di essere stabili nel range di temperatura studiato. La
stabilita al pH dei due complessi € differente, infatti, entrambi risultano essere non
stabili a pH acidi (pH 4), mentre in ambiente basico lo zinco-alanina é stabile invece lo

zinco-glicina si dissocia.
NH,
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Figura 66: a) ZnGly; b) ZnAla;
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L’ultimo composto studiato € un complesso di zinco-acido o-idrossi mandelico, I'acido
e stato sintetizzato e poi fatto reagire con Zn(OH)z, la struttura del composto dopo le

varie analisi é stata ipotizzata come quella riportata in figura 67.

OH OH

Figura 67: Ipotesi di struttura dello zinco-acido o-idrossi mandelico 7

Il complesso e stato studiato come i precedenti per valutare la stabilita al pH e alla
temperatura. Il complesso 7 si & dimostrato stabile in un range di pH che vada 4 a 12,

ed anche stabile nel range di temperatura da -18°C a 50°C.

In fine si e iniziato un lavoro di studio preliminare sugli alginati di zinco, dai dati raccolti
si puo affermare che la quantita di zinco complessata da parte dell’alginato &
indipendente dalla concentrazione di quest’ultimo, comportamento studiato nel range
0.5-2 % w/w di alginato di sodio. In aggiunta la complessazione dello zinco non avviene
con soluzioni di alghe principalmente a causa della bassa concentrazione e/o

dell’effetto matrice.
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4 PARTE SPERIMENTALE

4.1 Procedura generale

Tutte le reazioni sono state svolte in atmosfera non protetta, ad eccezione della
reazione di sintesi di EDDHA (acido etilendiammino-N,N'-bis(2-idrossifenilacetico))

svolta sotto atmosfera inerte di N2 ottenuta tramite cicli di vuoto-azoto.

| solventi utilizzati per le varie sintesi e relativi work-up (diclorometano (CH2Cl2),
acetone, metanolo, dietiletere (Et20), etanolo, metanolo ed etilacetato) sono stati

utilizzati come forniti dal venditore, senza subire ulteriori step di purificazione.

| reagenti utilizzati per le varie sintesi (fenolo, etilendiammina, acido gliossilico,
trimetilammina, NaOH, NH4OH, acido citrico, amminoacidi (glicina, alanina)) e i sali di
zinco utilizzati sono stati utilizzati come forniti dal venditore, senza subire ulteriori step

di purificazione.

L’andamento delle sintesi & stato seguito e studiato tramite spettroscopia IR allo stato
solido (ATR). | prodotti ottenuti sono stati caratterizzati tramite spettroscopia IR, analisi
NMR, ESI-MS e, in caso di strutture cristalline, tramite diffratometria a raggi X su
singolo cristallo.

Gli spettri IR sono stati eseguiti tramite spettrofotometro FT-IR Perkin Elmer Spectrum

Two utilizzando il blocco ATR per i solidi.

Gli spettri NMR sono stati registrati a 298 K impiegando gli strumenti Varian Mercury
Plus VX 400 (*H, 399.9; 13C, 100.6 MHz). Tutti i valori di chemical shift sono riportati
in ppm (scala d), utilizzando come standard interno D20 (*H-NMR: 4.79).

Le caratterizzazioni ESI-MS sono state condotte tramite spettrometro di massa

WATERS ZQ 4000 con diretta iniezione di una soluzione in metanolo o acetonitrile.

La caratterizzazione ai raggi X e stata svolta utilizzando il diffrattometro Bruker APEX
Il con detector ad aera CMOS e sorgente Mo-Ka.

Le caratterizzazioni TGA sono state svolte tramite termobilancia TG 209 F1 Libra della
Netzsch scaldando da temperatura ambiente a 600°C con una velocita di
riscaldamento di 20°C/min, in atmosfera inerte; 5 minuti di isoterma; switch in

atmosfera ossidante; riscaldamento fino a 800°C a 20°C/min; isoterma per 40 minuti.
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4.2 Reazione di sintesi tra zinco e EDDHA
4.2.1 Sintesi di EDDHA (acido etilendiammino-N,N'-bis( 2-idrossifenilacetico)) (1)

OH o 0 HO
NH. __~ OH
@ + HZN\/\NH2 + O\\)J\OH NaOH HO oH NH I
1
Procedura:

In un pallone da 500 mL si pongono 18,40 g di fenolo (MW: 94.11 g/mol, 0.195 mol)
precedentemente pesato. Si pone il sistema sotto atmosfera inerte (N2), agitazione
magnetica e riscaldamento, tramite bagno siliconico, a 45°C fino a completa fusione
del fenolo. Raggiunta una completa dissoluzione dellambiente di reazione, si
aggiunge 0,5 mL di etilendiammina (MW: 60.10 g/mol, 0,0075 mol). Si lascia reagire il
sistema per 10 minuti, quindi si aggiungono goccia a goccia 0,6 mL di NaOH 50% w/w
(MW: 39.99 g/mol, 0,0228 mol). Dopo ulteriori 10 minuti si aggiungono, sempre goccia
a goccia, 1,66 mL di una soluzione al 50% wi/w di acido gliossilico (MW: 74,04 g/mol,
0,030 mol). Siriscalda la soluzione a 75°C per 2 h. Al termine, si effettua quenching a
temperatura ambiente tramite aggiunta di 30 g di H20 distillata; quindi, si estrae
'eccesso di fenolo tramite lavaggi successivi con diclorometano in tre aliquote
rispettivamente da 50, 40, 25 mL. Si scarta la fase organica, mantenendo la fase
acquosa contente la miscela di prodotti d’interesse. Quest’ultima viene essiccata sotto
vuoto, ottenendo un solido cristallino di colore arancione (1) che é stato caratterizzato
tramite IR-ATR, 'H-NMR.

Caratterizzazione:

IR (ATR): v(C=0) 1582 cmt, V(C=Caromatci) 1476 cm?, 1466 cm?, v(C-H) 1387 cm,
V(C-Oaromatici) 1248 cm'l;

'H-NMR: (400 MHz, D20): & (ppm): 7.27 (m, 2H, CHaromatico), 6.90 (M, 2H, CHaromatico),
4.79 (s, 2H, CH), 2.96 (m, 4H, CHo2aiifatico);
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4.2.2 Chelazione Zn con EDDHA (1b)

HO

o} HO 0
HO NH\/\NH OH ’Zn\O NH\/\NH O\Zn
ZnBr, + OH o) —_— OH @)
1

Procedura:

In un becker da 50 mL si pesano 2.42 g di ZnBr2 (MW: 225,198 g/mol, 0.0107 mol) e
vengono solubilizzati in 11 g di H20 distillata. Si utilizza la soluzione acquosa di
EDDHA (1a) ottenuta tramite procedura 4.2.1 nella seguente sintesi. Si regola il pH
della soluzione sino ad un valore compreso tra 7,5-8 utilizzando HCI 37%. Si aggiunge
a soluzione cosi ottenuta di Zn?* goccia a goccia a quella di EDDHA sotto agitazione
magnetica, mantenendo il pH della miscela di reazione nell’intervallo di 7.5-8.0 tramite
aggiunte controllate di NaOH 50% w/w. Al termine, si lascia la miscela di reazione sotto
agitazione per ulteriori 20 minuti, cosi da favorirne la completa chelazione ed
omogeneizzazione. Si essicca una aliquota sottovuoto, ottenendo un solido di colore

bianco-arancione (1b) che é stato caratterizzato tramite IR-ATR.

Caratterizzazione:

IR-ATR: v(C=0) 1593 cm-L, v(C-C) 1476 cm™, 1448 cm-L, v(C-H) 1388 cm, v(C-O)
1260 cmt;
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4.3 Reazione di sintesi tra zinco e acido citrico
4.3.1 Prova di sintesi in soluzione

O OH

0
ZnS0,* TH,0  + O% >

HO oH OH

Procedura:

In un pallone da 50 mL si aggiungono 1.000 g di acido citrico anidro (MW: 192.13
g/mol, 0.00521 mol) che, sotto agitazione magnetica, vengono solubilizzati in 13 mL di
H20. Raggiunta una completa omogeneizzazione della soluzione, si aggiungono 6.590
g di ZnSO4*7H20 (MW: 287.55 g/mol, 0,02290 mol). Si lascia la miscela sotto
agitazione alla temperatura di 45°C per 8 ore. Al termine si lascia raffreddare la
soluzione a temperatura ambiente; quindi si rimuove il solvente tramite evaporazione
sottovuoto, ottenendo un solido bianco. Il prodotto € stato caratterizzato tramite

spettroscopia IR-ATR.

Caratterizzazione:

IR-ATR: v(C=0) 1751 cm™, 1684 cm™, 1416 cm%, d (C-C-O) 1208 cm?, v(S0O4+%) 1070

cmt
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4.3.2 Sintesi di zinco citrato tris-chelato [2]

ZnSO4* 7TH,0
4 2 ug

Procedura:

Oy OH

@)
+ 20?4\«

OH OH

In un pallone da 50 mL si aggiungono 1,800 g di acido citrico anidro (MW: 192.13
g/mol, 0,00936 mol) e 1,432 g di ZnSO4*7H20 (MW: 287.55 g/mol, 0,00468 mol);

quindi, si aggiungono 15 mL di H20 distillata e si omogeneizza la soluzione tramite

agitazione magnetica. Si aggiusta il pH ad un valore di 7.00 tramite aggiunte di una

soluzione di NH4OH 28% w/w. Si lascia agitare per 24 h a temperatura ambiente. Al

termine, si rimuove il solvente in vacuo. Si anidrifica il solido tramite lavaggi con

acetone. Si ottengono cristalli puri del prodotto d’interesse tramite precipitazione per

aggiunta di acetone ad una soluzione concentrata in acqua del prodotto. Il prodotto (2)

e stato caratterizzato tramite IR-ATR, H-NMR e spettrometria di massa ESI-MS; i

cristalli sono stati caratterizzati tramite diffrattometria a raggi X.

Caratterizzazione:

IR-ATR: v(C=0) 1561 cm, 1420 cm, & (CH2) 1378 cm'%, & (C-OH) 1292 cm'L, v(C-

C-0) 1201 cm;

'H-NMR: (400 MHz, D20): d (ppm): 2.66 (dd, Ju.n= 68 Hz, 12Hz, CH>);

ESI-MS (m/z):445 [M+2H]
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4.3.3 Sintesi di zinco citrato tris-chelato [3]

O+ OH

o : 2
ZnSO,* TH,0  + 2 OY;L% o o ¢

HO oH ©OH

Procedura:

In un pallone da 50 mL si pongono 1,800 g di acido citrico anidro (MW: 192.13 g/mol,
0,00936 mol) e 1,432 g di ZnSO4*7H20 (MW: 287.55 g/mol, 0,00468 mol), quindi si
solubilizzano in 10 mL d’acqua distillata e si omogeneizza la soluzione tramite
agitazione magnetica. Si regola il pH della soluzione ad un valore di 7.00 tramite
aggiunte di una soluzione di NaOH 50% w/w. Si lascia agitare la soluzione per 24 h a
temperatura ambiente. Al termine, si rimuove il solvente sottovuoto e si ottiene un
solido bianco che viene anidrificato tramite lavaggi con acetone. Il prodotto (3) é stato
analizzato tramite IR-ATR, H-NMR e spettrometria di massa ESI-MS. | cristalli del
complesso 3 sono stati ottenuti per evaporazione del solvente della soluzione (miscela

H2O/metanolo).

Caratterizzazione:

IR-ATR: v(C=0) 1578 cm%, & (CH2) 1387 cm'%, v(C-C-O) 1133 cm'%;
'H-NMR: (400 MHz, D20): d (ppm): 2.65 (dd, Ju,n= 72 Hz, 16 Hz, CH>);
ESI-MS (m/z): 533
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4.3.4 Prova di sintesi allo stato solido

O+ OH

0
Znso,* 7TH,0 + O >

HO oH OH

Procedura:

Si prepara il complesso tramite variazione di una procedura sintetica riportata in
letteratura ¢ che prevede la reazione in solido, in un pallone da 50 mL, tra 1.000 g di
acido citrico anidro (MW: 192.13 g/mol, 0.00521 mol) e 6.590 g di ZnSO4*7H20 (MW:
287.55 g/mol, 0,02290 mol). Si pre-miscelano i due solidi due solidi tramite
macinazione meccanica, con l'impiego di un mortaio, per 15 minuti. Successivamente
si scalda il sistema di reazione, tramite bagno siliconico, a 45°C per 8 ore. Al termine
si lascia raffreddare la miscela di reazione fino a temperatura ambiente. Il prodotto

ottenuto viene caratterizzato tramite IR-ATR.

Caratterizzazione:

IR-ATR: v(C=0) 1742 cm't, 1694 cm', 1426 cm'%, v(C-C-O) 1206 cml, v(SO42) 1063

cm:
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4.4 Reazione di sintesi tra zinco e amminoacidi
4.4.1 Sintesi di zinco-glicina [4]

NH% 0O

O
/

HoN
4

O
ZnOH), + 2 Lo NCNH, ———

Procedura:

Si prepara una soluzione di ZnBr2 solubilizzando 14.863 g di sale di zinco (MW:
225.200 g/mol, 0.066 mol) in 50 mL di acqua distillata. Si aggiungono 33 mL di una
soluzione di NaOH 4 M (MW: 39.997 g/mol, 0.132 mol); si agita la sospensione cosi
formata per 1 h a temperatura ambiente, per favorire la formazione di idrossido di
zinco. Si filtra lo Zn(OH)2 ottenuto su buchner e si lava con acqua distillata fredda. Si
essicca il prodotto ottenuto overnight in stufa a 80°C. Si utilizza il solido ottenuto per
preparare una soluzione di Zn(OH)z, sciogliendone 0.0995 g (99.424 g/mol, 0.001 mol)
in 15 mL di acqua distillata. Si sciolgono 0.1502 g di glicina (MW: 75.07 g/mol, 0.002
mol) in 10 ml di H20 distillata. Si uniscono le due soluzioni in un pallone da 100 mL e
si riscalda il sistema a 50°C per 2 h sotto agitazione magnetica. Al termine, si lascia
raffreddare a temperatura ambiente e si filtra su buchner per rimuovere I'eccesso di
Zn(OH)2 non reagito. Si secca la soluzione risultante sottovuoto, ottenendo dei cristalli
incolore. Si lavano i cristalli con etere etilico e si asciugano all’aria per successive

caratterizzazioni. Il prodotto (4) € stato analizzato tramite IR-ATR, 'H-NMR e *C-NMR.

Caratterizzazione:

IR-ATR: v(NH2) 3263 cm?, 3170 cm, v(C=0) 1574 cm*, v(C-O) 1390 cm, v(C-N)
1056 cm?;

'H-NMR: (400 MHz, D20): & (ppm): 3.39 (s, 2H, CH>);

13C-NMR: (100.6 MHz, D20): & (ppm): 41.70 (CH2aiif);
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4.4.2 Sintesi di zinco-alanina [5]

Me NH% 0

O
ZnOH), + 2 ol NH, —— 5 O/Zn/oj
Me \H2N Me

5

Procedura:

In un pallone da 100 mL si pesano 0.0995 g (MW: 99.424 g/mol, 0.001 mol) di idrossido
di zinco e si sciolgono in 15 mL di acqua distillata. Si prepara una soluzione di alanina
aggiungendo 0.1782 g (MW: 89.09 g/mol, 0,002 mol) dellamminoacido in 10 mL di
acqua distillata. Si uniscono le due soluzioni in un pallone da 100 mL e si riscalda il
sistema a 50°C per 2 h con agitazione magnetica accesa. Al termine, si lascia
raffreddare la soluzione a temperatura ambiente e si filtra su buchner per rimuovere il
residuo di Zn(OH)2 non reagito. Si essicca la soluzione risultante sottovuoto ottenendo
dei cristalli di prodotto (3b). | cristalli vengono lavati con etere etilico e lasciati ad
asciugare all’aria. Il prodotto (5) € stato analizzato tramite IR-ATR, 'H-NMR e
B3C-NMR.

Caratterizzazione:

IR-ATR: V(NH2) 3081 cm-L, v(C=0) 1590 cm, v(C-0) 1452 cm't, v(C-O°) 1407 cm-,
bend (C-H) 1307 cm?, r(NHs) 1113 cm™;

1H-NMR: (400 MHz, D20): & (ppm): 3.69 (t, 1H, CH), 1.44 (s, 3H, CHa);

13C-NMR: (100.6 MHz, D20): & (ppm): 50.05 (CHa), 17.13 (CH);
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4.5 Reazione di sintesi tra zinco e acido o-idrossi-mandelico
4.5.1 Sintesi di acido o-idrossi-mandelico [6]

OH
o OH OH

+ )l\”/OH Alx(S04)3 OH
H L
N(Bu)s, H,0
5 3, Hz O

Procedura:

In un pallone da 500 mL, con agitazione magnetica accesa, si aggiungono in ordine:
75.3 g (MW: 94,11 g/mol, 0.800 mol) di fenolo, 9.21 g di acido gliossilico monoidrato
(MW: 74,04 g/mol, 0.124 mol), 8,38 mL (MW: 59.11 g/mol, 0.095 mol) di
trimetilammina, 3.33 g (MW: 342,15 g/mol, 0,009 mol) di Al2(SOa4)3, e 4 mL di acqua
distillata. Si scalda il sistema di reazione a 50°C per 8 h. Al termine si lascia raffreddare
la miscela di reazione a temperatura ambiente e, successivamente, si aggiungono 100
mL di una soluzione di NaOH 1 M. Omogeneizzata la soluzione, si estrae il prodotto
d’interesse tramite lavaggi con CH2Cl2 (3x100 mL). Si acidifica la fase acquosa tramite
aggiunta di HCI concentrato sino ad un valore di pH pari a 2. Si lava la soluzione cosi
ottenuta con etilacetato (5x200 mL). Si raccolgono le fasi organiche dei vari lavaggi, Si
uniscono ed anidrificano tramite aggiunta di MgSOa. Si filtra la soluzione su carta per
rimuovere il solido e, successivamente, si evapora il solvente sottovuoto ottenendo
cosi il prodotto (6) come un olio di colore bruno. Il prodotto € stato caratterizzato tramite
IR-ATR, H-NMR e 13C-NMR.

Caratterizzazione:

IR-ATR: v(C=0) 1707 cm?, v(C=C) 1611-1459 cm?, v(C-H) 1375 cm?, v(C-Oaromatico)
1224 cm?, v(C-0O) 1042 cm,;

H-NMR: (400 MHz, D20): & (ppm): 7.24 (s, 2H, CHaromatico), 6.89 (s, 2H, CHaromatico),
5.38 (s, H, CHaiifatico);
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BC-NMR: (100.6 MHz, DZO)Z o) (ppm) 176.3 (Cq carbonile), 155.9 (Cq aromatico), 130.4
(CHaromatici), 129.3 (CHaromatici), 124.6 (Cq carbonile), 120.5 (CHaromatici), 115.9 (CHaromatici),
69.7 (CHaiifatico)
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4.5.2 Sintesi di zinco-acido o-idrossi mandelico [7]

OH OH
Zn(OH), + 2 OH ?

Procedura:

Si ottiene una soluzione di Zn(OH)2 sciogliendo 0.0995 g (MW: 99.424 g/mol, 0.001
mol) in 15 mL di acqua distillata. Si sciolgono 0.3340 g (MW: 167 g/mol, 0.002 mol) di
acido o-idrossi mandelico in 10 mL di acqua. Si uniscono le due soluzioni in un pallone
da 100 mL e, sotto agitazione magnetica, si riscalda il sistema a 50°C per 2 h. Al
termine, si lascia raffreddare la miscela di reazione a temperatura ambiente e si filtra
su buchner per rimuovere lo Zn(OH)2 non reagito. Si secca la soluzione risultante
sottovuoto ottenendo un solido vetroso di colore arancione. Il prodotto €& stato
caratterizzato tramite IR-ATR, *H-NMR, 13C-NMR e spettrometria di massa ESI-MS.

Caratterizzazione:

IR-ATR: v(C=0) 1581 cm™, v(C=C) 1486 cm%, v(C-H) 1370 cm%, v(C-Oaromatico) 1242
cm?, v(C-0) 1036 cm;

H-NMR: (400 MHz, D20): d (ppm): 7.28 (s, 2H, CHaromatici), 6.90 (S, 2H, CHaromatici),
5.20 (s, 1H, CHaiifatico)

3C-NMR: (100.6 MHz, DZO)I o) (ppm): 179.3 (Cq carbonile), 1554 (Cq aromatico), 131.6
(CHaromatici), 129.9 (CHaromatici), 125.8 (Cq carbonile), 119.3 (CHaromatici), 116.6 (CHaromatici),
70.7 (CHaiifatico);
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4.6 Studio preliminare zinco-alginato

Ccoo- HO
B ] HO | o o)
O 1
_to HO ol
HO NaOOC HO - COO-
ZnCl, + o) OH — > -00C OH
Q (I) HO // \\O //
OH e} q_| O | OH S (0]
Lo o) ;
-1 NaOOC o)
NaOOC 0 © OH
L —In OH ‘00C

Procedura:

Si prepara una soluzione di ZnClz solubilizzando 1.3629 g (M.W. 136.29 g/mol, 0.010
mol) in 100 mL di acqua distillata. Si prepara una soluzione di alginato di sodio al 2%
w/w sciogliendo 1.00 g di alginato in 50 mL di acqua distillata. Si aggiunge la soluzione
cosi ottenuta, goccia a goccia tramite un imbuto sgocciolatore, alla soluzione di zinco
sotto agitazione magnetica costante. Si osserva la formazione di sfere color bianco
opaco. Si lascia la miscela sotto agitazione overnight per favorire la maturazione del
prodotto. Si immergono le sfere di alginato di zinco [5a] in una serie di bagni
etanolo/acqua con percentuale di etanolo crescente (10, 30, 50, 75 e 100%) per 15
minuti 'uno; quindi, si seccano tramite rotavapor (1 h, 60 °C). Il prodotto e stato
caratterizzato tramite IR-ATR e TGA.

Caratterizzazione:

IR-ATR: v(C(O)O-H) 3249 cm't, v(CO-H) 2988 cm'L, v(C=0) 1595 cm-L, v(C-H) 1407
cml, v(C-0) 1027 cm'L;
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