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Nanostrutture da Tensioattivi Chirali Capitolo I

INTRODUZIONE.

Scopo di questa tesi € lo studio delle proprieta chimico
fisiche di esteri derivati della vitamina C e dall’acido D-(-)-
isoascorbico, sia in fase solida che in dispersione acquosa, al fine
di determinare leffetto della diversa configurazione
stereochimica delle teste polari sulle interazioni intermolecolari
che sussistono nelle nanostrutture a cui essi danno luogo in
acqua.

Importanti processi come il riconoscimento molecolare e
Pautoaggregazione, i quali sono comuni nelle biomembrane o in
altre strutture supramolecolari biologiche, sono direttamente
collegati con le proprieta chirali delle molecole costituenti.[1-4]
Per queste ragioni il ruolo della chiralita nella formazione di
autoaggregati € un importante spunto di ricerca anche per le
industrie.[5]

Lo studio di tensioattivi chirali & diventato molto popolare

da quando & stata scoperta la loro utilita nelle sintesi
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stereoselettive e nella separazione di materiali chirali quali i
farmaci.[6-8] Anche i lipidi spesso contengono centri chirali che
guidano la formazione e la natura delle strutture
autoassemblate in condizioni fisiologiche.[9,10] La natura delle
strutture vescicolari usate per il controllo ed il rilascio dei
farmaci dipendono dalla stereochimica dei tensioattivi chirali
utilizzati.[9,11] Per tutte queste ragioni 'effetto della chiralita su

monostrati di tensioattivi ¢ ampiamente studiata.[11]

La vitamina C puo essere usata come testa polare molto
versatile per la sintesi di tensioattivi.[11] Questi tensioattivi
sono dei candidati ideali per studiare I'effetto della chiralita su
sistemi autoaggregati. La vitamina C possiede due centri
stereogenici, in posizione 4 e 5 (Figura 1) i quali generano
quattro differenti epimeri: l'acido L-(+)-ascorbico e il piu

familiare di questi.

H H
6 s
HO—C—H HO—C—H
5 5
HOIII'---C|)<-H HOI—T-'-"I:I)H
o 0] (o]
Ky
Hs C—C¢C H$ C—C¢C
/ 3 2 \ / 3 2 \
HO OH HO OH
L-(+)-Ascorbic Acid D-(-)-IsoAscorbic Acid

Figura 1. Strutture molecolari dell’acido L-(+)-ascorbico (sinistra)

e dell’acido D-(-)-isoascorbico (destra).
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I tensioattivi chirali possiedono spesso come testa polare
uno zucchero o un amminoacido e sono comunemente studiati
nelle separazioni enantiomeriche.[5]

L’acido D-(-)-isoascorbico € un epimero dell’acido L-(+)-
ascorbico (Figura 1) con una inversione di configurazione sul Cs.
Anche l'acido D-(-)-isoascorbico € un agente antiossidante
tuttavia possiede soltanto 1/20 della attivita biologica della
vitamina C.[12] Questo € dovuto al fatto che I'attivita riducente e
le proprieta acide sono correlate all’anello furanico, al gruppo
endolico e al gruppo carbonile in posizione 1, mentre le

proprieta biologiche sono correlate alla catena laterale.[*s!]

1.1. Sistemi nanostrutturati.

I tensioattivi contengono gruppi polari e regioni idrofobiche
utili alla formazione di strutture supramolecolari in soluzioni
acquose.

La produzione di nanostrutture con specifiche proprieta e
un importante campo di studio della ricerca di base e applicata
con ricadute in molti settori: in campo farmaceutico,
nell’elettronica, nella scienza dei materiali, nella protezione
ambientale, nella cosmetica, nei prodotti alimentari, nel
risparmio energetico fino alla produzione di nanorobots.[14-21]
Per queste ragioni vengono ricercati nuovi derivati con

caratteristiche peculiari e con particolari proprieta di risposta a
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stimoli esterni quali pH, redox, stimoli termici, acido/base e
fotochimici.[22,23]

I derivati dell’acido L-(+)-ascorbico sono molecole molto
adatte a questo fine, in quanto possiedono due centri chirali (la
chiralita puo influenzare la morfologia e la stabilita degli
aggregati e puo governare l’enantioselettivita nelle interazioni
tra autoassemblati chirali e soluti chirali). Della molecola
originale solo il gruppo OH in posizione 6 € occupato in un
legame covalente, mentre gli altri gruppi idrossilici sono liberi e
utilizzabili sia per la formazione di legami a idrogeno sia per

funzioni di ossido-riduzione che di complessamento.[24,25]

Questi composti vengono utilizzati nella prevenzione ed il
contrasto della perossidazione lipidica promossa da specie
attive dell’ossigeno (AOS)[26,27] come i radicali -OH e -OOH,
contro substrati lipofilici insaturi, particolarmente sensibili alla
degradazione ossidativa. Gli acidi grassi insaturi, costituenti
delle membrane cellulari, sono particolarmente sensibili alla
perossidazione lipidica. La perossidazione comprende una
complessa serie di eventi (vedi Figura 2) attraverso i quali le
catene degli acidi grassi dei fosfolipidi di membrana sono
convertiti in una serie di prodotti di frammentazione (acidi
grassi a basso peso molecolare, alcheni, chetoni, alcani e
aldeidi), i quali a loro volta possono ossidare le proteine di

membrana.
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R

H,0
74 + "OH ‘L 7/ Lipid radical
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OOH H 00"
Lipid peroxide Lipid peroxyl radical

Figura 2. Meccanismo di perossidazione lipidica.

Questo processo, presumibilmente, ¢ implicato nella insorgenza
di molti disturbi e di varie patologie.

L’acido L-(+)-ascorbico risulta essere uno dei migliori
canditati sia come agente protettivo nei confronti di specie
“delicate” come gli acidi grassi insaturi, altre vitamine come la
vitamina E, molecole poliinsature (caroteni, acidi omega 3 e
omega6) e altri materiali particolarmente  sensibili
all’ossidazione e agli attacchi radicalici. L’acido L-(+)-ascorbico
puo essere anche impiegato come agente riducente nei confronti
di ioni metallici nella sintesi di nanoparticelle metalliche (Au,
Pd, Ag, Cu, ecc...).[24]
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1.2. Acido L-(+)-ascorbico.

L’acido L-(+)-ascorbico ¢ una molecola solubile in acqua
(40% in peso a 45 °C), ma non ¢ solubile in solventi organici sia
polari che non-polari (etanolo, acetone, cloroformio,
diclorometano, dietil-etere).[28] Per la sua natura idrofilica,
lacido L-(+)-ascorbico non puo penetrare nelle fasi organiche o
in sistemi quali micelle o vescicole.[29,30]

La molecola di vitamina C contiene quattro gruppi idrossilici
in posizione 2, 3, 5 e 6. Il gruppo idrossilico in posizione 3 &
quello con il maggior carattere acido (pK. = 4.2); il gruppo
idrossilico in posizione 2 ha una pK. = 11.6. I gruppi OH in
posizione 5 e 6 si comportano, rispettivamente, come secondario
e primario. La Figura 3 illustra la tautomeria che sussiste
quando i gruppi C;=0 e C3-OH si scambiano un protone con lo

spostamento del doppio legame.[31]

CH,OH CH,OH
HC|>—OH HC|)—OH
o 0 o OH
HC/ HC/ \C/
\ = \ /
c— c—=C
/N 4
HO OH o OH

Figura 3. Tautomerismo dell’acido L-(+)-ascorbico.
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La struttura della vitamina C € quella di un y-lattone ciclico a
5 termini con una parte endolica (due idrossili su atomi di
carbonio adiacenti C. e C; uniti da un doppio legame, OH-C=C-
OH). Questa caratteristica strutturale fa dell’acido ascorbico un
efficiente agente riducente (E® = +0.23 V)[31] dalla cui

ossidazione si forma I'acido deidroascorbico (Figura 4):

(|3H20H (|3H20H
HC|>—OH H(|3—OH
O o) O o)
HC/ Y 0, HC\/ \/C/
\c=c — c—=C
/N 7 N\
HO 0 0

Figura 4. Ossidazione dell’acido L-(+)-ascorbico ad acido

deidroascorbico.

La facilita con cui si ossida fa supporre che l'acido L-(+)-
ascorbico sia attivo in molti processi biologici, per esempio
mantiene la prolil-idrossilasi in una forma attiva preservando il
suo atomo di ferro nella forma ridotta Fe2*[32] e protegge i
gruppi tiolici di varie proteine e del coenzima A.[32-34]

Si sa che l'ossigeno molecolare e le sue specie attive
inducono la degradazione della plastica, della gomma, degli olii e
dei cibi andando ad attaccare le molecole lipidiche insature.[35-

37] I processi di ossidazione sono fattori primari
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nell'invecchiamento, nello sviluppo di molte malattie come
malattie inflammatorie, danni celebrali, ulcere gastriche, cancro,
danni da radiazioni, arteriosclerosi e nell’attacco a proteine,
DNA e biomembrane.[26,38-42]

Come ¢ ampiamente riportato in letteratura, un intermedio
fondamentale nelle reazioni biochimiche in cui interviene la

vitamina C ¢ il radicale monodeidroascorbico (Figura 5)[43]

CH,OH

HT—OH
O o)
HC/ \o/

\__/

C—¢C

\

HO O’

Figura 5. Struttura del radicale monodeidroascorbico.

Per tutte queste proprieta I'acido ascorbico € uno dei piu
potenti e, cosa piu importante, biocompatibili ed economici
antiossidanti.

L’acido D-(-)-isoascorbico possiede le stesse proprieta
antiossidanti della vitamina C, ma ha solamente il 5% della sua
attivita biologica.[12] Questo aspetto suggerisce che le proprieta
redox risiedano nel residuo endolico dell’anello lattonico,

mentre l'attivita biologica € strettamente correlata alla struttura
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della catena laterale (C4-C5-Cs) e probabilmente alla sua sfera di
solvatazione in ambiente acquoso.[12]

In studi precedenti sono state studiate le caratteristiche
chimico-fisiche dei singoli epimeri (in Tabella 1 sono riportate

alcune proprieta).[13]

Ac. L-(+)- Ac. D-(-)-
ascorbico isoascorbico
Massa molecolare (g/mol) 176.13
Punto di fusione (°C) 192.1° 169.5°
Entalpia di fusione 43.54 40.86
(kJ/mol)
Solubilita in acqua (g/L) 333 100
pKa 3.36 3.29
Rotazione Specifica [o.] +16.0° -16.0°

Tabella 1 Proprieta chimico-fisiche dell’acido L-(+)-ascorbico e
dell’acido D-(-)-isoascorbico. [a]p 2° su soluzioni all'1% in peso di

acqua.

Il punto di fusione, I'entalpia di fusione, la solubilita in
acqua, la costante di prima ionizzazione pKa. sono differenti:
queste proprieta sono piu basse nell’epimero D rispetto
all’epimero L.

Il confronto tra le proprieta chimico-fisiche dell’acido L-(+)-
ascorbico e l'acido D-(-)-isoascorbico suggerisce che la diversa
stereochimica dei due composti determina una diversa tipologia

di legami a idrogeno, con una predominanza di interazioni
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intermolecolari nell’epimero L. Nell'epimero D invece
predominano le interazioni intramolecolari. Questo produce fra
Paltro un diverso insieme di interazioni con il solvente e quindi
differenti valori di solubilita in acqua ed una differente
acidita.[44,45] In Figura 6 possiamo vedere alcune tipologie di

questi legami:

OH OH
=0 0O OH HO O OH
—/ 'H \ H
- H_
0 OH e 0
a
b
OH OH
0 ;o 0
0 OH 0 OH
——/ 'H —/ N
HO ol HO dH
¢

Figura 6. Rappresentazione di alcune interazioni intra- ed
intermolecolari nell’acido L-(+)-ascorbico (a, b, c¢) e nell’acido D-(-)-

isoascorbico (d, e).

10
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Le Figure 6a e 6b illustrano le interazioni intramolecolari tra
P'ossidrile in posizione 3 ed il gruppo carbonilico in posizione 1 o
3.

La figura 6c¢ illustra il legame a idrogeno intramolecolare tra
il carbonile in posizione 1 e il gruppo OH in posizione 6.[46]

Queste interazioni possono essere presenti in entrambi gli
epimeri.

Invece come riportato nelle Figura 6d e 6e, il legame a
idrogeno intramolecolare tra il gruppo idrossilico in posizione 5
con il residuo acido in posizione 3 puo essere formato solamente
dall’acido D-(-)-isoascorbico. Questo tipo di interazione non &
favorita nell’epimero L per ingombro sterico: l'idrogeno in
posizione 4 ¢ nella stessa direzione del legame C5-OH.

Queste differenze nella configurazione e nella distribuzione
dei legami a idrogeno portano ad un diverso comportamento dei
due epimeri, soprattutto per quel che riguarda la loro capacita di
interagire con altre molecole dello stesso tipo allo stato solido e
con molecole di acqua in soluzione.

In conseguenza di cio, 'acido L-(+)-ascorbico € tre volte piu
solubile e un po’ meno acido dell’acido D-(-)-isoascorbico.[44]
Dei due residui OH nell’anello, quello in posizione 3 risulta
essere quello piu acido. La differenza di acidita tra i due epimeri
puo essere giustificata considerando che il gruppo donatore Cs-
OH - impegnato nel legame a idrogeno intramolecolare con Cs-
OH (vedi Figura 6) — risultera essere un po’ piu acido

nell’epimero D rispetto all’epimero L. La diminuzione sia dei

11
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valori di temperatura che di entalpia di fusione conferma che le
interazioni intermolecolari tra le molecole di acido D-(-)-
isoascorbico nello stato condensato siano piu deboli rispetto a

quelle dell’acido L-(+)-ascorbico.

Le strutture dei due epimeri sono state caratterizzate in

letteratura tramite cristallografia:

a. Nel reticolo cristallino dell’acido L-(+)-ascorbico sono
presenti due tipi di molecole indicate come A e B, che
differiscono per la posizione del legame a idrogeno in
posizione 5 e 6.[47] Ciascuna molecola da luogo a otto
legami intermolecolari con le molecole vicinali. Non sono
presenti legami a idrogeno intramolecolari.[47,48] Tutti
gli atomi di ossigeno partecipano alla formazione di
legami a idrogeno intermolecolari ad eccezione di quello
nell’anello lattonico. Gli atomi di ossigeno in posizione 2,
5 e 6 agiscono sia come donatori che come accettori,
P’atomo di ossigeno in pozione 3 agisce solo da donatore
mentre quello in posizione 1 ha solamente carattere di
accettore.[47]

b. La somiglianza delle conformazioni adottate dall’acido L-
(+)-ascorbico (come si deduce da calcoli di dinamica
molecolare e da misure di cristallografia) sia nel cristallo
che in soluzione, sembrano confermare la mancanza di

legami a idrogeno intramolecolari in questa molecola.[49]

12
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c. La distanza e gli angoli di legame tra gli atomi dell’anello
e del C.OH e C30H non variano considerevolmente per i
due epimeri. Gli angoli della catena —C;HOH-CsH.OH
variano in modo significativo. Questo puo effettivamente
modificare il grado di ionizzazione dei due epimeri.[50]

d. Per quanto riguarda le interazioni dei due epimeri con il
solvente, in letteratura viene avanzata (da piu fonti)
I'ipotesi che I'acido L-(+)-ascorbico, con le sue proprieta
strutturali, non modifichi significativamente la struttura
dinamica dell’acqua massiva, mentre l'acido D-(-)-
isoascorbico perturbi in modo sostanziale la rete di

legami a idrogeno tipici dell’acqua liquida.[49,51-54]

Vari studi portano quindi a ritenere che la modifica della
struttura dell’acqua sia la ragione principale della diversa
attivita biologica che sussiste tra ’'acido L-(+)-ascorbico e I’acido

D-(-)-isoascorbico.[45]

Le particolari proprieta chimiche e biochimiche dell’acido L-
(+)-ascorbico possono essere utilizzate solo in mezzi acquosi a
causa della sua scarsa solubilita in solvente non acquosi. Questo
ha incentivato la sintesi e la caratterizzazione di derivati anfifilici
che possono essere solubilizzati in ambienti lipofilici, o possono
solubilizzare all'interno di sistemi autoaggreagati soluti

idrofobici di particolare interesse.

13



Nanostrutture da Tensioattivi Chirali Capitolo I

1.3. Derivati anfifilici dell’acido

ascorbico

Gli ascorbil-6-O-alcanoati (in seguito ASCn, n ¢ il numero di
atomi di carbonio della catena laterale) sono tensioattivi
parzialmente anionici a singola catena. L'unita di acido L-(+)-
ascorbico sono le teste polari e una catena alchilica costituisce la
regione idrofobica.[55] Questi derivati possono essere
sintetizzati attaccando una catena idrocarburica ai gruppi OH in
posizione 2, 3, 5 0 6 con la formazione di eteri o di esteri. Le
sintesi che coinvolgono i gruppi ossidrilici in posizione 2 e in
posizione 3 sono molto pit complicate e richiedono piu stop
sintetici (protezione/de protezione dei gruppi piu reattivi).
Inoltre portano a rese significativamente piu basse di prodotto
finale.[56]

Lo schema della sintesi di esterificazione fra la vitamina C
(che agisce come alcol primario sul’OH in C¢) e un acido grasso
con formazione del derivato ed eliminazione dell’acqua ¢

illustrata in Figura 7:[57]

14



Nanostrutture da Tensioattivi Chirali Capitolo I

H 0 T
HO—C—H J‘O—TLH
HOm=CiiH R HomCluim

LNAL 9 HS0 O\ A

R RN

HO OH HO OH

Figura 7. Schema di sintesi di un generico acido alcanoil-6-O-

ascorbico.

Le proprieta riducenti dell’acido ascorbico vengono
interamente mantenute nei derivati ASCn se la modifica non
coinvolge I'anello lattonico e il gruppo endolico ma la catena
laterale. In questo modo si ottiene il duplice risultato di
produrre specie chimiche solubili sia in solventi acquosi che in
mezzi non acquosi e si mantengono praticamente inalterate le
proprieta chimico-fisiche dell’acido di partenza.[24,25]

La presenza di regioni idrofobiche nei derivati anfifilici e la
capacita di produrre aggregati supramolecolari permette a
queste molecole di penetrare all'interno delle membrane
biologiche dove possono svolgere la loro funzione
antiossidante.[58] Inoltre permette la solubilizzazione e
protezione dalla degradazione ossidativa di specie idrofobiche
particolarmente reattive nel core delle strutture autoassemblate.
La solubilizzazione di farmaci insolubili in acqua in strutture
autoaggregate formate da derivati di ASCn sono gia state

studiate.[59]

15



Nanostrutture da Tensioattivi Chirali Capitolo I

Il sito piu promettente per la sintesi dei derivati attraverso
lattacco di catene idrofobiche sulla catena laterale della
vitamina C € il gruppo OH primario in posizione 6 che puo
essere utilizzato per formare esteri (con alte rese), in un unico
passaggio e a temperatura ambiente.

Gli altri gruppi ossidrilici rimangono liberi di instaurare
legami a idrogeno o con altri monomeri o con il solvente. Le
proprieta chimico-fisiche dei derivati ASCn rimangono
paragonabili a quelle della vitamina C. In passato sono gia stati

sintetizzati diversi derivati ASCn con n = 8, 10, 11, 12, 14, 16 €

18.[24,25,55,57,60-63]

1.4. Proprieta chimico-fisiche dei

derivati anfifilici.

La lunghezza della catena alchilica produce importanti
differenze sulle proprieta chimico-fische dei derivati ASCn: per
esempio sia la temperatura di fusione che I'entalpia di fusione
crescono in funzione della lunghezza della catena alchilica.

Possiamo distinguere i derivati ASCn in due categorie in
base alla lunghezza della catena idrocarburica e mostrare il loro
diverso comportamento.

Derivati che contengono catene alchiliche corte sono solubili

in acqua a temperatura ambiente e possono formare aggregati

16
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micellari stabili in acqua sopra la concentrazione critica
micellare.

I derivati con n > 11 sono solubili in acqua solo sopra la
temperatura critica micellare (CMT) o Krafft point. Per un
qualunque tensioattivo la CMT €& la temperatura alla quale i
monomeri si solubilizzano formando strutture micellari se la
concentrazione del tensioattivo supera la concentrazione critica
micellare (CMC). A concentrazioni inferiori si forma solo un
monostrato di adsorbimento all’interfase aria/acqua, come

illustrato nella Figura 8.[57,58]

o U ), N
S U E @B%ivf\lcgg"@ b

WATER

Figura 8. Esempi di monomeri in soluzione (8A e 8B), monostrato
di adsorbimento allinterfase aria/acqua (8C) e micelle in soluzione
(8D).

Al di sotto della CMT il tensioattivo non ¢ solubile e forma

fasi lamellari idrate insolubili.[64]

Al di sopra della CMT, gli ASCn, con n < 10, formano
dispersioni limpide simili a soluzioni acquose; con n > 11 si ha la
formazioni di “gel” particolarmente viscosi. Per raffreddamento

il campione si trasforma in una fase semicristallina opalescente,
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in equilibrio con uno strato di acqua libera, usualmente

chiamata “coagel”.[65,66]

001k
= solid + solution
& micellar solution
® 0.008+ + monomers
£
[1)]
Q
[ -y
= e
© 0.006F ———————
rmonomer
solubi Kraft solution
cofve | point
| 1 1
10 20 30 40
temperature/oC

Figura 9.[67] Rappresentazione della curva di solubilita di un

tensioattivo in funzione temperatura.

La CMT dei derivati ASCn aumenta con 'aumentare della

lunghezza della catena idrocarburica (Figura 10).

600 T T T T T T T T T T T
/
40,0 /
/
¥ /
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/
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/
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20,0 A2
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—
(1Y R —— T R 1 N
6 8 10 12 14 16 18 20

n° atomi di carbonio

Figura 10. Variazione del punto di Krafft in funzione della
lunghezza della catena idrocarburica per alcuni n-alchilsolfonati di

sodio.
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La microstruttura di un coagel ¢ tuttora dibattuta. Un coagel
e costituito da lamelle compatte separate da sottili strati di
molecole di acqua fortemente legata (spessore approssimativo =
10 A).[68-70] Le catene alifatiche sono impacchettate in un
reticolo cristallino.[65,69] I gruppi idrofilici sono pertanto

essenzialmente “congelati” (vedi Figura 11).

La fase coagel e stabilizzata dall’interazione tra le teste

polari, i loro controioni e le molecole di solvente.

La CMT per gli ASCn e stata determinata attraverso tecniche
la conducibilita e la calorimetria a scansione differenziale (DSC).
Entrambe mostrano valori simili per la CMT162] (Tabella 2) che
varia dai 18 °C per ASC8 ai 64 °C per ASC16. In accordo con la
Figura 10, i valori di CMT rimangono praticamente costanti

rispetto al’aumento della concentrazione degli L-ASCn.[31]

Tensioattivo Punto di fusione (°C) DSC Conducibilita

L-ASCg 87.0-88.0 18.5 19.3

L-ASC,o 96.0—98.0 34.5 36.8

L-ASC,. 105.5—106.5 47.3 44.5

L-ASC,4 108.0—-109.0 56.0 54.2

L-ASCs6 113.0—114.0 63.8 61.3
Tabella 2. Punto di fusione e CMT per L-ASCn in soluzione
acquosa.
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I gel possiedono un minore grado di cristallinita, in quanto
la catena idrofobica laterale ha un piu alto grado di liberta. Un
aumento della temperatura risulta in una espansione anisotropa
delle catene idrocarburiche. Questo conduce ad una parziale
distruzione della struttura lamellare del coagel, cosi che I'acqua
puo penetrare nello spazio creato fra le teste polari.

Le molecole di acqua sono presenti in grande quantita
rispetto alla fase coagel; si parla di “acqua intermedia”
localizzata tra gli strati di acqua fortemente legata (vedi Figura

11).[32,62,65,66,71-73]

Micelles

Coaqel

I

10A{

Strongly bond watert E E 5 i 5 5 E E E 5;5 i

/ \

Intermediate water

Strongly bond water

Figura 11. Rappresentazione di un coagel in equilibrio con una fase

micellare o con una fase gel.
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A causa dell’elevato impacchettamento degli strati lamellari,
la fase coagel (la cui microstruttura € riportata in Figura 12)
mostra  diffrattogrammi XRD stretti e birifrangenza
ottica.[62,69]

A partire da queste considerazioni sulla diversita strutturale
e delle differenti interazioni relative agli acidi L-(+)-ascorbico e
D-(-)-isoascorbico, che costituiscono le teste polari nei derivati
anfifilici ASCn, sono state studiate le proprieta di aggregazione
dei derivati epimerici con catene di acido ottanoico (L-ASCs e D-
ASCs), acido decanoico (L-ASC,o e D-ASC,) e acido dodecanoico
(L-ASC:> e D-ASC,») sia allo stato solido che in dispersione

acquosa.
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A,

3

el

Figura 12.[45] Rappresentazione della microstruttura di un
coagel. I monomeri di tensioattivo sono strettamente impacchettati
in uno strato interdigitato, con un piccolo strato di molecole di acqua
fortemente legata. L’elemento di volume cilindrico contiene due teste
polari e la loro acqua di idratazione; d é il volume ottenuto dai profili
XRD (tramite lequazione di Bragg nA=2dsenf), mentre o. € la

lunghezza della regione idrofilica; A, e Uarea per testa polare.
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1. 5. Proprieta meccaniche dei gel.

Macroscopicamente, una sostanza si definisce gel se:

i. possiede una struttura continua con dimensioni
macroscopiche costanti sulla scala temporale degli
esperimenti condotti.

ii. il comportamento reologico ¢ viscoelastico.

Gli aggregati colloidali nei gel sono “legati” in una struttura
tridimensionale complessa> In questo paragrafo affronteremo lo
studio delle proprieta mecchaniche di un gel. Queste infatti
danno importanti informazioni sulla struttura del gel, sia che
questo sia di tipo “fisico” (interconnessioni temporanee), che di
tipo “chimico” (giunzioni permanenti).

Il riconoscimento macroscopico di un gel € qualcosa di
ambiguo e sono state proposte varie classificazioni basate sulla
morfologia e su considerazioni di tipo meccanico.[74,75] Lo
studio delle proprieta reologiche risulta essere il modo migliore
per seguire i cambiamenti che avvengono quando si forma un
gel durante le transizioni sol/gel.[76] Queste proprieta possono
essere descritte dalla fisica statistica, e i modelli di percolazione
[77,78] possono simulare I'andamento meccanico al punto di
gelazione. La transizione di fase sol/gel € generalmente
caratterizzata da una divergenza nella connessione della

lunghezza di correlazione [79]

23



Nanostrutture da Tensioattivi Chirali Capitolo I

Dal punto di vista reologico possono essere ottenuti due
diversi tipi di reticoli tridimensionali nei sistemi gel. Nel primo
tipo i materiali esibiscono un comportamento viscoelastico di
tipo “solid-like” e sono classificati come “strong” gel; nel
secondo, invece, i materiali esibiscono un comportamento
viscoelastico liquido e sono classificati come “weak” gel.
Generalmente questi sistemi possiedono una maggiore elasticita
su tempi brevi. Entrambi i tipi di reticoli sono generalmente
termo reversibili, soprattutto se la molecola gelificante € un
“Low Mass Organo Gelator” (LMOG). Prima di descrivere le
proprieta dei fluidi viscoelastici € importante illustrare le piu

importanti basi della reologia.

1.6. Basi della reologia.

La reologia studia la deformazione di un materiale dovuta
all’applicazione di una forza. [80] Quando un fluido e sottoposto
a uno stress applicato, si produce un movimento. Un solido
ideale sottoposto ad uno sforzo di taglio reagisce deformandosi

(vedi Figura 13, area grigia):
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Area A,

Mobile surface

Fixed surface

Figure 13. Schematizzazione di un solido ideale sottoposto ad uno

sforzo di taglio.

In un fluido ideale, sottoposto ad uno sforzo di taglio, si
genera uno spostamento di uno strato infinitesimale di fluido su
un altro adiacente, in modo da ottenere un flusso lamellare. In
questo tipo di flusso i parametri caratteristici sono lo sforzo di

taglio (shear stress) o e la deformazione (shear rate) vy:

(1)

(2)

\<
]
N |Z OD>|'11

Si deve applicare uno shear stress costante alla superficie
mobile per muoverla con uno “shear rate” y costante. Se non ci
sono scivolamenti tra la superficie ed il fluido, si assiste ad una

diminuzione del modulo della velocita del fluido (vedi Figura 14)
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diretto verso la superficie mobile e il valore di u lungo la

coordinata z € espressa dalla seguente relazione:

d
- 3
u Mobile surface

(——_(— o

> < ‘

Z 3—

E}x LN

*
o
y *

Fixed surface

Figure 14. Variazione di u prodotta quando un fluido ideale (area

grigia) viene deformato.

Quando il grafico dello shear stress rispetto allo shear rate &
lineare, il comportamento del fluido puo essere descritto dalla
legge di Newton e il fluido viene definito Newtoniano. La

costante di proporzionalitan € la viscosita:

n=-— (4)

Facciamo un confronto fra la spettroscopia e la reologia.
Nella spettroscopia ¢ usato un campo magnetico al fine di
esaminare le proprieta molecolari di un composto.

L’applicazione di un range di frequenze elettromagnetiche al
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campione puo indurre vari tipi di transizioni (la cui natura e
legata alle frequenze applicate) e cosi e possibile studiare i
processi molecolari. Esperimenti meccanici analoghi possono
essere effettuati applicando una tensione oscillante in una vasta
gamma di frequenze. Il risultato sara che la deformazione del
campione avra un valore caratteristico sia per il materiale che
per la sua concentrazione. La principale differenza tra la reologia
e la spettroscopia elettromagnetica risiede nel fatto che la
risposta viscoelastica dovuta alla perturbazione meccanica del
campione ¢ dovuta ad una serie di processi che avvengono
simultaneamente. Di conseguenza, il singolo processo
strutturale che avviene genera una risposta meccanica che €
molto difficile da isolare.

Al fine di capire in modo migliore che cosa sia la
viscoelasticita di questi sistemi, il comportamento viscoelastico
dei fluidi sara discusso come una combinazione di pistoni
idraulici e di molle ideali (vedi Figura 15). Questi modelli
descrivono schematicamente, da un punto di vista reologico, il
comportamento di un fluido puramente viscoso e di un fluido
puramente elastico.

Una molla ideale obbedisce alla legge di Hooke, in base alla
quale la forza dipende in modo lineare dallo sforzo applicato.
Quando viene applicata una forza, ha luogo la deformazione
della molla e la quantita della deformazione dalla sua posizione

di equilibrio e descritta dalla nota relazione:
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F =kx (5)

Hookean model

G M

Newtonian
model

Figura 15. Rappresentazione schematica del modello di Hook e di

Newton per sostanze puramente elastiche e puramente viscose.

Quando la forza esterna non viene piu applicata, la molla
torna alla sua posizione iniziale in modo istantaneo. Quando un
qualsiasi tipo di strain ye applicato ad una superficie di un
solido o di un fluido puramente elastico, lo shear stress risponde
proporzionalmente alla deformazione; in questo caso la risposta
della molla puo essere descritta in funzione dello “shear

modulus” G dalla seguente relazione:

o=Gy (6)

dove o e y sono rispettivamente lo shear stress e lo strain. Lo

shear modulus G indica quanto sia elastico un solido o un fluido,
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corrisponde — cioe — alla forza della molla con cui il composto
viene meccanicamente rappresentato.

Un pistone ideale (dashpot Newtoniano) e fatto da una vasca
contente un olio di viscosita © con un pistone posto nell’olio.
Quando viene applicata una deformazione in un campione
puramente viscoso, lo shear stress ha una risposta istantanea
proporzionale alla deformazione applicata seguendo la legge di
Newton:

0=m; (7)

L'opportuna combinazione di questi elementi da vita a
modelli utili per la comprensione delle relazioni sfrozo-
deformzione dei materiali. I pit noti modelli sono quelli di
Maxwell e di Kelvin-Voigt. Il modello di Maxwell € costituito da
un elemento elastico e un elemento viscoso in serie. Il modello di
Kelvin-Voigt ¢, invece, costituito da un elemento elastico ed uno
viscoso in parallelo. Le equazioni che descrivono il
comportamento di questi modelli derivano dalle equazioni (6) e
(7). Quando una forza € applicata al modello di Kelvin-Voigt
entrambi gli elementi daranno una risposta secondo questa

espressione:

o=Gy+ny (8)
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Per il modello di Maxwell la risposta alla forza applicata

sara:

e e

=— 4 —

Y= - (9)

In Figura 16 sono illustrati i modelli sopra descritti.

Maxwell model Kelvin-Voigt
model

G

Figura 16. Modello di Maxwell e di Kelvin-Voigt costituiti dalla
combinazione da elementi di tipo Newtoniani e di Hook,

rispettivamente in serie ed in parallelo.

Potremmo anche immaginare situazioni in cui il pistone
viene tolto dall’'olio, oppure dove la molla ¢ permanentemente
deformata da un eccessivo allungamento: questi sono

comportamenti tipici delle regioni viscoelastiche non lineari.

In seguito all’applicazione di una deformazione oscillatoria

al campione ad una data frequenza, dopo il periodo di induzione,
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la deformazione € direttamente proporzionale alla
perturbazione. Risulta che la deformazione indotta nel campione
non sara in fase con lo stress applicato, bensi ritardata (vedi
Figura 17); questo fenomeno puo essere descritto
matematicamente dallo spostamento della curva di
deformazione rispetto alla curva dello stress applicato di un

valore 6 come indicato in Figura 17.

(4]
00
Yo
g / !
-‘_é'_ -
| time

Figura 17. Deformazione oscillatoria e risposta viscoleastica del

materiale.

Tutte le informazioni relative al comportamento del
campione studiato ad una data frequenza sono contenute in
questi spettri, i quali - perd - non sono facilmente ottenibili.
Generalmente € preferibile descrivere il comportamento in
termini di tempo di rilassamento, elasticita o di viscosita del
campione. Ad una data frequenza due parametri risultano essere

indipendenti dal tempo:
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1. il rapporto tra lo stress massimo o, e la deformazione
massima v,, chiamato modulo complesso G™:

(60) -2 (10)

G
Yo

dove w ¢ la frequenza radiale (27f), f ¢ la frequenza applicata in

Hertz.

2. La differenza di fase tra il valore dello stress e il valore
dello strain 6, in radianti. Per un solido puramente

elastico, 6 € uguale a zero, mentre per un fluido
. 4 . . . .
Netwoniano, 6 = 2 (opposizione di fase). Di conseguenza

un materiale viscoelastico immagazzina una parte

dell’energia mentre parte di questa viene dissipata.

Per descrivere in modo matematico le proprieta dei
materiali secondo il modello di Maxwell, ¢ conveniente

esprimere 'onda sinusoidale nella sua forma esponenziale:

v =y,expliot) (11)

y* =iy, exp(iot) = iwy’ (12)

come descritto in precedenza la risposta e spostata di un valore
o
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o' =o,expli(wr+9)] (13)
o - iwo, expli(wr +96)] = iwo’ (14)

sostituendo lo stress complesso nell’equazione (6):

vy =Lt (15)

Utilizzando le equazioni 24-27:

. iwo O

wy = +— 16
iwy G th (16)
otteniamo:

1.9 (17)
Go ion

*

G

Dall’equazione (7) sappiamo che =&; € possibile
0

dimostrare[80] che per il modello di Maxwell risulta verificata la

relazione 7, = g dove tn € il tempo di rilassamento. Allora:

=1+- (18)
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E possibile riscrivere I'equazione (15) per ottenere una

espressione per G*(w):
ot
G (w) = G(—) (19)

Separando le componenti reali ed immaginarie, otteniamo:

(ia)‘L'm)2 ) wT
> +iG " (20)
1+ (a)rm)

G(w)=G (0)+iG (w) =
(0)-6"l0)+16"0) - L)

G’(w) e chiamato storage modulus e G”(w) loss modulus e sono

cosl definiti:

G‘*(a)) = G(iL’”)z (21)
I+ (ia)rm)
G = G&z (22)
1+ (a)rm)

Lo storage modulus G’, che € connesso allo stress in fase con
uno strain imposto, da informazioni circa la natura elastica del
materiale; per questa ragione G’ ¢ anche chiamato modulo
elastico. Il loss modulus G”, chiamato anche modulo viscoso,
caratterizza la natura viscosa del materiale. Un materiale

puramente elastico esibira un modulo elastico G’ diverso da zero
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ed un modulo viscoso G” uguale a zero. Al contrario un
materiale puramente viscoso mostrera un modulo elastico G’
uguale a zero (G’=0; in quanto lo strain risulta a 90° rispetto
allo stress) ed un modulo viscoso G” diverso da zero. Si puo
dimostrare[81] che sia G’ che G” sono correlati con I’'angolo 6 e il

modulo complesso G* dalla seguenti relazioni:

G =G (w)cosd (23)

G =G (w)sind (24)
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MATERIALI E METODI.

Tutti i reagenti (acido L-(+)-ascorbico, acido D-(-)-
isoascorbico, acido ottanoico, acido decanico, acido
dodecanoico, H.SO, al 95%, dietil-etere, NaCl, etere di petrolio,
metanolo e cloroformio) sono stati acquistati dalla Fluka
(Milano, Italia) e sono stati usati senza ulteriori purificazioni.
L’acqua bidistillata e stata purificata con un apparato MilliQ per
rimuovere le impurezze colloidali.

Gli spettri NMR sono stati registrati utilizzando uno

spettrometro Varian Jemini 300.

2.1. Sintesi e Caratterizzazione.

E stata effettuata la sintesi degli acidi 6-O-D-isoascorbil-
ottanoato(D-ASCg), decanoato (D-ASC10) e dodecanoato (D-

ASC12) in accordo con la procedura riportata in letteratura.[1,2]
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La sintesi per tutti i derivati ha seguito il seguente schema (qui
riportata la sintesi dell’acido 6-O-D-isoascorbil-dodecanoato):
500 mL di acido solforico concentrato al 95% € stato posto in un
pallone ed e stato gorgogliato argon per 30 minuti, sotto
agitazione magnetica a temperatura ambiente per rimuovere
l'ossigeno presente; dopo aver aggiunto 101.6 g di acido D-(-)-
isoascorbico e 81.7 g di acido laurico, il pallone & stato tenuto in
atmosfera di azoto. E stato usato un bagno ad acqua alla
temperatura di 45 °C per far scogliere completamente I'acido
laurico. Passate 16 ore, la miscela € stata posta in un becker da
1000 mL contente ghiaccio e mescolata lentamente fino al
raggiungimento della temperatura ambiente. La soluzione &
stata poi trasferita in un imbuto separatore e sbattuta con dietil-
etere varie volte. In caso di formazione di emulsioni e stato
aggiunto NaCl in modo da rompere l'emulsione. La fase
organica ¢ stata successivamente lavata con acqua bidistillata,
posta su solfato anidro di sodio per circa 1 ora e filtrata su filtro
a pieghe. Allontanato il solvente tramite evaporazione a bassa
pressione, ¢ stato, quindi, ottenuto un solido bianco-giallastro,
che ¢ stato lavato in etere di petrolio ed infine ricristallizzato da

dietil etere/etere di petrolio.

La purezza del prodotto finale & stata provata tramite
TLC, analisi elementare, IR e NMR:

D-ASCS8: resa 63.1%. La purezza effettiva del prodotto
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finale & stata provata tramite TLC con una miscela di
CHCl;/CH30H in rapporto 4:1. Si osserva la presenza di una
singola macchia con R¢ = 0.70. L’analisi elementare € stata
eseguita dopo la liofilizzazione del campione. Valori
sperimentali: C, 54.70; H, 7.62; valori calcolati: (Ci4H2.0,+0.25
mol H.0) C, 54.80; H, 7.39. IR (pasticca di KBr, v /cm™): 3708-
3000 (O-H), 2958, 2925, 2858 (C-H), 1764, 1744 (C=0
dell’anello), 1722 (C=0 dell’estere), 1705, 1686 (C=C), 1464,
1455 (CH. scissoring); NMR (8u, ds-DMSO, 300 MHz, Figura 1
per la numerazione): 0.89 (3H, CHs-, t, J 6.3 Hz), 1.28 (12H,
6xCHs-), 1.54 (2xHp, CH,-), 2.32 (2xHa, CH»-, t, J 7.2 Hz), 4.08-
4.03 (3H, 2xH-6, H-5), 4.78 (H-4), 5.63 (OH, Cs-OH), 8.51
(OH, C.-OH), 11.31 (OH, C5-OH).

D-ASC10: resa 70.2%. TLC (CHCl3/CH3;0H 4:1) si
osserva la presenza di una singola macchia con Rt = 0.72.
L’analisi elementare e stata eseguita dopo la liofilizzazione del
campione. Valori sperimentali: C, 57.59; H, 8.23; wvalori
calcolati: (CisH260,+0.2 mol H.O) C, 57.54; H, 7.97. IR
(pasticca di KBr, v / cm™): 3733-2983 (O-H), 2950, 2917, 2850
(C-H), 1761, 1736 (C=0 dell’anello), 1708 (C=0 dell’estere),
1683, 1661 (C=C), 1469, 1455 (CH. scissoring); NMR (8, de-
DMSO, 300 MHz, Figura 1 per la numerazione): 0.89 (3H, CH;-
,t,J 6.6 Hz), 1.28 (12H, 6xCH.-), 1.54 (2xHp, CH2-), 2.32 (2xHa,
CH.-, t, J 7.1 Hz), 4.08-4.03 (3H, 2xH-6, H-5), 4.78 (H-4), 5.62
(OH, C5-OH), 8.50 (OH, C»-OH), 11.30 (OH, C5-OH).

51



Nanostrutture da Tensioattivi Chirali Capitolo IT

D-ASC12: resa 76.4%. TLC (CHCl3;/CH3;0H 4:1). Si
osserva la presenza di una singola macchia con Rt = 0.72.
L’analisi elementare e stata eseguita dopo la liofilizzazione del
campione. Valori sperimentali: C, 60.41; H, 8.82; valori
calcolati: (CisH300,) C, 60.32; H, 8.44. IR (pasticca di KBr, v /
cm™) 3692-3125 (0O-H), 2951, 2914, 2847 (C-H), 1750, 1736
(C=0 dell'anello), 1711 (C=0 dell’estere), 1683, 1661 (C=C),
1469, 1455 (CH. scissoring); NMR (8u, de-DMSO, 300 MHz,
Figura 1 per la numerazione): 0.89 (3H, CH;-, t, J 6.6 Hz), 1.28
(12H, 6xCHs-), 1.53 (2xHp, CH»-), 2.32 (2xHa, CHs-, t, J 7.2 Hz),
4.07-4.01 (3H, 2xH-6, H-5), 4.78 (H-4), 5.60 (OH, C5s-OH),
8.49 (OH, C,-OH), 11.26 (OH, C5-OH).

Per verificare che il doppio legame della testa polare
fosse ancora attivo anche nei derivati sono state aggiunte poche
gocce di Br: in CH:Cl. ad una soluzione in acetone del prodotto
ottenuto: € stata riscontrata listantanea decolorazione del

bromo, a conferma della presenza del legame C=C.

2.2, Preparazione dei campioni.

I campioni sono stati preparati pesando opportune
quantita di tensioattivo e acqua in una provetta. Al fine di

assicurare che l'anello dell’acido ascorbico rimanesse intatto, i
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campioni sono stati poi sottoposti ad annealing (quattro cicli di
riscaldamento-raffreddamento intorno alla temperatura di
transizione di fase e tenuti in frigorifero a 4 °C) e poi

immediatamente testati.

2.3. Attivita Riducente.

L’attivita riducente (RA, %) € stata valutata in base
all’azione esercitata dall’antiossidazione di una soluzione di

DPPH (a,o-difenil-p-picrilidrazile) come iniziatore radicalico.

NO»

NO,

Figura 18. Struttura del radicale «o,a-difenil-p-picrilidrazile
(DPPH).

L’attivita riducente RA% é stata valutata dall’assorbanza

a A = 517 nm di una soluzione di DPPH in etanolo (104 mol/L)
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prima (Ao) e dopo 20 minuti (As) dall’aggiunta di un volume

uguale di campione (104 mol/L in etanolo):[3]

A, -A
RA%=%'IOO

0

(1)

2.4. Tensione Superficiale.

Per la misura della tensione superficiale sulle soluzioni
dei derivati dell’acido D-(-)-isoascrobico, € stato utilizzato il

metodo dell’anello di Du Noiiy a 30 °C.

e —
e

Wetted length

\

Figura 19.[4] Rappresentazione grafica del metodo dell’anello di

platino Du Noiiy per misure di tensione superficiale.

54



Nanostrutture da Tensioattivi Chirali Capitolo IT

L’anello di platino & stato immerso nella soluzione in
esame mediante un tensiometro meccanico e successivamente
sollevato. La forza necessaria per lestrazione dell’anello
orizzontale (di raggio noto, R), € stata misurata tramite una
bilancia connessa con l'anello ed € correlata alla tensione
superficiale y dalla seguente relazione: F=4nry. Le misure sono

state eseguite ad una temperatura di 30 °C.

2.5. Misure di pH.

Le misure di pH sono state realizzate a 20° C con un
pHmetro Crison Basic 20 avente un elettrodo a vetro Crison ed

un elettrodo Ag/AgCl come riferimento. I1 pHmetro € stato

calibrato con soluzioni standard a pH 4.0, 7.0 € 9.0.

2.6. Conducibilita.

La temperatura critica micellare (CMT) & stata
determinata su soluzioni acquose al 10% in peso, misurando la
conducibilita in funzione della temperatura utilizzando un

conducimetro tipo CDM (costante di cella = 1.25 cm™).
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2.7. Reologia.

Il comportamento reologico dei gel € stato studiato con
un reometro Paar Physica UDS-200. La temperatura del
campione ¢ stata controllata con un Peltier (vedi Figura 20). E
stata usata una geometria piatto/piatto (diametro 25 mm,
altezza campione 1 mm). Prima di eseguire ogni misura il
campione ¢ stato lasciato a termostatare per 30 minuti alla
temperatura di 50 °C, nel caso dei gel di L-ASC.., e di 48 °C, per

i gel di D-ASC,., direttamente sul reometro stesso.

’ 1
I Measurement system Sample
. ) (plate surface) (width: 1mm)

/ Peltier

Water temperature
flow control

Figura 20. Rappresentazione schematica del reometro Paar

Physica UDS -200 con geometria piatto-piatto.
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Le misure rotazionali (flow curve) sono state eseguite
applicando un Torque range da 0.001 a 0.1 mNm.
Le misure oscillatorie sono state eseguite con il seguente

set up strumentale:

* frequency sweep: strain = 0.001%; intervallo delle
frequenze: da 100 a 0.001 Hz.
e amplitude sweep: frequenza = 0.1 Hz ; intervallo di

strain: da 0.0001 al 50%.

Tutte queste misure sono state eseguite a temperatura costante
(50 °C peri gel di L-ASC.2 e 48 °C per i gel di D-ASC.2).

\

* temperature test: € stata applicata una rampa di
temperatura da 60 a 10 °C con uno strain = 0.001% ed

una frequenza di 0.25 Hz.

2.8. Calorimetria a scansione
differenziale (DSC, differential scanning

calorimetry).

La CMT per i coagel a base di D-ASCn e stata ottenuta
tramite misure di DSC effettuate con un calorimetro

differenziale Q1000 TA Instruments, utilizzando portacampioni
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di alluminio, o di acciaio, sigillati e operanti in atmosfera di
azoto. Come temperature di transizione coagel-micelle e coagel-
gel sono state considerate quelle corrispondenti ai picchi
endotermici.[6] Sono stati preparati i campioni di solido puro e
delle dispersioni acquose in concentrazioni di 5, 10, 20, 40, 60 €
90% in peso. Le misure sono state eseguite con una velocita di
scansione di 5 °C/min.

Per misurare I’acqua fortemente legata, i campioni sono

stati raffreddati a —60 °C e poi riscaldati a 20 °C, a 0.5 °C/min.

2.9. Diffrazione di raggi X (XRD, X-Ray
Diffraction).

I diffrattogrammi XRD sono stati registrati con un
diffrattometro per polveri Bruker D8 Advance Diffractometer
(BRUKER axs) basato sulla geometria di Bragg-Brentano, A =
1.54 A (Koo Cu). Gli esperimenti sono stati svolti nell'intervallo
1.5° < 20 < 40°, con un incremento di 0.04°, ad intervalli di 1 s,

operante con un voltaggio di 40kV e una corrente di 30 mA.
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RISULTATI E DISCUSSIONE.

3.1. Attivita Riducente.

I valori di RA% ottenuti per D-ASCs, D-ASC,o e D-ASC»
sono tutti superiori al 95%. Questi valori sono paragonabili con i
valori tipici dell’acido L-(+)-ascorbico e dei suoi derivati (di cui
possiamo vedere nella Tabella 3 un confronto rispetto all’attivita

riducente di alcuni antiossidanti naturali).[1]
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I dati mostrano che l'acido L-(+)-ascorbico ¢ uno dei
migliori antiossidanti naturali e le sue proprieta redox vengono

mantenute anche nei suoi derivati.

Antiossidante RA (%)
Acido L-(+)-ascorbico 90.35
Acido D-(-)-isoascorbico 06.83
L-ascorbil-ottanaoto 89.34
D-isoascorbil-ottanaoto 98.11
L-ascorbil-decanoato 90.12
D-isoascorbil-decanoato 96.12
L-ascorbil-dodecanoato 90.35
D-isoascorbil-dodecanoato 95.97
L-ascorbil-tetradecanoato 06.72
L-ascorbil-octadecanoato 96.09
Epicatechina 93.67
Acido caffeico 94.50
Rutina 88.69
Oleuropeina 89.76
Tirosolo 27.43
Tocoferolo 86.80
Melatonina 84.77

Tabella 3. Attivita riducente di alcuni derivati della vitamina C e di
alcuni antiossidanti naturali determinati con il metodo del DPPH
(104 mol/L in etanolo, a temperatura ambiente).
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3.2. Tensione superficiale.

Le misure di tensione superficiale svolte sono relative
all'interfaccia aria/acqua ed hanno come scopo quello di
determinare la concentrazione critica micellare e I’area per testa
polare.

La concentrazione critica micellare (CMC) ¢ stata
determinata riportando in grafico la tensione superficiale (y,
mN/m) rispetto a Log C, attraverso il punto di intersezione tra

le due rette ottenute, a basse ed alte concentrazioni (Figura 21):
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Figura 21. Grafico della tensione superficiale di D-ASCs (M), D-
ASCy (@) e D-ASC,» (*) a 30° C.
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Da questo grafico, per C<CMC, possiamo calcolare 1’area
per testa polare del monomero A, (A2/molecola), utilizzando
l'equazione di Gibbs per monostrati adsorbiti all’interfaccia

aria/acqua:[2]

I 1 dy
2.303nRT\ dlogC (1)

A, =(6023+T) (2)

I, R, T e N4 sono rispettivamente l'eccesso superficiale di
tensioattivo, la costante dei gas (8.31 J/mol-K), la temperatura

assoluta (K) e il numero di Avogadro.

Per tensioattivi non ionici n = 1, per tensioattivi anfifilici,

ionici e monovalenti n = 2.

Il valore del volume (Vi, in A3) e la lunghezza effettiva della
catena idrocarburica (ly, in A) nella conformazione
completamente allungata sono stati calcolati secondo le
espressioni di Tanford:[3]

Vi = 27.4+26.9(n-1) (3)

lu = 1.5+1.265(n-1) 4)

dove n € il numero di atomi di carbonio.

64



Nanostrutture da Tensioattivi Chirali Capitolo IIT

Nella tabella 4 possiamo vedere un confronto di queste
grandezze, tra D-ASC,. ed altri D-alcanoil derivati, con diverse

lunghezze della catena idrocarburica:

D-ASCn L-ASCn
n lag Vu Anidro Anidro
8 10.3 216 21.9 XXX
10 12.9 269 24.5 22.6

12 15.4 323 28.0 XXX

Tabella 4 Lunghezza (lu, in A) e volume (vu, in A3) della catena
alchilica nella conformazione completamente allungata, calcolata

secondo lespressione di Tanford.[3]

3.3. Dispersioni Acquose.

E stato misurato il pH a 20 °C di una soluzione acquosa 1
mM di acido D-(-)-isoascorbico e del suo derivato D-ASC;. €
confrontato, poi, i risultati ottenuti con i valori gia conosciuti di
ASCg e ASCyo (L e D).

L’acido D-(-)-isoascorbico ha un valore di pH (3.30) piu
basso di quello dell’acido L-(+)-ascorbico (3.32). Le soluzioni 1
mM di L-ASCs e D-ASCs hanno lo stesso valore di pH, mentre
per i derivati a catena piu lunga il pH € maggiore. D-ASC,o € D-

ASC;. risultano essere meno acidi rispetto a L-ASC,, e L-ASC,»
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(vedi Tabella 6). Sappiamo che per gli acidi grassi come I'acido
dodecanoico la pKa aumenta con la lunghezza della catena, a
causa della formazione di forti interazioni ione-dipolo tra le
specie RCOO- e RCOOH presenti nelle lamelle o all’interfase
aria/acqua. Queste interazioni stabilizzano la carica e
favoriscono la deprotonazione di ulteriori gruppi carbossilici
nell’aggregato. L’acidita dei gruppi carbossilici presenti nei
tensioattivi diminuisce a seguito dell’autoassociazione.[4]
Possiamo supporre un meccanismo simile anche nei nostri
sistemi: si ha una forte interazione tra il residuo C;-O- ed uno
dei gruppi idrossilici della molecola adiacente. L’aumento della
pKa diventa piu significativo aumentando la lunghezza della
catena laterale a causa delle interazioni attrattive di Van der
Waals tra le catene alifatiche strettamente impacchettate.[4]
Questa variazione tra L. e D-ASCn € presumibilmente
dovuta al fatto che i D-ASCn hanno un'area per testa polare
minore e i monomeri si trovano piu vicini all’interfaccia
micellare, sfavorendo [l'ulteriore ionizzazione dei gruppi

adiacenti.
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3.4. Calorimetria a Scansione
Differenziale (DSC).

Le misure di DSC sono state eseguite sia sul campione
solido puro di D-ASC,. che su dispersioni acquose, al fine di
determinare la temperatura di fusione (7%), la variazione di
entalpia di fusione (AHs) e calcolare la variazione di entropia di
fusione come ASt= AHt / Tt.

a) campione solido puro: i dati ottenuti, confrontati con
quelli di altri D-ASCn, sono riportati nella Tabella 6, mentre il

loro andamento e riportato nella Figura 22.
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Figura 22. Temperatura di fusione T e variazione di entalpia di
fusione (AHjy, nel riquadro) di L-ASCn (O) e D-ASCn (@) in funzione

del numero di atomi di carbonio della catena alchilica (n).
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Nella Figura 22 possiamo vedere le temperature di
transizione di fase e i AHy per i vari D-ASCn. Per tutti i derivati
osserviamo che Ty, AHy aumentano in funzione della lunghezza
della catena alchilica. Gli epimeri D hanno punti di fusione
minori rispetto agli epimeri L a parita di lunghezza della catena
idrocarburica, mentre il valore di fusione non cambia in modo
significativo. Questi valori riflettono le diverse interazioni inter-

e intramolecolari presenti nei solidi puri.

b) dispersioni acquose: in questo caso le misure di DSC
sono state eseguite in funzione della concentrazione di
tensioattivo (tra il 5 e il 90% in peso). I risultati sono riportati

nella Figura 23:
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Figura 23. Temperatura (linea tratteggiata) ed entalpia (linea
continua) della transizione di fase per D-ASCs (@ e O), D-ASC,, (M e
L)), D-ASCi2 (® e ).
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Il grafico nella Figura 23 mostra come la temperatura di
transizione sia quasi costante per P < 50%, mentre al di sopra di
tale concentrazione essa aumenti quasi linearmente. L’entalpia
AH di transizione e proporzionale alla concentrazione di
tensioattivo. Confrontando questi dati con quelli gia determinati
per L-ASCn[5,6] nelle stesse condizioni, emerge che gli epimeri
D possiedono temperature di transizione leggermente minori
rispetto ai corrispondenti epimeri L, mentre i valori di AH sono
maggiori eccetto per D-ASCs.

La variazione di entalpia totale nella transizione, coinvolge

tre processi principali:[7,8]

AHtot = AHel + AHidr + AHcat (5)
. AHg, riguardante la deprotonazione della testa polare;
. AHjiqr, riguardante I'idratazione delle teste polari a causa

del solvente circostante;
. AHcat, dovuto al cambiamento di impacchettamento delle

catene idrocarburiche.

In questo schema semplificato i primi due contributi
entalpici sono legati alle interazioni testa polare-acqua (AHe e
AHiq;), mentre il terzo contributo (AHct) riguarda
esclusivamente la parte idrocarburica della molecola di

tensioattivo.
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La componente elettrostatica (AHe) e quella conformazionale
(AHcat) sono positive, in quanto processi endotermici; la
componente dovuta all’idratazione € negativa, in quanto € un
processo esotermico.

Pit aumenta il numero di atomi di carbonio presenti nella
molecola e piu il contributo di AHca: diventa predominante.

Risulta, quindi, conveniente separare i contributi dovuti
alle teste polari (AHyp) da quello dovuto esclusivamente alla

fusione della catena alifatica (AHjs):

AH = IOWP(AHf +AH,| (6)

dove AH é misurato in J/gcampione, AHt e AHip sono espresse in
kJ/molensioattivo; M e P indicano il peso molecolare del
tensioattivo e la sua concentrazione in peso nel campione.
Ovviamente considerare AHr come il contributo derivante dalla
fusione del gruppo idrofobico € una grossolana sovrastima, in
quanto nella transizione coagel/gel non si ha una completa
fusione della catena alchilica, ma solo un aumento della sua
mobilita. I dati di AS, sono stati calcolati analogamente e sono
illustrati nella Tabella 5:

AHyp (£ 10%) ASiyp (£ 10%)
n D L D L
8 7.5 6.8 21.5 39.6

10 9.8 7.9 6.5 33.8
12 -1.2 -4.2 1.9 5.3

Tabella 5. Valori di AHy, (in kJ/moltensioattivo) ottenuti dall’equazione
(6), edi AStp (ln J/K°mOltensioattivo)-
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I dati suggeriscono che l'idratazione dei tensioattivi a catena
corta, i quali subiscono una transizione di fase coagel-micelle, &
simile: i valori ottenuti per D-ASC,. e L-ASC,. (che mostrano
una transizione di fase coagel-gel) sono presumibilmente dovuti
al diverso grado di ionizzazione delle teste polari.[9] I valori di
AHy, per i D-ASCn sono sempre maggiori di quelli di L-ASCn e
questo andamento conferma le diverse -caratteristiche
strutturali (diverso angolo di legame di -CsHOH-CsH-OH della
catena laterale).[10]

Questi risultati legano leffetto della chiralita ed i
parametri  strutturali = direttamente  alle  grandezze

termodinamiche delle strutture autoaggregate di tensioattivi.

Per quanto riguarda la variazione di entropia di fusione,
ASs, questa € sempre maggiore per i derivati D (questo risultato
¢ dovuto alla maggiore liberta di movimento della catena
laterale), mentre i valori di ASi sono sempre minori per i D-
ASCn rispetto a L-ASCn.

Al fine di comprendere meglio il contributo entropico in
questi sistemi, sono stati confrontati i valori di AS di fusione di
D-ASCn, L-ASCn, n-alcani ed acidi carbossilici. Per una data

catena idrocarburica abbiamo che (Figura 24):

n-alcani > acidi carbossilici > D-ASCn> L-ASCn
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Figura 24. Entropia di fusione (ASy) per n-alcani (@), acidi
carbossilici (V), L-ASCn (#), and D-ASCn ().

Questo andamento riflette il differente grado di liberta
laterale che le catene alchiliche possiedono nei vari composti
allo stato solido. L’andamento mostra il diverso effetto dei
gruppi idrofilici (nessuno negli alcani; COOH negli acidi
carbossilici; il residuo di acido ascorbico negli ASC)
nell’ancoraggio della catena idrofobica e nella limitazione al loro
moto laterale.

Questo andamento suggerisce che, allo stato solido, le
teste polari di L-ASCn sono piu strettamente legate attraverso
interazioni intermolecolari, mentre le teste polari nei D-ASCn

interagiscono molto pitt debolmente.
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La percentuale di acqua fortemente legata in un campione, Wy,
(%), puo essere calcolata dalla diminuzione dell’area del picco
endotermico associato con la fusione dell’acqua bulk a 0° C,

dalla seguente espressione:[11]

(333.79-AH,,, ) (100~ P)

W, (%) = 333.79 7)

dove AHu-0 € la variazione sperimentale di entalpia dovuta alla
fusione dell’acqua libera, P € la concentrazione in peso di
tensioattivo (g/g), e 333.79 J/g € I'entalpia di fusione dell’acqua
pura.[12] Il numero di molecole di acqua fortemente legata per

testa polare di tensioattivo (Np) e calcolato dalla seguente

espressione:
MIE”YW
Ny = MAPb (8)

dove Miens € Mw sono rispettivamente la massa molecolare del
tensioattivo e dell’acqua. Per L-ASCn ¢ stato calcolato un valore
di Ny che varia tra 7 e 25 molecole di acqua legata alle teste
polari, con una idratazione significativamente maggiore per i
tensioattivi con catene laterali piu corte.[11] Nel caso, invece, di
D-ASCs e D-ASC,, (entrambi i tensioattivi producono micelle

dopo il collasso della struttura lamellare del coagel per
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riscaldamento) sono stati ottenuti un numero maggiore di
molecole di acqua fortemente legata, tra 30 e 150 molecole di
acqua per tensioattivo, al di sotto del 30% in peso. Gli
andamenti di L-ASCn e D-ASCn sono simili quando la

concentrazione del tensioattivo e superiore al 50% (Figura 25).

150 ~ :
100 + .
Z-Q
50 + .
0 25 50 75
P (% wiw)

Figura 25. Numero di molecole di acqua fortemente legata (Np) in
funzione della concentrazione di tensioattivo, calcolato in accordo
con le equazioni 7 ed 8. D-ASCs (®), L-ASCs (O), D-ASC,, (M), L-
ASCy (L), D-ASC,> (®), e L-ASC,» (). Le curve sono guide per gli

occhi.

Per spiegare questo elevato numero di molecole di acqua
apparentemente legata nei coagel di D-ASCn, ricordiamo che
lacido D-(-)-isoascorbico perturba la struttura dinamica
dell’acqua in modo molto efficace.[13,14] E dunque possibile

aspettarsi che il numero di molecole di acqua non-fuse, che
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sono state misurate indirettamente (attraverso le misure di DSC
a 0° C), comprende le molecole di acqua fortemente legate alle
teste polari ed un numero indefinito di molecole di acqua
“perturbata” che non pud essere considerata acqua di
idratazione, ma la cui struttura viene distrutta delle teste polari
dell’epimero D in un modo che non appare nella fusione a 0° C.

Questo aspetto richiede ulteriori approfondimenti.

3.5. Conducibilita.

Misurando la conducibilita di D-ASCn (10% in peso) in
funzione della concentrazione e della temperatura, e stato
possibile ottenere sia la concentrazione critica micellare (CMC)

che la temperatura critica micellare (CMT) in acqua.

I valori di CMC e CMT sono stati estrapolati dai grafici
(Figura 26 e 27) e sono riportati nella Tabella 6. Viene anche
riportato un raffronto dei principali parametri studiati tra i
valori ottenuti per D-ASCn, L-ASCn e per altri derivati (D e L)
dell’acido ascorbico, per diverse lunghezze della catena

idrocarburica.
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Figura 26. Conducibilita di D-ASCs a 30° C (M), D-ASC.,, a 45° C
(®) e D-ASC,» a 55° C (®). I punti di intersezione indicano il valore

della cmc.
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Figura 27. Conducibilita di D-ASCs (O), D-ASC;o ([J) e D-ASCy» (<)

al 10% in peso in funzione della temperatura.
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ASC8 ASC10 ASCi12
L D L D L D
Tt (°C) 91.0 39.5 100.6 50.8 106.9 65.3
AH¢ (kJ /mol) 15.68 18.03 25.67 32.60 39.21 41.15
ASs (J/mol-K) 42.97 57.70 68.70 100.65 103.22 121.64
pH (1 mM)? 315 313 3.36 343 352  3.93
cme (mM)?2 1.060 5.380 0.344 1410 0.033 0.123
cme (mM)P 6.10 4.72 0.77 3.19 0.03 1.68
CMT (°C)b 19.3 22.9 36.8 32.7 44.5 44.9

A, (A2/molecola)® 48.9 46.5 47.0 450 468 388
P 0.42 0.45 0.44 0.46 0.45 0.54

Tabella 6. Proprieta chimico-fisiche dei derivati L-ASCn e D-ASCn.
In particolare sono riportati la temperatura di fusione (Ty), la
variazione di entalpia di fusione (4Hy), la variazione di entropia di
fusione (4Sp), il pH di una soluzione 1 mM in acqua, la concentrazione
micellare critica (CMC), la temperatura micellare critica (CMT),
larea per testa polare (Ap, in A2/molecola) e il parametro di
impacchettamento (p) (¢ da misure di tensione superficiale; ® da
misure di conducibilita a 30 °C per D-ASCs, a 45 °C per D-ASC.o e a
55 °C per D-ASC;. ).

I dati mostrano che la CMC diminuisce con 'aumentare
della lunghezza della catena idrofobica e che quella relativa ai

D-ASCn e quasi cinque volte quella dei corrispondenti L-ASCn.
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Comparando questi dati con i risultati della conducibilita, si
nota lo stesso andamento, tranne che per ASCi2 (questa
deviazione e probabilmente dovuta alla notevole differenza della
temperatura sperimentale).

La CMT dipende dalla lunghezza della catena alifatica,
mentre non varia significativamente con la testa polare. Questo
risultato suggerisce che cio che determina la transizione di fase
sono la conformazione e l'impacchettamento della parte
idrofobica della molecola di tensioattivo.

Dai valori dell’area per testa polare (Ap) risulta che i D-
ASC hanno valori sempre minori rispetto ai corrispondenti
epimeri L; questo risultato € dovuto alla diversa idratazione e
capacita di ionizzazione delle teste polari.

Tutto questo € utile per spiegare la differenza di pH

registrata per il D-ASC12.

3.6. Diffrazione di Raggi X.

Le proprieta strutturali dei solidi puri sono state studiate
attraverso esperimenti di XRD. Nella Figura 28 sono riportati i
profili XRD di L-ASCn e D-ASCn; la Tabella 7 riassume gli
spessori (d) calcolati attraverso l'equazione di Bragg
d =ni/(2sinf) per i picchi a bassi angoli. Tutti gli spettri

mostrano un picco molto intenso a bassi angoli e altri picchi ad
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angoli piu grandi (> 10°) dovuti all'impacchettamento delle

catene.

Nella regione intermedia (tra 4° e 10°) i picchi dovuti ad
alti ordini di riflessioni della struttura lamellare sono presenti
negli spettri dei derivati con n > 10. D-ASCgs e L-ASCs
possiedono una struttura meno cristallina e per questo le

riflessioni delle lamelle non sono presenti.

I VH d
D-ASCn L-ASCn
Idrati Anidri Idrati Anidri

8 10.3 216 30.5 21.9 31.7
10 12.9 269 34.2 24.5 34.5 22.6
12 15.4 323 37.2 28.0 38.7

Tabella 7. Lunghezza (I, in A) e volume (vu, in A3) delle catene
alchiliche nella conformazione completamente allungata calcolata in
accordo con Tanford[3] spessori (d, in A) per i solidi puri di D-ASCn
e L-ASCn ottenuti da esperimenti di XRD.
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Figura 28. Profili XRD dei tensioattivi solidi puri. A sinistra: L-
ASCsg (rosso), L-ASCy, (blu) e L-ASC;» (verde). A destra: D-ASCs
(rosso), D-ASC (blu) e D-ASC.. (verde). Le frecce indicano la
progressione dei picchi lamellari. Gli asterischi indicano i picchi

assegnati ai cristalli anidri.

I picchi indicati con un asterisco nella regione a bassi
angoli sono dovuti al cristallo anidro. I picchi dovuti al solido
anidro sono molto piu pronunciati per i derivati D-ASCn, i quali
sono meno igroscopici.

Nella Figura 29a sono riportati gli spessori tra le lamelle in
funzione del numero di atomi di carbonio della catena alchilica
(n); nella Figura 29b gli spessori sono riportati in funzione della
lunghezza delle catene idrofobiche nella conformazione

completamente allungata (Ix).
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Figura 29. Variazione degli spessori lamellari (d) in funzione del
numero di atomi di carbonio nella catena idrofobia (a) e in funzione
della lunghezza della catena ly (b), per L-ASCn (O) e D-ASCn ( @).

In entrambi i casi d varia linearmente con n e lg. La
pendenza dd/on € 1.6+0.1 per D-ASCn e 1.7+0.1 per L-ASCn,
mentre l'intercetta per n = 0 € do = 19+1 per D-ASCn e L-ASCn.
La pendenza 9d/dlu € 1.3+0.1 per D-ASCn e 1.4+0.1 per L-
ASCn. Tutti questi valori sono coerenti con una fase di
monostrati ortogonali,[15] con le molecole di tensioattivo
interdigitate, non inclinate e con lamelle strettamente
impacchettate. Dagli spessori XRD (d) e dalle lunghezze delle
catene alchiliche nella conformazione completamente allungata
(In), e stato calcolato che lo spessore dello shell idrofilico,
M, & di circa 10-11 A, in accordo con i risultati riportati in

letteratura.[1] Ripetendo lo stesso calcolo utilizzando gli
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spessori dei D-ASCn anidri, la lunghezza della singola testa

polare diminuisce drammaticamente a 5-6 A

3.7. Reologia.

I derivati L-ASC,> and D-ASC.. in soluzione acquosa, ad
alte temperature mostrano la formazione di gel trasparenti
stabili nel tempo. A basse temperature, invece, si ha la
formazione della fase coagel.

Attraverso la reologia sono state studiate le proprieta
meccaniche dei gel di L-ASC,» e D-ASC,..

Curve di flusso: attraverso le curve di flusso € stata studiata
la viscosita dei gel. Questa diminuisce all’aumentare dello shear
stress mostrando un tipico comportamento “shear-tinning”.
Questo andamento e stato riscontrato per tutte le concentrazioni
studiate (da 10 a 40% n peso), sia per i gel di L-ASC,. che per i
gel di D-ASC,. (Figura 30).
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Figura 30. Curve di flusso dei gel di L-ASC;., in alto, e dei gel di D-

ASC,,, in basso, a concentrazioni in peso differenti.
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Dalle curve di flusso ¢ stata calcolata la viscosita intrinseca
(no), attraverso il fitting del plateau a bassi shear stress, il cui

andamento e mostrato nella Figura 31.
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Figura 31. Andamento della viscosita intrinseca in funzione della
concentrazione in peso dei gel di L-ASC,. (®) di D-ASC,. ( @).

A basse concentrazioni la viscosita intrinseca cresce fino ad
una concentrazione in peso del 20%. Sopra questa
concentrazione, non si osservano variazioni rilevanti nel valore
della viscosita. I gel di L-ASC,. risultano avere valori sempre

maggiori rispetto ai corrispondenti gel di D-ASC...
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Amplitude sweep: al fine di caratterizzare la forza delle
interazioni e la regione di viscoelasticita lineare, sono stati
acquisiti gli amplitude sweep dei gel di L-ASC,. e di D-ASC,..
Dalle curve registrate (nelle Figure 32 e 33) si ricava che, a bassi
strain applicati, sia il modulo elastico G’ che il modulo viscoso
G” sono indipendenti dallo stress applicato. Ad alti valori di
strain il valore del modulo elastico G’ diminuisce esibendo un
comportamento shear-thinning. I valori di G’ sono sempre piu
alti di quelli di G” di diversi ordini di grandezza. Questo

andamento e tipico dei materiali “solid-like”.
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Figura 32. Amplitude sweep di un gel di L-ASC,. al 16% in peso.
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Figura 33. Amplitude sweep di un gel di D-ASC,. al 16% in peso.

Frequency sweep: dalle misure di frequency sweep é stato
osservato che il modulo elastico G’ risulta essere indipendente
dalle frequenze applicate e diversi ordini di grandezza maggiore
rispetto al modulo elastico G” (Figure 34, 35), per tutte le
concentrazioni in peso dei gel studiati (sia per i L-ASC,. che peri
D-ASC,.). Non ¢ stato inoltre trovato nessun punto di cross-over
tra il modulo elastico e quello viscoso nelle frequenze a cui sono
stati condotti gli esperimenti. I frequency sweep hanno
confermato il comportamento solid-like mostrato sia dai gel di
L-ASC.. e di D-ASC,..

Questi risultati indicano che le interazioni che coinvolgono

le teste polari di molecole di tensioattivo adiacenti, e in misura
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minore le interazioni di Van der Walls stabilite fra le catene

alifatiche, agiscono come dei cross-linker, che sono tipici nei

sistemi solidi.
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Figura 34. Frequency sweep di un gel di L-ASC;» (23% in peso).
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Figura 35. Frequency sweep di un gel di D-ASC,» (23% in peso).

Il grafico nella Figura 36, riporta 'andamento del modulo
elastico in funzione della concentrazione in peso del tensioattivo.
I gel di L-ASC,. e di D-ASC,> hanno un comportamento molto
diverso: per i gel di L-ASC,. sotto il 25% in peso, il modulo
elastico G’ non ha grosse variazioni, mentre al di sopra di questa
concentrazione aumenta in modo esponenziale. Per i gel di D-
ASC;, invece, a basse concentrazioni, il modulo elastico cresce
raggiungendo un massimo intorno al 20% in peso. Aumentando
ancora la concentrazione in peso il valore di G’ diminuisce fino

ad un valore di plateau per alte concentrazioni.
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Figura 36. Andamento del modulo elastico G’ in funzione della
concentrazione in peso per gel di L-ASC,. (@) e di D-ASC,. (@®) ad 1

Hz.

Temperature test: e

\

stata studiata la transizione di fase

gel/coagel attraverso lo studio della variazione della viscosita

complessa, n’, in funzione della temperatura (da 60 a 10 °C,

Figura 37)
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I grafici di n" rispetto ad 1/T (in K) mostrano come
allaumentare della temperatura il valore della viscosita
complessa aumenti in modo  significativo.  Questo
comportamento riflette la transizione di fase gel/coagel che
avviene durante l'intervallo delle temperature studiato. Infatti
ad alte temperature, dove i tensioattivi formano i gel, il valore
della viscosita complessa risulta essere molto basso rispetto al
valore a bassa temperatura dove abbiamo la formazione del
coagel. Questo comportamento € analogo sia per i L-ASC.. che
per i D-ASC...

Dai grafici e stato possibile ricavare anche la temperatura
alla quale avviene la transizione di fase gel/coagel. Il grafico
nella Figura 38 mostra la variazione della temperatura di
transizione in funzione della concentrazione dei gel. Questa
aumenta in modo significativo a basse concentrazioni, al di sotto
del 20% in peso; sopra questa concentrazione la temperatura di
transizione aumenta in modo molto meno significativo sia per i
campioni contenenti L-ASC.. che per quelli che contengono D-
ASCi.
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Figura 38. Temperatura di transizione dei gel di L-ASC.- (O) e di
D-ASC.» (@).

Le temperature di transizione di fase dei L-ASC,. sono
sempre maggiori rispetto a quelle dei D-ASC.., per tutte le
concentrazioni in peso studiate. Questo comportamento € simile
a quello ottenuto negli esperimenti di DSC sulle soluzioni
acquose.

E in corso uno studio approfondito dell’energia di
attivazione coinvolta in questo processo al fine di potere definire
in modo piu esaustivo l'effetto che le due differenti teste polari

hanno nella transizione gel/coagel.
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Tutti i dati raccolti attraverso lo studio delle proprieta
reologiche dei gel, viscosita intrinseca, modulo elastico G,
temperatura di transizione gel/coagel, risultano essere maggiori
per i gel di L-ASC,. rispetto ai gel di D-ASC,. e sono una
ulteriore conferma delle differenti interazioni inter- ed
intramolecolari che i due epimeri formano in soluzione acquosa.
Infatti L-ASC.., la cui testa polare forma molti legami
intermolecolari, risulta essere un gel pit compatto rispetto a
quello formato da D-ASC,., dove i legami intramolecolari sono

predominanti.
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CONCLUSIONI.

La chiralita, il legame idrogeno, le caratteristiche
steriche, le interazioni idrofobiche e n-x, le forze di dispersione
ed altre interazioni non covalenti sono le forme in cui
l'informazione viene trasmessa da molecole quali gli
amminoacidi, i tensioattivi, i nucleotidi e altre. La disposizione
di queste specie in strutture supramolecolari e le loro attivita
biologiche sono i fenomeni pit importanti in cui emerge il

riconoscimento molecolare.

L’attacco di un catena n-alchilica alla posizione 6 della

vitamina C permette di ottenere una serie di derivati con
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caratteristiche peculiari: viene, infatti, aumentato notevolmente
il carattere lipofilico e questi nuovi composti si comportano

come tensioattivi.

In questo modo gli ASCn possono formare vari tipi di
aggregati i quali sono in grado di solubilizzare i farmaci a
temperature in cui la solubilita raggiunge la CMC (CMT). Al di
sopra di questa temperatura i derivati della vitamina C si
possono aggregare in micelle o gel, a seconda della lunghezza
della catena alchilica. Raffreddando, per i derivati meno solubili
(quelli a catena laterale piu lunga n > 11) si ottengono delle

strutture tipo cristalloliquido chiamate coagel.

Questi sistemi possiedono delle proprieta molto
interessanti che rendono i coagel di ASCn delle promettenti
piattaforme per il trasporto dei farmaci. Questi sistemi sono in
grado di solubilizzare farmaci instabili o poco solubili, possono
proteggerli da agenti aggressivi (quando il soluto € sensibile alla
luce, a materiali ossidanti, ai radicali e al calore) e possono

permettere loro di permeare la pelle.

In questo lavoro sono stati sintetizzati 6-O-D-
isoascorbil-ottanoato(D-ASC..), decanoato (D-ASCi), e
dodecanoato (D-ASC..) e sono state studiate le principali
proprieta strutturali e termodinamiche di questi tensioattivi e
dei loro nanoaggregati in dispersione acquosa. Questi sono

tensioattivi chirali, dove la testa polare € costituita sia da
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residui di acido L-(+)-ascorbico che di acido D-(-)-isoascorbico.
Questi due acidi sono epimeri, con una inversione di

configurazione sull’atomo C; della catena laterale.

Dagli esperimenti di DSC sui solidi puri dei tensioattivi
sintetizzati, ¢ stato possibile determinare la temperatura di
fusione (7Ty) e 'entalpia di fusione (AHn), le quali aumentano in
funzione della lunghezza della catena laterale. I derivati
dell’epimero D hanno temperature di fusione minori rispetto
agli epimeri L, ma I'entalpia di fusione ¢ maggiore (a parita di
lunghezza della catena laterale). Questi risultati riflettono le
differenti interazioni inter- e intramolecolari presenti nei solidi
puri.

Attraverso la Diffrazione di raggi X (XRD) sono state
caratterizzate le proprieta strutturali dei solidi puri di L-ASCn e
D-ASCn. Gli spessori (d) ottenuti variano linearmente al variare
della lunghezza delle catene idrofobiche. I valori ottenuti sono
coerenti con dei monostadio, con le molecole di tensioattivo
fortemente interdigitate, non inclinate e con lamelle
strettamente impacchettate.

I D-ASCn sono meno acidi (per n=10, 12, con n=8 stesso
pH) dei L-ASCn e l'acidita aumenta col crescere della catena
laterale. La concentrazione critica micellare (CMC) diminuisce
al crescere della catena idrofobica e quella relativa ai D-ASCn
risulta essere quasi cinque volte maggiore dei corrispondenti L-

ASCn. La temperatura critica micellare (CMT) non varia
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significativamente con la testa polare ma dipende dalla
lunghezza della catena alifatica. Questo risultato suggerisce che
cio che determina la transizione di fase sono la conformazione e
I'impacchettamento della parte idrofobica della molecola di
tensioattivo.

L’area per testa polare (Ap) dei D-ASCn risulta sempre
minore rispetto ai corrispondenti L-ASCn: questo risultato e
dovuto alla diversa idratazione e capacita di ionizzazione delle
teste polari.

Dalle misure di DSC su dispersioni acquose (in funzione
della concentrazione in peso di tensioattivo) € stato possibile
ricavare la temperatura e ’entalpia della transizione di fase per i
D-ASCn. La temperatura di transizione di fase risulta costante
per concentrazioni in peso minore del 50 % mentre, al di sopra
di questa concentrazione, aumenta quasi linearmente.
L’andamento dell’entalpia € proporzionale alla concentrazione
di tensioattivo. Paragonando i valori ottenuti con quelli gia
determinati per L-ASCn, emerge che gli epimeri D possiedono
temperature di transizione leggermente minori ma AH maggiori
dei rispettivi L-ASCn. La variazione di entalpia totale nella
transizione coinvolge tre processi, due dei quali attribuibili alle
interazioni della testa polare con il solvente (AHe € AHigar) € uno
legato esclusivamente alla parte idrocarburica della molecola di
tensioattivo (AHea). E risultato conveniente separare i
contributi dovuti alle teste polari (AHyp) da quello dovuto alla

fusione della catena alifatica (AHf). I dati cosl ottenuti,
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suggeriscono che l'idratazione dei tensioattivi a catena corta sia
simile. I valori di AHy dei D-ASCn sono sempre maggiori di
quelli di L-ASCn.

Questi risultati legano leffetto della chiralita ed i
parametri  strutturali = direttamente  alle = grandezze

termodinamiche delle strutture nanossemblate dei tensioattivi.

I risultati ottenuti indicano che le due teste polari
producono un differente set di interazioni inter- e
intramolecolari che influenzano in modo significativo le
proprieta chimico-fisiche, la termodinamica di
autoaggregazione e le proprieta di idratazione nelle dispersioni
acquose.[1] I derivati dell’acido D-(-)-isoascorbico sono meno
idrati dei derivati dell’acido L-(+)-ascorbico ma, probabilmente,
perturbano la struttura dinamica dell’acqua in modo piu
efficace rispetto ai derivati L-ASCn. Questi risultati sono in
accordo con altri riportati precedentemente in letteratura, i
quali indicano nella modifica della struttura del tensioattivo la
principale ragione per la differente attivita biologica tra I'acido

L-(+)-ascorbico e I'acido D-(-)-isoascobico.

La differenza strutturale tra le due teste polari, si
ripercuote anche sulle proprieta reologiche dei gel formati dai
derivati L-ASC,. e D-ASC,.. Tutte le proprieta reologiche dei gel
(viscosita intrinseca, modulo elastico G’, temperatura di

transizione gel/coagel) risultano essere maggiori per L-ASC.»
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rispetto a D-ASCi.. L-ASCi», la cui testa polare forma molti
legami a idrogeno intermolecolari e risulta essere un gel piu
“compatto” rispetto a quello formato da D-ASC,. dove i legami
intramolecolari sono predominanti. Entrambi i gel mostrano un
comportamento solid-like con il modulo elastico G’ sempre

maggiore del modulo viscoso G”.
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D-ASCn (@) in funzione del numero di atomi di carbonio
della catena alchilica (n).

Figura 23. Temperatura (linea tratteggiata) ed entalpia
(linea continua) della transizione di fase per D-ASCs (® €
O), D-ASCyo (M e [J), D-ASC,. (® € ).

Figura 24. Entropia di fusione (ASf) per n-alcani (@),
acidi carbossilici (¥), L-ASCn (#), and D-ASCn (I).
Figura 25. Numero di molecole di acqua fortemente
legata (Np) in funzione della concentrazione di
tensioattivo, calcolato in accordo con le equazioni 7 ed 8.
D-ASCs (®), L-ASCs (O), D-ASCio (¢), L-ASCio (£), D-
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ASCy, (¢é), e L-ASCy2 (). Le curve sono guide per gli
occhi.

Le curve sono guide per gli occhi.

Figura 26. Conducibilita di D-ASCg a 30° C (H), D-
ASCio a 45° C (@) e D-ASCi» a 55° C (<). I punti di
intersezione indicano il valore della cmc.

Figura 27. Conducibilita di D-ASC8 (O), D-ASC10 () e
D-ASCi2 (<) al 10% in peso in funzione della
temperatura.

Figura 28. Profili XRD dei tensioattivi solidi puri. A
sinistra: L-ASCs (rosso), L-ASC;o (blu) e L-ASC;. (verde).
A destra: D-ASCg (rosso), D-ASCi, (blu) e D-ASC:.
(verde). Le frecce indicano la progressione dei picchi
lamellari. Gli asterischi indicano i picchi assegnati ai
cristalli anidri.

Figura 29. Variazione degli spessori lamellari (d) in
funzione del numero di atomi di carbonio nella catena
idrofobia (a) e in funzione della lunghezza della catena lu
(b), per L-ASCn (O) e D-ASCn (@).

Figura 30. Curve di flusso dei gel di L-ASC,., in alto, e
dei gel di D-ASC., in basso, a concentrazioni in peso
differenti.

Figura 31. Andamento della viscosita intrinseca in
funzione della concentrazione in peso dei gel di L-ASC.»
(®) di D-ASC,» (@).

Figura 32. Amplitude sweep di un gel di L-ASC,. al 16%
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in peso.

Figura 33. Amplitude sweep di un gel di D-ASC.. al 16%
in peso.

Figura 34. Frequency sweep di un gel di L-ASC.» (23%
in peso).

Figura 35. Frequency sweep di un gel di D-ASC.. (23%
in peso).

Figura 36. Andamento del modulo elastico G’ on
funzione della concentrazione in peso per gel di L-ASC.»
(@) edi D-ASC,»(®) ad 1 Hz.

Figura 37. Temperature test su gel di L-ASC. (in alto) e
su gel di gel D-ASC;. (in basso).

Figura 38. Temperature test su gel di gel D-ASC...
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catena alchilica nella conformazione completamente
allungata, calcolata secondo I’espressione di Tanfrod
Tabella 5. Valori di AHy, (in kJ/moleensioattivo) Ottenuti
dall’equazione (6), e di ASyp (in J/Kemoltensioattivo)-
Tabella 6. Proprieta chimico-fisiche dei derivati L-ASCn
e D-ASCn. In particolare sono riportati la temperatura di
fusione (Ty), la variazione di entalpia di fusione (AHy), la
variazione di entropia di fusione (AS¢), il pH di una
soluzione 1 mM in acqua, la concentrazione micellare
critica (CMC), la temperatura micellare critica (CMT),
I'area per testa polare (Ap, in A2/molecola) e il parametro
di impacchettamento (p) (¢ da misure di tensione
superficiale; P da misure di conducibilita a 30 °C per D-
ASCs, a 45 °C per D-ASCy € a 55 °C per D-ASC.»).
Tabella 7. Lunghezza (Ig, in A) e volume (vg, in A3) delle
catene alchiliche nella conformazione completamente
allungata calcolata in accordo con Tanford, spessori (d, in
A) per i solidi puri di D-ASCn e L-ASCn ottenuti da
esperimenti di XRD.

112

70

77

79



