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Premessa

L'interesse per i meccanismi che governano I'aggregaziong@dtale molecole organiche a
formare strutture ordinate quali micelle, vescicole e liposomicdralotto allo studio del
comportamento in soluzione acquosa di due classi di composti, le clarauei e i 3-fenil-
2-nitropropanoati di etile.

| composti in esame hanno una struttura molecolare anfifila, sonduttosta una parete
aromatica apolare e da catene alchiliche polari, in soluzione a¢gosdi, si comportano
alla stregua di un tensioattivo, generando strutture aggregateda da esporre le catene
polari all’acqua e minimizzare le interazioni tra gli anelli aroma&itacqua stessa.

Nei capitoli 3, 4 e 5 verranno descritti i sistemi in esame améglitecniche NMR sia mono
che bidimensionali con le quali € stato possibile osservare gli aggregatitercazarli.

Lo studio della diffusione mediante tecniche di Diffusion Ordered 8msacpy (DOSY) e di
Dynamic Light Scattering (capitoli 6 e 7) permettera di atarle dimensioni degli aggregati
e di definire un quadro completo del meccanismo di aggregazione.

Nel capitolo 8 verra presentata un’analisi delle proprieta chifis@he delle soluzioni e
delle variazioni dei parametri termodinamici ad opera dei processi di aggmega

Sara, inoltre, descritto, per completezza, un tentativo di simulazi@mtbante metodi di

Dinamica Molecolare della formazione di aggregati.



Capitolo 1: Fondamenti di Risonanza Magnetica Nuelare

1.1 Introduzione

La Risonanza Magnetica Nucleare (dallinglese Nuclear Magneesonance, da cui
I'acronimo NMR) rappresenta uno degli strumenti piu validi che ienga possiede oggi per
osservare e comprendere fenomeni di diversa natura, nel campo dalieacluella fisica,
della biologia e della medicina.

Nel 1946 due distinti gruppi di ricerca, uno formato da Bloch, Hansenked®dce I'altro da
Purcell, Torrey e Poufd osservarono indipendentemente per la prima volta, segnali di
Risonanza Magnetica Nucleare. Per la loro scoperta nel 1952 Bléulrcell vinsero il
premio Nobel per la fisica. In questo capitolo viene descrittaedaiat alla base della
Risonanza Magnetica Nucleare secondo un approccio, cosiddetto, cléssicelzbene non
sia rigoroso, consente di comprendere al meglio il fenomeno NMR dal guwista chimico;

e comunque doveroso sottolineare che per una piu profonda comprensione deltémter
che regolano il comportamento degli spin nucleari € necessario un @pBpettroscopico
che si avvalga della meccanica quantistica.

La trattazione quantomeccanica va oltre lo scopo di questa teqijq@o, alla fine di questo
capitolo vengano riportati i riferimenti bibliografici di eccelietesti consultabili per una
analisi pitl rigorosa dell’argomentd?

1.2 Momento magnetico nucleare

La Risonanza Magnetica Nucleare € legata alle proprieta magneticheldei nuc
Secondo la descrizione classica, il nucleo di un atomo € consideratcuoansfera che ruota

attorno ad un asse. La maggior parte dei nuclei possiede quindi un moangaiare

intrinseco,l?J , dato da:

—

P= | (1.1)
dove e pari alla costante di Planck, diviso 2p e | € il momento angolare di spin

nucleare.
Il valore del numero di spin nucledrdipende dal numero atomico e dalla massa atomica:

Se la massa atomica & dispa#g, meta di un numero intertH; *C, N, 3'P).



Se il numero atomico & dispari e la massa atomica élpanin numero intera“{N,
’H).

Se numero atomico e massa atomica sono parinullo e il nucleo non e attivo
al’lNMR (*°C, *°0).

I momento angolare nuclear® & direttamente proporzionale al momento magnetico
nuclearen :

m=gP (1.2)
la costante di proporzionaligé detta rapporto giromagnetico ed € una proprieta intrinseca di
ogni nucleo.

Dalla combinazione delle equazioni (1.1) e (1.2) e possibile ricagamreldzione tra il

momento magnetico nucleare e il momento angolare di spin nucledre
m=g | (1.3)
Se un nucleo con momento angold&ee momento magnetica@ € posto all’interno di un

campo magnetico static®,, che in questa tesi verra considerato sempre orientato lungo

I'asse z, si avra che la componente del momento angolare lungo,&ssara uguale ad un
multiplo intero o semi intero di :

P,=m (1.4)
dovem, numero quantico magnetico, puo assumere tudtiarvcompresi tral e—l (m =1, I-
1, I-2...,-1) Si deduce chen puo assumer@l+1 differenti valori che corrispondono ad un
uguale numero di possibili orientazioni del momeatgolare rispetto al campo magnetico
esterno.
Dalle equazioni (1.2) e (1.4) si ottengono le amoindenti componenti del momento
magnetico lungo l'asse z:

m=mg (1.5)
Nella rappresentazione classica il nucleo e vigtandi, come un dipolo che esegue un
movimento di precessione intorno all'asse z lungjescorienta il campo magnetico esterno.

La frequenza di precessione e detta frequenza mindrasz ed € correlata all'intensita del

campo magnetico esterri®) dalla relazione:

n, :‘i B, (Hz) (1.6)

2p

Oppure:



w, =B, (rad 8" (1.7)

Figura 1.1: Moto di precessione di un dipolo intorno all’asse z lungo cui si oriengampo

magnetico esterno.

1.3 Livelli energetici

L’energia di un dipolo magnetico all'interno di un campo magnetico esterno di intepgita B

=-mB, (1.8)
Dalla combinazione delle equazioni (1.5) e (1.8) si ottiene:
=-mg B, (1.9)

da cui segue che per un nucleo @bAl possibili orientazioni esistori2l+1 livelli energetici
disponibili, ad esempio, per nuclei con numero di $ppari ad %, coméH e **C, m puo
assumere soltanto due valori, + %2 e - ¥2 a cui corrispondono due livetjegoein presenza
del campo magnetico esterno;ree= + ¥2,m e parallelo alla direzione del campo, viceversa
sem = - ¥2,m € antiparallelo. Il livello energetico corrispondenta a + %2 € denominata,
ed e quello a minor energia, mentre il livello energetico corrispiadam = - % €
denominatd ed € a energia maggiore. La differenza di energia tra i due avebli é:

DE =g B, (1.10)
Dalla equazione (1.10) si osserva come la quantita di energia arggq®y promuovere la
transizione tra i due livelli energetici sia direttamente propoale all'intensita del campo
magnetico esterno applicato.
In condizioni di equilibrio, la distribuzione degli spin nucleari tra i divelli energetici,

sempre assumendo che il nucleo abbia spin pari a %2, € data dalla legge di Boltzmann:

N i
b _ glEheT
N

a

(1.11)



Dove N, e N, sono rispettivamente le popolazioni dei livelli energdiieia, kg € la costante
di Boltzmann e T e la temperatura assoluta in Kelvin. A temperambiente I'eccesso di
popolazione del livello energetico inferiore € molto piccola (ad pgera solo dell’ordine di

1x10C per lo spintH in un campo magnetico di 11.7 Tesla).

14 Magnetizzazione

Sommando le componenti lungo lI'asse z dei momenti magnetici nueleattiene una
magnetizzazione macroscopicay Mllineata parallelamente all’asse del campo magnetico
applicato poiché Ne maggiore di ) Teoricamente sarebbe possibile misuragem poiché

si e detto che la differenza,N Ny, a cui My € correlata, € un valore molto piccolo diviene
molto piu pratico esaminare gli effetti su una magnetizzaziowetta con metodi di
risonanza. Contrariamente a quanto avviene in altre forme di spefi@sc cui si misura
I'assorbimento o I'emissione di un fotone associato ad una partittdaszione energetica,

in NMR si genera un segnale che pud durare anche per diversi saotmglise le transizioni
tra diversi livelli di energia sono potenzialmente istantanee.

All'equilibrio la magnetizzazione macroscopica precede alla frequenza, del particolare

spin osservato, attorno all’asse del campo magnetico appligato B
A

By A

W

Figura 1.2 Moto di precessione alla frequeneadei momenti magnetici nucleari,N- Np.

Poiché N > N, ne risulta una magnetizzazione macroscopigaaliheata lungo I'asse del

campo magneticd, .

Al fine di osservare un segnale NMR €& necessario allontanasistdma dallo stato di

equilibrio, variando le popolazioni dei livelli energetici.



15 Il fenomeno di Risonanza Magnetica Nucleare

Fornendo energia al sistema mediante una radiazione elettromagyerierata da un flusso
di corrente alternata si ottiene I'allontanamento del sisterthe ctandizione di equilibrio. Di

fatto, la radiazione elettromagnetica genera un nuovo campo magBgtatogonale aB,,
con HBlu <<HBOH. | due campi magnetici risultano ortogonali poiché il flusso di coerent

alternata proviene da una spira idealmente avvolta nel piatfoexgorrispondente a due
vettori in controrotazione di intensita.BDi questi due vettori solo uno, col corretto senso di
rotazione rispetto alla precessione di Larmor, € attivo.

Un campo magnetico oscillante linearmente polarizzato di ampk&iz& equivalente ad una
combinazione lineare di due campi magnetici di ampiezza®&ruotano in direzioni opposte
sul piano xy attorno all'asse z, ma l'interazione avviene soldatnaagnetizzazione e il
campo magnetico che ruota nella sua stessa direzione.

a) X b) X

i

A

Figura 1.3: a) campo oscillante linearmente polarizzato; b) componenti rotedirezioni

opposte.

Quando la frequenza dB, e uguale alla frequenza di Larmos, sara soddisfatta la

pY

condizione di risonanzain questo modo € possibile far avvenire transizioni fra livelli
energetici e quindi modificare il numeri di spin di ciascun livello energetico.

Poiché le frequenze di precessione della maggior parte dei mlidlgeresse vanno dalle
decine alle centinaia di Megahertz per campi magnetici da urica venti Tesla, sia la
perturbazione che le risposte del sistema avvengono nel range delle radiofrequenze.
Oggi, contrariamente a quanto avveniva in passatsistema viene sottoposto ad un breve e
intenso impulso di energia alla opportuna radiofrequanzda breve durata dell’impulso
(pochi microsecondi) fa si che esso contenga non solo la frequemsauna banda continua
di frequenze, simmetriche rispetto alla frequenza cemntrathe eccita contemporaneamente

tutti i nuclei suscettibili.



L'interazione tra il campo magnetico applicBioe la magnetizzaziond produce una

coppia torcente che muove la magnetizzazione verso il piano xy; ileopesfinale della
magnetizzazione dipende dalla durata dell'impulso.

Una volta perturbato, il sistema tende a tornare all’equilibrteratine dell’'impulso, i nuclei
rilassano e tornano al loro stato originale, le popolazioni dei ligakirgetici ritornano alla
distribuzione di Boltzmann e la magnetizzaziong, Mrecedendo nel piano xy, torna al

valore iniziale, M, allineata lungo l'asse z.

1.6 Processi di rilassamento

Vi sono due processi di rilassamento mediante i quali il sistema all'equilibrio: il primo,
detto rilassamento longitudinale spin-reticolo tiene conto degli scambi energetici che
avvengono tra il sistema di spin e 'ambiente molecolare cus@cdo (reticolo) e comporta
una progressiva degenerazione della componente della magnetizzangmédsse z verso |l
valore di equilibrio M. Tale rilassamento ha un decadimento esponenziale con una costante
di tempoT;.

Il rilassamento trasversale spin-spin descritto dalla costante di tempg non contempla
necessariamente uno scambio di energia e tiene conto delleiorietazspin nucleari vicini.

A causa di tali interazioni gli spin che hanno una componente della magagtizez nel piano
Xy possiedono frequenze di risonanza leggermente differenti, cid campuatprogressiva
perdita di coerenza di fase tra gli spin nucleari e quindi un anrerl@andella componente
della magnetizzazione nel piano xy, tanto piu veloce quanto maggitakaggamento in

frequenza (fig. 1.4).

Figura 1.4: Defasamento degli spin e rilassamento trasversale delimetizzazione nel

sistema di coordinate rotanti (definito alla pagina seguente).

Eventuali disomogeneita presenti nel campo magnetico statico porthnm anaggior
defasamento, con conseguente riduzionedi T
T, non pud mai essere maggiore gi-*



L’evoluzione del moto della magnetizzazione nel tempo, in presenzacdinyoo magnetico
applicato B, e durante il successivo rilassamento, & stata matematicamealizzata da

Bloch. Egli assunse che il rilassamento avviene mediante proetgsimo ordine e formulo
un set di equazioni che descrivono la variazione nel tempo delle compatediati
magnetizzazione MMy ed M;:

dM(t) / dt = g[ My(t)-B, — MAt)-By ] — M(t) / T2

dMy(t) / dt = g[ MAt)-B« — M((t)-B, ] = My(t) / T

dM (1) / dt = g[ Mx(t)-By = M/(1)-Bx ] = [MAt) - Mo ] / T4

dove g ¢ il rapporto giromagneticdx e B, sono rispettivamente le componenti del campo

magnetico applicatdd, lungo l'asse x e lungo I'asse y, assumendo Bheuoti sul piano xy,

B, e pari aB,, assumendo che questo sia orientato lungo I'askeezl, sono rispettivamente

le costati di tempo del rilassamento longitudinale e trasversale.

Dalle equazioni si evince che la variazione di una componente dejlzetirzazione dipende
dalle altre due.

E’ possibile ottenere una semplificazione di tali equazioni desatovd fenomeno NMR in
un sistema di coordinate rotanti, X’ y’ z’, ossia un sistema ortoalermhe ruota attorno

allasse z’, coincidente con l'asse z, ad una frequenza parifraenza di Larmor.
Supponendo, inoltre che la frequenzaB]i sia uguale alla frequenza di Larmor, in questo

nuovo sistema di coordinate si ha che sia la magnetizzadibnehe B, appaiono fissi, di

fatto, mediante questo artificio matematico viene rimossa la loro dipendengzagal t

1.7 Il segnale NMR

L'oscillazione di My subito dopo I'impulso genera un campo magnetico fluttuante che da
luogo ad una corrente in una spira idealmente avvolta lungo un asse peipeadi8,, tale
corrente indotta costituisce il segnale NMR.

Nella condizione sopra descritta, cioé nel caso in cui la frequenZg e uguale alla

frequenza di LarmorwEw) il segnale NMR decade in maniera esponenziale nel tempo (fig.
1.5a).

Di fatto, nell’esperimento reale, la frequenza dell'impulspnon potra essere esattamente
uguale a tutte le frequenze di precessione presenti in un campiosarartale cha-w_ >0

(condizione off-resonance), cid comporta che durante I'impulso alcune compde#at



magnetizzazione evolvono nel tempo e si allontanano dalla frequengericientow, di un
angoloj proporzionale alla durata dell'impulso e alla differenza :
Jj=(w-w )t (1.12)

Il segnale NMR ottenuto in questo caso avra I'andamento mostrato in figural.5b:

W:WL \\

[
tempo

a)

dh

b)

w-w, >0

AW :
v VAY et

Figura 1.5 a) decadimento esponenziale della magnetizzazione nel tempo quamddd)

decadimento cosinusoidale della magnetizzazione nel tempo qwamds0.

In un campione reale, sono presenti numerosi sistemi di spin che hagquenize differenti
dalla frequenza di B,. Poiché e stato utilizzato un impulso che ha eccitato
contemporaneamente tutte le frequenze presenti nel campione itodeteeve una
combinazione di queste, il segnale in uscita € un interferogranmmanato FID (Free
Induction Decay). La FID rappresenta il segnale NMR nel dominited®pi e per convertirlo
in un segnale piu facilmente comprensibile nel dominio delle frequenadilizza un

operatore matematico chiamatbrasformata di Fourier (FT)”

Tempo Frequenze
Figura 1.6. Conversione del segnale dal dominio dei tempi al dominio delle frequenz

mediante la Trasformata di Fourier.

Spesso, lintensita di una singola FID e cosi bassa che dopo fariirat di Fourier i
segnali sono molto deboli rispetto al rumore di fondo. Uno dei vantaggitiieito degli

impulsi rispetto all'onda continua risiede nella possibilita di @petle misure piu



velocemente, diventa cosi possibile addizionare coerentemente atrigiltn misure,

incrementando il rapporto segnale-rumore di un fattore pdﬁ a
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Capitolo 2: Interazioni p-p

2.1 Introduzione

Le interazioni intermolecolari di tipo non covalente che coinvolgono nsiseomatici

rappresentano una importante driving force in grado di organizzarerelleoatla struttura e
le proprieta di aggregati molecoldri.

E’ noto che le interazioni di tipp-p ed in particolare quellg-p stacking giocano un ruolo
fondamentale nello stabilizzare: la struttura a doppia elicDt& e dei suoi analoghi di
sintesi, attraverso l'associazione verticale tra coppie di’bsistruttura terziaria delle
proteine® la conformazione di sistemi macrociclici poliaromaticiome le porfirine e i
macrocicli di fenilacetiiene (PAM’'s), nonché le proprieta di bindinl sistemi

supramolecolari di tipo host-guést.

Nonostante vi sia una grande quantita di evidenze sperimentali tingoteéa |'esistenza e
importanza di queste interazioni, il quadro completo ed univoco dei ifattoe le

determinino non & ancora chiaro e puod essere ottenuto solo per cagtisemmnporta una

completa trattazione quantomeccanica del sistema.

2.2 Le interazioni non covalenti

Esaminando una qualunque interazione di tipo non covalente tra due molecad@ovi s
numerosi effetti da prendere in considerazione: 1) interazioni di vallVeals considerate
come la somma delle energie di dispersione e di repulsione; Bziota elettrostatiche tra le
distribuzioni statiche di carica su una molecola; 3) energia di iokeizche rappresenta
I'interazione tra la distribuzione statica di carica su una ocotdee la distribuzione di carica
indotta sull’'altra; 4) trasferimento di carica che rappresenta ueraordi stabilita dovuto alla
combinazione delle funzioni d’onda dello stato iniziale (AB) con uno statidato a cariche
separate (AB):; 5) desolvatazione, ossia, due molecole che formano un complesso in
soluzione devono essere desolvatate prima che la complessazione yssduago: il
solvente puod competere per i siti di riconoscimento e quindi destaldiakz complesso,
oppure, nel caso di solventi polari, gli effetti solvofobici possono stabilizzare il esstl

Al fine di comprendere le interazioni di tipep € importante considerare gli effetti relativi di

ognuna di queste forze sull'interazione.
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2.3 Le interazioni non covalenti tra sistemi aromatici

Mediante calcoli quantomeccanici, studi di cristalli ai ragge Xnisure in soluzione delle
proprieta termodinamiche dei sistepp € stato possibile determinare le possibili geometrie
dell'interazione tra due anelli aromatici. Si possono individuaregé@metrie principali

denominateedge-faceface-to-face stackingoffset face-to-face stackirffig. 2.1):
a) b) c)

Figura 2.1 Possibili geometrie dell'interazione tra due anelli aromadjcedge-faceb) face-

to-face stackingc) offset face-to-face stacking.

La geometriaedge-face(fig. 2.1a), che pud essere considerata un’interaziong,GHstata
trovata in un dimero di benzene allo stato sélidd & anche comunemente osservata tra i
residui aromatici di proteine, anche lo stackaffget face-to—facéig. 2.1c) si ritrova spesso
nelle protein®’ ed & la geometria di stacking delle basi del DNA, in questacoagzione
viene ricoperta una maggior superficie del piano aromatico portando sxtremento sia
delle forze di van der Waals che delle interazioni idrofobiche.daamgtria di tipdface-to-
face stackingfig. 2.1b) si osserva in sistemi del tipo accettore-donatore itiilci@razione

tra i due anelli aromatici e attrattiva; I'interazione branzene e perfluorobenzene & un
eccellente esempio di questo tipo di geométria, stato calcolato, infatti, che in tale

conformazione si ottiene un incremento di stabilita pari a —15k3.mol

2.4 Il modello teorico

Diversi studi hanno dimostrato che forti interazioni attrattivedtra porfirine portano ad una
aggregazione in soluzioleéSuccessivamente venne osservato che, sia in soluzione che nello
stato cristallino, le due porfirine si dispongono parallelamente lalhaltra e che una
porfirina & decentrata rispetto all’altra di 3-4 A rispettéaafie azoto-azotth, assume ciog,

una conformazione di stacking di tiptfset

14



oL
\/_\/

Figura 2.2 Geometria dello stacking tra due porfirine.

Mentre i dati sperimentali mostravano uno stacking di offsef i calcoli di meccanica
molecolare predicevano uno stacking perfettamente parallelo degli anelinporfir

Nel 1990 Hunter e Sandétsapprofondirono gli studi sui dimeri di porfirine e proposero un
nuovo modello di calcolo per le interaziomip. Tale modello descrive il sistenpacome

costituito da una ossatura di legasncarica positivamente inserita tra due nuvole di elettroni

)

s
()

Figura 2.3 Atomo ibridizzato spin un sistema.

p cariche negativamente.

Tenendo in considerazione questo modello, se si vanno ad analizzareiiceinggduti sopra
elencati per un’interazione non covalente si vede che:

Forze di van der Waalgli anelli aromatici hanno una superficie planare molto ampia, quindi
lo stacking massimizza i contatti di van der Waals;

Interazioni elettrostatichreuno stacking di tip@ffsetminimizza la repulsione tra gli elettroni

p e rende massima lattrazione tra I'ossatura di legandi un anello e gli elettronp

dell’anello immediatamente sotto di esso.
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Figura 2.4: Interazioni elettrostatiche tra le distribuzioni di cariga in funzione

dell’'orientazione.

Induzione esistono poche evidenze sperimentali che provano l'importanza dii efifet
induzione nelle interazioni aromatiche, in generale, se questi sonenfpretabilizzano
un’interazione gia di per sé favorevole;

Trasferimento di caricain molti complessi aromatici si osservano comunemente nellospett
di assorbimento le bande UV-Visibile caratteristiche di undrasento di carica; nel caso di
complessip-p tali bande sono assenti e cio significa che non ¢ il trasferordi carica il
motore che genera questi complessi;

Desolvatazionela superficie planare degli elettrgmidelle molecole aromatiche e fortemente
apolare e quindi le forze solvofobiche favoriscono lo stacking.

Il semplice modello di calcolo di Hunter e Sanders tiene contotdi tdntributi ed ¢ stato il
primo in grado di raccordare le evidenze sperimentali con le poedioriche. | loro
risultati possono essere riassunti come segue: gli effettradtatici come I'attrazions-p,
piuttosto che le interazionp-p, conducono ad interazioni favorevoli e determinano la
geometria del sistem@a, mentre le forze di van der Waals e gli effetti solvofobigotano
I'intensita delle interazioni.

Nel precedente paragrafo sono state delineate le possibili gephetinterazione tra due
anelli aromatici; ulteriori considerazioni possono essere fatta base del modello sopra
descritto: mentre le geometrexlge-facee offset face-to—faceostituiscono dei minimi di

energia potenziale e rappresentano interazioni elettrostatiotvevali tra densita di cariche
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opposte, lo stackinface-to—faceappresenta, invece, un’interazione non favorevole poiché le
regioni ad alta densita elettronica dei due anelli si trovanceticstontatto. Tale geometria
risulta favorevole solo nel caso in cui la presenza di sostitueetisilisui due anelli aromatici
rende disuguale la distribuzione di carica su di essi come neld=sdimero benzene-
esafluorobenzene. In generale, le interazipfp possono essere influenzate in maniera
considerevole se il sistema aromatico € polarizzato dallar@sk un sostituente o di un

eteroatomd? un sostituente elettron-donatore (es. MMaumenta la densita elettronica
sull'anello aumentando la repulsione tra gli elettrpn{fig. 2.5a), mentre un sostituente

elettron-attrattore (es. N ha I'effetto opposto (fig. 2.5¢c). La presenza di un eteroatomo

sull’anello aromatico pud avere entrambi gli effetti oppure non appon@ssun contributo

elettronico al sistema.
a) b) c)

Figura 2.5:Rappresentazione schematica dell’effetto dei sostituenti sudeazionip-p: a)

sostituente elettron-donatore; b) assenza di sostituente; c) sostitudrda-aktattore.

Si ritrovano in letteratura diversi lavori che provano la fondatezkanddello proposto da
Hunter e Sanders sia dal punto di vista teorico che sperimé&htale.

2.5 Osservazione delle interaziopip via NMR

Tecniche di Risonanza Magnetica Nucleare sono state utilipeatstudiare complespip,
poiché questi mostrano un comportamento peculiare sotto 'influenza dimpo caagnetico,
osservabile mediante esperimenti NMR sia mono che bidimensionali.

La prima evidenza sperimentale della presenza di intergzpmn soluzione per via NMR si
ottiene dallo spettro monodimensionale: le risonanze relative aiinontdeessati a tali
interazioni risultano spostate a campi piu alti rispetto alenanze ottenute in assenza di

interazionip-p (diverso solvente, diversa temperatura e/o concentrazione).
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Studi NMR condotti su aggregati di un particolare nucleotide, la girend5monofosfato
disodico (5'-GMP), hanno permesso di risalire alla struttura diagregati, confutando
modelli precedenti secondo i quali l'autoassociazione di questi nucleavideniva
esclusivamente mediante legami a idrogéhd/ariazioni di chemical shift a diverse
temperature e misure dei tempi di rilassamento longitudinalérasfierimento di saturazione
hanno dimostrato che la driving force del processo di associazioederison nei legami a
idrogeno ma nelle interazioni tra gli anelli aromatici, che partalla formazione di un
compless@-p.

Santa et at®> hanno misurato le variazioni dei valori delle costanti di accoppiantépolare
'H-'H di molecole aromatiche semplici quali benzene, benzene monosostiaftalene ed
esafluorobenzene in presenza di un forte campo magnetico e la dipertiegaaste
variazioni dal solvente. Tali sistemi aromatici si allineano ¢ufigsse di un forte campo
magnetico in misura minima, infatti, i valori delle costanti ct@ppiamento dipolartH-H
risultano dell’'ordine di decine di mHz per un campo magnetico di 400 &t € possibile
una loro osservazione diretta, € perd possibile la loro determinazridinetta, nel caso di
sistemi di spin simmetrici, qualora si ottenga uno spettro NMataliqualita. In questo modo
si determinano le strutture preferenziali dei complegscostituiti dalle molecole in esame.
Tecniche NMR sono state utilizzate anche da Cubberley e Werpen studi di binding
(associazione) in soluzioni acquose. La determinazione delle caditéamiding tra strutture
aromatiche elettron-ricche ed elettron-povere, in vari solventi, incheala driving force
dell'aggregazione e la desolvatazione, per quanto, le interazidtmosiatiche tra molecole
elettronicamente complementari determinino la geometria deltkisy. Tale osservazione
risulta in perfetto accordo con il modello sopra descritto proposto da Hunter e Sanders.
Tecniche NMR bidimensionali basate sulla spettroscopia NOE, q@iESY e ROESY,
consentono di avere un quadro pitl completo della conformazione dei commplEdse

verranno trattate in dettaglio nei successivi capitoli.
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Capitolo 3: Cloroacetammidi

3.1 Introduzione

E’ stato condotto uno studio sulla formazione di complpgsiin soluzione acquosa su una
serie di erbicidi appartenenti alla classe delle cloroacetdinessi danno luogo ad una nuova

classe di complespip costituiti da molecole organiche a basso peso molecolare.

3.2 Metolachlor!

Il Metolachlor (fig. 3.1) & un erbicida appartenente alla claske deroacetammidf, la sua

struttura ha un anello aromatico che, in particolari condizioni, da luogo ad interazioni

N
\O/\( Y\CI
0
Figura 3.1 Metolachlor [2-cloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-(2-metossi-1-nietil)

acetammide]

Lo spettro NMR del Metolachlor in J® ad una concentrazione inferiore alla sua solubilita in
acqua (1.87 mM a 20°C) appare analogo agli spettri ottenuti in solventi organici.
Aumentando la concentrazione ad un valore superiore alla solubilitéatgpseitosserva che il
campione diviene opalescente, lo spettro mostra gli stessi seggealuti in condizioni di
diluizione e in piu la formazione di nuove risonanze. L'osservazione di equesive
risonanze indica che la quantita di Metolachlor in acqua € magigtieesolubilita riportata
(circa un fattore dieci). Lasciando il campione a temperatutzeane per diversi giorni si
osserva una lieve separazione di fase. Lo spettro NMR di quest&goseluon cambia nel
tempo e cio vuol dire che la soluzione é stabile e conferma larnzasli nuove risonanze che
possono essere dovute alla formazione di aggregati irregolarmdridioppure di aggregati
regolari.

E’ importante sottolineare che le nuove risonanze osservate, lantemisita aumenta
all'aumentare della concentrazione del campione, compaiono tuttepa gianalti rispetto ai

segnali osservati in condizioni di diluizione; inoltre, questi nuovi segalo netti e ben
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risolti e cio denota la presenza di ordine molecolare all'internalidhggregati, escludendo la
possibilita che si tratti di aggregati irregolari ed é d¢oaado con la formazione di complessi
Quindi, in soluzioni acquose relativamente concentrate, le molecoletdiddhlor tendono a
formare dimeri o aggregati regolari che minimizzano lI'espos& degli anelli aromatici
all'acqua attraverso interazioni e ne aumentano pertanto la solubilitd apparente.
Al fine di identificare i complessi- , € stata utilizzata la tecnica DOSY (diffusion-ordered
spectroscopy).
E’ stato eseguito un esperimentd DOSY di una soluzione concentrata (16.9mM) di
Metolachlor. | segnali ottenuti sono tutti ben risolti e possono est&ssificati secondo il
loro coefficiente di diffusione. Lo spettro DOSY mostra che tugtexdtra risonanze sono
caratterizzate dallo stesso coefficiente di diffusione, il din@ostra che appartengono tutte
alla stessa struttura; inoltre, il coefficiente di diffusion¢ aemplesso € molto minore di
quello del monomero. Questa grande differenza non €& in accordo con lipotesi
complesso dimerico.
Avendo escluso la possibilita che si formino aggregati irregolafimeri, va considerata la
possibilitd che si tratti di aggregati regolari ad elevatsop@olecolare, tenuti insieme da
interazioni - ed idrofobe.
Sono stati eseguiti una serie di esperimenti 2D NOESY utildzdaempi di contatto molto
diversi (10-400 ms).
La presenza di aggregati regolari ad elevato peso molecotsaeaeconfermata dalle seguenti
osservazioni:

| cross peaks NOESY della specie monomerica appaiono negativi eostramo effetti

dovuti a spin diffusione anche a tempi di contatto piuttosto lunghi;

| cross peaks NOESY della specie polimerica appaiono positivi #anodorti effetti

di spin diffusione anche a tempi di contatto piuttosto brevi;

A tempi di contatto molto brevi (10ms) non e presente spin diffusionessarva una

serie di cross peaks NOESY intensi e ben definiti.
Tutti gli esperimenti sopra descritti condotti sul Metolachlor eomfino la presenza del
complesso - e mostrano che il DOSY 2D NMR é un ottima tecnica per studare

formazione di tali complessi.
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3.3 Metolachlor, Acetochlor e Pretilachlor

II comportamento peculiare del Metolachlor ci ha portato ad approfotwdistudio delle

interazioni - in soluzione acquosa e ad estendere la ricerca ad altre dueolmolec

appartenenti alla classe delle cloroacetammidi: Acetochlor e Pindilgtig.3.2):

L

\/O\/Nva
o)

a)

s

\/\O/\/NW(\CI
0]

b)

Figura 3.2 a) Acetoclor [2-cloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-etossimetil)acetammicle))

Pretilachlor [2-cloro-N-(2,6-dietilfenil)-N-(2-propossietil)acetammide].

Questi composti mostrano in soluzione acquosa un comportamento analogooadeuell

Metolachlor. La Tabella 3.1 mostra alcune proprieta dei composti in esame:

Tabella 3.1 Peso molecolare, solubilita e stato fisico dei composti in esame.

Composto Stato fisico|  Solubilita in HO a 20°C (mM) Peso Molecolare (D
Metolachlor Liquido 1.8 284
Acetochlor Liquido 0.8 270
Pretilachlor Liquido 0.2 312

3.3.1 Preparazione dei campioni per I'analisi NMR

Si introduce nel tubo NMR una quantita di composto superiore alla s@ubiliacqua

riportata in Tabella 3.1 e si aggiungono 0.7ml di una soluzione 0.22mMldotofcetato di

4,4-dimetil-4-silapentano-1-ammonio (DSA) in@. Il DSA® viene utilizzato come standard

interno per stimare la concentrazione effettiva degli aggregabluzione e per calibrare i

chemical shifts negli s

pettiH.

II tubo NMR viene agitato energicamente a mano per circa 30spll&ione diviene

a)

lievemente torbida. Si registra lo spetttbdi questa soluzione e lo si considera come spettro

di riferimento al tempo zero. Successivamente, il tubo NMR vieselak® a riposo a

temperatura ambiente e si registrano gli sp&ttrad intervalli di tempo regolari. Nel tempo

in cui il campione NMR viene lasciato a riposo si verifica unaiplr separazione di fase e la
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soluzione diviene nuovamente limpida. Quando lo spettro NMR non cambia tirgtetvalli

di tempo successivi, la soluzione si considera stabile. Per lgionggarte dei campioni &
necessario attendere circa 1 ora per raggiungere la compleilitcs Sono necessarie alcune
precisazioni in merito alla preparazione del campione; primo, sotigggimentati diversi
metodi di preparazione del campione, a partire dalla stessa quimitdaposto e tutti hanno
condotto agli stessi risultati, come confermato dagli spéri tuttavia, si & scelta la
procedura sopra descritta poiché di semplice esecuzione, velocedeltipile; secondo, se si
diluisce il campione riportandolo ad una concentrazione inferiore @ldibta riportata si
ottiene uno spettroH identico a quello registrato sulla soluzione preparata direttiznmee
partire da una quantita di campione inferiore alla sua solubildaswggerisce che, come

atteso, il campione non si degrada nel tempo e che I'aggregazione & un procesfiaeversi

3.4 Discussione degli spettri monodimensionali

| composti considerati hanno una struttura anfifila, sono solubili nedlggior parte dei
solventi organici (cloroformio, dimetilsolfossido, metanolo) ma mostrama scarsa
solubilita in acqua (vedi Tabella 3.1), inoltre, la presenza dell@araibmatico nella loro
struttura puo dare luogo, in particolari condizioni, ad interazieni

Per semplificare la seguente discussione le soluzioni acqug®g dBi composti studiati al di
sotto e al di sopra della solubilita riportata verranno da qui in adefitiite rispettivamente
soluzioni diluite o concentrate.

In soluzioni diluite in BO come anche in CDglgli spettri*H e *C dei composti studiati
appaiono analoghi (fig. 3.3). L'assegnazione spettrale completa si nedvappendice di

questo capitolo.
Figura 3.3: Acetochlor.

a

) a) Spettro'H in D,O, in presenza
DSA come standard interno, ad
concentrazione inferiore alla lsbilita

‘ . ‘ et Mo : . . riportata (0.6mM);

b)

N b) Spettro'H in CDCl.

24



Aumentando la concentrazione in@ si osserva una leggera opalescenza e lo spéttro
mostra la presenza di nuove risonanze; tali risonanze appaiono tuttpigitaaiti rispetto ai

segnali ottenuti per le soluzioni diluite (fig. 3.4).

a) b) ;

C) * *

Figura 3.4: Acetochlor. a) SpettréH in D,O registrato a 600.13 MHz ad una concentrazione

superiore alla solubilita riportata (6mM); b) Espansione dellaomegdello spettro compresa
tra 7.5 e 6.8ppm; c) Espansione della regione dello spettro comprels8 &a0.8ppm. Le

risonanze dovute all'aggregato sono contrassegnate da un asterisco.

Lo spettro ottenuto in queste condizioni suggerisce che i compostrmees concentrazioni
superiori alla loro solubilita, si riorganizzano in aggregati ki, regolari o irregolari, che
minimizzano I'esposizione degli anelli aromatici all’acqua.
Tale osservazione & in accordo con la formazione di complgsSiinfatti, in un complesso

- il centro dell'anisotropia magnetica viene spostato al di fuori pil@ho dell’anello
aromatico verso il centro del complesso. E’ da notare che unicataefasmazione di un
complesso - puod causare uno shift a campi piu alti di tutti i segnali incjusili relativi ai
protoni aromatici stessijnoltre, questi nuovi segnali sono netti e ben risolti e cid esciude |
possibilita che si tratti di aggregati irregolari.
L’equilibrio chimico che regola il passaggio dal monomero all’aggto € un processo lento
rispetto alla scala dei tempi NMR; infatti, lo spetfté NMR di una soluzione acquosa
concentrata dei composti studiati mostra i segnali di entrambe le specie.
Uno dei metodi utilizzati per lo studio dell’equilibrio monomero-dimero basa
sull'osservazione dello scambio in funzione della temperatura, catadoeprecedentemente
riportato da Petersen et %abulla guanosina 5’-monofosfato disodico. Questo metodo pud
essere utilizzato quando la differenza di energia tra le speicieolte nell’equilibrio € tale da
consentire I'osservazione dello scambio in funzione della temperdwittavia, nel nostro
caso, non e stato possibile osservare alcuno scambio nell'intervadimpératura in esame

(300-353 K). Infatti, variando la temperatura non si osserva né coalasegnzun
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allargamento dei segnali nello spettro protonico. Inoltre, aumentandemigeratura, la

solubilita del monomero aumenta e I'equilibrio chimico si sposta verso il monomero.

35 Variazioni di Concentrazione

Esaminando lo spettrif monodimensionale di una serie di campioni di Metolachlor,i@ D
a diverse concentrazioni, in presenza di DSA come standard internosibilposcavare

importanti informazioni sul comportamento dei composti in esame in soluzione acquosa.

3.5.1 Preparazione del campione

In un tubo NMR si introduce una quantita nota di Metolachlor, si aggiungono @iidma
soluzione 2.2 mM di DSA in fD e si agita la soluzione a mano per 30s.

Di ogni campione & stato acquisito lo spettrba quattro differenti tempi: immediatamente
dopo la preparazione, dopo trenta minuti, dopo un ora e dopo un giorno; € statdmsberva
tra lo spettro acquisito dopo un’ora dalla preparazione e quello acqlogitoun giorno vi
erano delle variazioni trascurabili percio il campione si considihile dopo un’ora dalla

preparazione.

3.5.2 Risultati e discussione

Su ogni spettro acquisito dopo un ora dalla agitazione manuale ésstegmato il valore di 1
allintegrale relativo al segnale del DSA a 0.00ppm ed é stasarato il corrispondente
valore dell'integrale relativo ai segnali compresi tra 1.265ppm e 0.958pproorrispondono
ai metili 11 e 4 (vedi tabella di assegnazione in appendice) del nebo@dell’aggregato,
dove presente.

| valori degli integrali ottenuti in funzione delle diverse concemtrai dei campioni sono

riportati in grafico (figura 3.5):
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Integrale

160,0 +
140,0 - Figura 3.5: = Valori degl
120.0 integrali dei segnali compre
tra 1.265 e 0.953ppm
100,0 - funzione della concentrazione
80,0 - Metolachlor (mM) in DO &
60.0 | 300K; o Valori teorici degl
integrali. Gli integrali son
40,0 - misurati  rispetto al DS
20,0 - (0.2mM)

0 2 4 6 81012141618202224262
mM Metolachlo

0,0 T T T
8303234

Confrontando la curva teorica)(con quella sperimentalas)(si osserva un andamento
bimodale di quest’'ultima, infatti, sono chiaramente visibili due platezhe corrispondono
alla formazione di due diversi sistemi aggregati. Il primdosma a bassa concentrazione
(2mM) mentre il secondo si forma a concentrazione piu elevata (128iM§serva, inoltre,
una graduale perdita di segnale, infatti, allaumentare della ctaz®ne le risonanze
presenti sullo spettro rimangono le stesse, ne varia solamantengita in maniera non
coerente con la curva teorica. Cio € dovuto, probabilmente, alla formati@uygregati di
dimensioni molto elevate che, sebbene non visibili via NMR, causano laudione del
valore dell'integrale letto sullo spettro monodimensionale.

In conclusione, dall’osservazione degli spettri monodimensionali rishka i composti in
esame in soluzione acquosa danno luogo alla formazione di complessaratterizzati da
risonanze strette e ben risolte tutte a campi alti rispattooaispondenti segnali del
monomero. In particolare, a concentrazioni inferiori a 2mM si ossers@amente i segnali
del monomero (vedi figura 3.3a), al di sopra di tale concentrazionezia lflaggregazione
ed e possibile distinguere due diversi sistemi aggregatinilgpai concentrazioni comprese tra
2 e 12mM, il secondo tra 12 e 35mM, inoltre, un terzo sistema aggmigdimensioni molto
elevate e per questo non osservabile sullo spettro NMR, & presetutiti incampioni a
concentrazione maggiore di 2mM ed é responsabile della perditgndilsenostrata in figura
3.5.

Al fine di studiare I'entita e la grandezza dei complesgia cui le cloroacetammidi in esame

danno luogo sono state utilizzate tecniche NMR bidimensionali, di Rffu®rdered
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Spectroscpoy (DOSY) e di Dynamic Light Scattering (DLSjisultati ottenuti mediante

gueste tecniche verranno descritti nei capitoli che seguono.

Appendice: Tabelle di assegnazione

Le tabelle che seguono mostrano I'assegnazione degli speter*C NMR in CDC} e in
D,0O (soluzione concentrata) dei composti in esame.

Tale assegnazione & stata condotta analizzando gli spettrimtiBdimensionaffH e **C in
CDCl;, 'H in D;O e le mappe bidimensionali in CRCle in DO ottenute mediante
esperimenti 2D HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)eoquali vengono
determinate tutte le correlazioni tra carbonio e idrogeno diretteemlegati tra loro ed
esperimenti 2D HMBC (Heteronuclear Multi-Bond Connectivity) con iliggicosservano le
correlazioni tra carbonio e idrogeno separati da piu di un legameratyeapte due o tre
legami.

Gli spettri in CDC} sono calibrati sul segnale del CH@ 7.26ppm mentre quelli in,.D
sono calibrati sul segnale del DSA, utlizzato come standardn@mtea 0.00ppm. La
numerazione adottata per 'assegnazione é riportata in figura B1étdlachlor utilizzato per
I'analisi NMR & presente come miscela di isomeri, nelleltaldli assegnazione sono indicati

i chemical shifts associati a ciascuno dei due isomeri.

7 9
6 8 10 8
14
11 13
w0 13] ¥ 7o 121176’ 114
S 1 N_12 o N. 2
3707 o WN/S\CI 5\/ ~ Y\Cl
4 3
o] (0]
a
Metolachlor Acetochlor
a) b)

Pretilachlor

c)
Figura 3.6: Numerazione adottata per I'assegnazione spettrale dei compastame: a)
Metolachlor; b) Acetochlor; c) Pretilachlor.
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Tabelle di Assegnazione in CDGla T=300K.

Acetochlor | Tipo | *°C (ppm) H (ppm) m i (H2)
1 CH 42.13 3.701 S
2 CaC 167.8:
3 CH 78.74 Ha 5.000 dd 10.0
Hb 5.040
4 CH 66.04 Ha 3.735 dg 14.0:7.0
Hb 3.733
5 CHs 15.19 1.190 t 7.0
6 C 141.90
7 C 136.2(
8 CH 127.2¢ 7.147 d 7.5
9 CH 129.15 7.267 dd 7.7:7.5
10 CH 127.2¢ 7.21( d 7.7
11 C 138.00 t 7.7
12 CH 23.63 Ha 2.609 dq 15.0;7.6
Hb 2.529 dq
13 Ch 14.47 1.240 t 7.6
14 Ch 18.48 2.260 S
Pretilachlor [ Tipo | **C (ppm) H (ppm) m i (H2)
1 CH 41.76 3.667 S
2 (0{0) 167.1"
3 CH 50.21 3.784 t 6.1
4 CH 67.32 3.619 t 6.1
5 Ch 72.71 3.317 t 6.8
6 CH> 22.7¢ 1.51( tq 6.8; 7.t
7 CHs; 10.4¢ 0.851 t 7.5
8 C 141.5(
9 C 138.11
1C CH 126.8: 7.20¢ d 7.7
11 CH 129.08 7.325 t 7.7
12 |CH 126.83 7.208 d 77
13 C 138.11
14 Ch 23.43 2.615 dg 15.3; 7.7
2.534 dq
15 Ch 14.17 1.250 t 7.7
16 Ch 23.43 2.615 dg 15.3; 7.7
2.534 dq
17 CHs; 14.17 1.25(C t 7.7




Metolachlor ISOMERO SS/RR ISOMERO SR/RS
Tipo | °C H m | Jun 3¢ H m | Jun
(ppm) | (ppm) (Hz)* | (ppm) | (ppm) (Hz)
1 CH | 55.18 4.220 m 55.18 4.220 m
2 CH | 7440 | Ha3.740 dd | 9.5;4.3| 74.40 | Ha 3.682 dd | 9.5;4.3
Hb 3.497| dd | 9.5;4.8 Hb 3.485| dd | 9.5;4.8
3 CH; | 58.32 3.275 S 58.32 3.251 5
4 CH; | 15.19 1.156 7.6 15.19 1.144 d 7.1
5 CH, | 42.68 3.608 S 42.68 3.597 5
6 CH | 126.73 7.203 bd 7.6 126.73 7.203 bd 7.6
7 CH | 128.61] 7.253 dd 7.6 128.60 7.253 dd 7.6
8 CH | 128.76 7.132 bd 7.4 128.76 7.120 bd 7.4
9 CH; | 18.63 2.250 S 18.63 2.225 5
10 CH | 23.63| Ha 2.553 dq |15.1;7.6 23.63 | Ha2.553 dq [15.1;7.6
Hb 2.549| dq |15.1;7.6 Hb 2.527| dq |15.1;7.6
11 CH | 13.94 1.244 t 7.6 13.94 1.244 t 7.6
12 CO | 166.65 166.65
13 C | 142.45 142.45
14 C | 136.56 136.56
15 C | 136.95 136.95
Tabelle di assegnazione in D a T=300K
MONOMERO POLIMERO
Acetochlor Tipo 3¢ H m| Jn | C "o I m|
(ppm) | (ppm) (Hz) | (ppm) | (PPmM) (Hz)
1 CH | 42.15 3.958 |(dd| 14.9| 41.48| 3.520 s
3.92i
2 CO | 170.66 166.7p
3 CH | 7835 | Hb5103 dd| 11.3| 77.82| 4.768 ¢
Ha 5.055
4 CH | 66.25 3.715 q 7.1 6506 3460 pbq7.4
5 CHs | 13.91 1.170 tf 7.1 1359 0.925 |t 7.5
6 C 141.8: 138.0:
7 C 136.23 136.00
8 CH | 128.8¢ 7.27¢ d| 7.C [128.8.]| 6.92¢ |bd| 6.5
9 CH | 12951 7.395 t 7.4 129.027.030 | bt 7.5
10 CH | 127.16 7.353 d 7.0 126.527.009 | m
11 C 136.70 141.4P
12 CH | 22.90 2.553 N 23.22 2.37¢ | m
13 CH | 13.38 1.215 tf 7.5/ 12.60 1.018 |t 7.5
14 CH | 17.23 2235 | s 17.72| 2.047| s
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MONOMERO POLIMERO
Pretilachlor |Tipo B¢ H m| Jun Be | W [m] Jan
(ppm) | (ppm) (Hz) | (ppm) | (ppm) (Hz)
1 CH 41.47 3.898 S 41.15 3.520s
2 CO 168.90 165.86
3 CH 48.82 3.845 t 5.6 49.45 3.594 55
4 CH 66.40 3.620 t 5.6 67.0b 3.422 55
5 CH 72.54 3.350 t 7.1 71.70 3.10& 6.6
6 CH 21.70 1.474 tq 7.3;7.1 | 22.55] 1.292tq | 7.2;6.6
7 CHs 13.76 0.807 t 7.3 10.04 0.654t 7.2
8 C 141.67 140.96
9 C 138.80 137.94
10 CH 125.87 7.299 d 7.7 126.1%.063| d 7.7
11 CH 126.86 7.358 0] 7.7 128.6%.147| t 7.7
12 CH 125.87 7.299 (0] 7.7 126.16.065 | d 7.7
13 C 137.94
14 ChH 22.56 2.534 |dq| 15.3;7.7| 22.92| 2.399dq| 15.1;7.5
2587 2.496/ dq
15 Ch 13.06 1.232 t 7.7 13.60 1.072 7.5
16 Ch 22.56 2.534 |dq| 15.3;7.7| 22.92| 2.399dq| 15.1;7.5
2.587 2.496| dqg
17 Ch 13.06 1.232 t 7.7 13.60 1.072 7.5
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Capitolo 4: 3-fenil-2-nitropropanoati di etile

4.1 Introduzione

L’analisi mediante NMR ha evidenziato la formazione di complegsin soluzione acquosa

ad opera di 3-fenil-2-nitropropanoati di etile variamente sostituitiagello aromatico. Tali
composti mostrano in soluzione acquosa un comportamento simile a quel®o dell
cloroacetammidi descritto nel capitolo precedente, sebbene siamoristaintrate alcune

differenze.

4.2 Sintesi dei 3-fenil-2-nitropropanoati di etile

Gli esteri dell'acido 2-nitropropanoico sono importanti dal punto di vistietico poiché,
possono essere utilizzati come precursori di composti biologicamatti@ quali
amminoacidi naturali, nitroenammine, eterocicli contenenti aZotmnché di innumerevoli
amminoacidi non naturdlche costituiscono dei versatili building blocks nella preparazione di
molecole di interesse farmacologito.

Sono state condotte le sintesi in laboratorio di una serie di 3-2enitropropanoati di etile

secondo lo schema sotto riportato:

Schema 4.1
X H O
O.N N
1) z 2 O
O
OzN\)J\O/\ w z
Y
2) Bromuro di tetrabutilammonioW
3) Etildiisopropilammina
Y
X=Br, CI
Y=H, CH,;, OCH,
Z=H, CH, la-d
W=H, CH,

A partire dal nitroacetato di etile, prodotto disponibile in commercio, si operalciméazione
mediante un alogenuro benzilico, variamente sostituito, in presenza diurbrod
tetrabutilammonio che catalizza I'alchilazione e di etildiisopropilamroorae base.

La tabella 4.1 mostra i prodotti ottenuti dalla sintesi sopra diserle corrispondenti rese di

reazione:
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Tabella 4.1

ON H I A~ Prodotto Nome X Y Z Resa %
O v la R H H H 41
1b RCH CH; H H 73
lc ROCH OCH; H H 22
« 1d R(CH), H CH; CHs 32
Z

La reazione viene condotta in assenza di solvente per facibtgnarificazione del prodotto;
solitamente le alchilazione sui nitroesteri vengono effettuateoiventi dipolari aprotici i
quali, pero, essendo altobollenti risultano di difficile eliminazione attgto in presenza di
prodotti termicamente instabili quali i 3-fenil-2-nitropropanoati di etile.

Sebbene I'agente alchilante sia sempre in difetto (0.9eq) rigpettsbstrato e la reazione sia
condotta a 0°C, non € possibile evitare la dialchilazione a causelelato carattere acido
dei protoni acetilici del nitroacetato di etile.

E’ stato osservato che la presenza di un gruppo elettrondonatore #oll'ar@matico
provoca una notevole diminuzione delle rese poiché facilita la formadiamesottoprodotto
che comunque e sempre presente nel grezzo di reazione; sil¢tBtialeide corrispondente
all’'alogenuro benzilico utilizzato per 'alchilazione.

La procedura sintetica utilizzata € descritta in dettaglitanqmrte sperimentale della Tesi

(capitolo 10).

4.3 Soluzioni acquose dei 3-fenil-2-nitropropanoati di etile

Analogamente a quanto osservato per il Metolachlor, le molecole lisianda-d, sono
solubili nella maggior parte dei solventi organici ma mostrano una scarsa tbiakéicqua.
Data la notevole acidita del protone @nal carbonile, questi composti danno luogo, in

soluzione acquosa, ad un equilibrio cheto-enolico.

4.3.1 Discussione degli spettri monodimensionali

Gli spettri'H NMR in CDC} e in D,O a concentrazioni inferiori a M appaiono finemente
risolti.

Aumentando la concentrazione in,@ si osserva la presenza di nuove risonanze che
compaiono tutte a campi piu alti rispetto ai segnali osservati nelle precemtafiioni.

Tale osservazione € in accordo con la formazione di comppepsiche minimizzano

I'esposizione degli anelli aromatici all’acqua.
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La preparazione dei campioni € stata effettuata secondo la proceseréta nel paragrafo
3.2; immediatamente dopo I'agitazione manuale la soluzione appamadirteetorbida, dopo
48 ore dalla preparazione si verifica una parziale separaziomsealiefla soluzione diviene
nuovamente limpida.

Lo spettro'H NMR in D,O dei compostila-d, mostra le tre specie presenti: il monomero in
forma esterea, il monomero in forma enolica e 'aggregato.

Operando in BO, il protone ina al carbonile che partecipa all’equilibrio cheto-enolico, e
visibile solamente sullo spettro registrato al tempo zero e successivat@migare.

Lo spettro di soluzioni concentrate dei composti in esame subisce ugzore nel tempo,
infatti, dopo due giorni dalla preparazione lo spettro mostra una consitediminuzione di
intensita delle risonanze risolte e la comparsa di risonanpemasiiche e larghe come

mostrato in figura 4.1.

Figura 4.1: Regione dello spettrtd di una soluzione concentrata (1mginili RCH; in D,O
a 300K a: a)t=0; b) t = 2h; ¢) t = 24h; d) t = 48h; dopo agitazimnsuale del tubo NMR.
L’asse verticale € stato incrementato di un fattore 2 in b), c) e d).

4.3.2 Variazione di temperatura

Su un campione di RGHn D,O (1mg mt%) lasciato a riposo per 48 ore dopo la preparazione
sono stati eseguiti degli spetttH a diverse temperature; partendo da 300k & stata
gradatamente innalzata la temperatura e sono stati raggirapettri ad ogni variazione.
Allaumentare della temperatura & stato osservato, come atteaograduale diminuzione
dell'intensita dei segnali dellaggregato ed un aumento dei sedell monomero, in
particolare, si osserva un incremento dei segnali dell'estem@aediminuzione dei segnali

dell’enolo. L'innalzamento della temperatura sposta, quindi, I'equilidnetazenolico verso
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I'estere ed aumenta la solubilita del composto portando alla scamngeliaggregato come

mostrato in figura 4.2:

a b c d

LA ] 080 120 100 080 Wil L0 080 Wi L0 0§

Figura 4.2: Regione dello spettrtH di una soluzione concentrata (1mginili RCH; in D,O
a: a) T=300K; b) T=310K; ¢)T=335K; d) T=353K.

Per lo stesso campione sono stati registrati gli spetta partire da una temperatura di 353K
fino ad arrivare a 300K. L'abbassamento di temperatura porta ad unautiiome della
solubilita del composto e quindi ad un aumento dei segnali dellaggreagqtiali, oltre a

crescere in intensita appaiono gradualmente piu risolti come mostrato in figura 5.3:

a b c d

Figura 4.3: Regione dello spettrtH di una soluzione concentrata (Imgindi RCH; in DO
a: a) T=353K; b) T=335K; ¢)T=320K; d) T=300K

In conclusione, il comportamento mostrato dai 3-fenil-2-nitropropanoatileliietsoluzione
acquosa appare simile a quello osservato per le cloroacetammidi, con alcunezdiffere

La formazione di complesst € evidenziata dalla comparsa di nuove risonanze nette e ben
risolte a campi alti rispetto ai corrispondenti segnali dgleci® monomerica. A differenza
delle cloroacetammidi, questi composti mostrano nel tempo una perdgaldzione dovuta,
probabilmente, alla presenza di diversi sistemi aggregatidtali intercorre uno scambio
chimico sufficientemente lento, rispetto alla scala dei temdRNda poter osservare le
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diverse specie presenti. Le variazioni di temperatura non modifiaqaolibrio tra la specie
monomerica e l'aggregato che resta comunque lento rispettocalia dei tempi NMR. Al
fine di studiare I'entita e la grandezza dei complesgia cui i 3-fenil-2-nitropropanoati di
etile danno luogo sono state utilizzate tecniche NMR bidimensionaDbjffision Ordered
Spectroscpoy (DOSY) e di Dynamic Light Scattering (DLS})isultati ottenuti mediante

gueste tecniche verranno descritti nei capitoli che seguono.

Appendice: Tabelle di assegnazione

Le tabelle che seguono mostrano I'assegnazione degli spétri’C NMR in CDCk e in
D,0O (soluzione concentrata) dei composti in esame.

Tale assegnazione & stata condotta analizzando gli spettrimtiBdimensionaffH e :3C in
CDCl;, *H in D,O e le mappe bidimensionali in CQCle in DO ottenute mediante
esperimenti 2D HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)e ogmali vengono
determinate tutte le correlazioni tra carbonio e idrogeno diretteemlegati tra loro ed
esperimenti 2D HMBC (Heteronuclear Multi-Bond Connectivity) con iligsiaosservano le
correlazioni tra carbonio e idrogeno separati da piu di un legamesatyearte due o tre
legami.

Gli spettri in CDC} sono calibrati sul segnale del CHG 7.26ppm mentre quelli in,D
sono calibrati sul segnale del DSA, utilizzato come standardnmtex 0.00ppm. La

numerazione adottata per I'assegnazione é riportata in figura 4.4.

0
H 2 H 2 H 2
N ON |5\ /N ON N
30 1 0 1 30 1
4 4 19
5N\6 7 5\ 6 7 6 7
8 8 8
11 11 11
10
10 9 “cH, 10 92 “ome 9
12 12 13
R RCH, ROCH, R(CHy),

Figura 4.4: Numerazione adottata per I'assegnazione spettrale dei composti in esame.
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Tabelle di Assegnazione in CDGla T=300K.

R Tipo “C(ppm) | H (ppm) m Jun (H2)
1 CH; 13.54 1.278 t 7.0
2 CH 63.09 Ha 4.285 q -14.1; 7.0
Hb 4.281 q -14.1; 7.0
3 (6{0) 164.33
4 CH 89.24 5.334 dd 94,59
5 ChH 36.01 Ha 3.481 dd -14.7,9.4
Hb 3.562 dd -14.7,5.9
6 C 134.41
7 CH 129.01 7.210 d 7.0
8 CH 129.23 7.320 dd 7.0;7.6
9 CH 128.04 7.283 d 7.6
10 CH 129.23 7.320 dd 7.0,7.6
11 CH 129.01 7.210 d 7.0
RCH; Tipo *C (ppm) 'H (ppm) m Jun (H2)
CH; 13.80 1.281 t 7.1
CH, 63.14 Ha 4.282 q 14.3; 7.1
Hb 4.277 q 14.3; 7.1
3 CcoO 164.04
4 CH 89.35 5.306 dd 5.7,9.6
5 CH, 35.93 3.515 dd 14.7,9.6
3.435 dd 14.7,5.7
6 C 130.56
7 CH 128.70 7.090 bd 8.2
8 CH 129.62 7.120 bd 7.9
9 C 137.45
10 CH 129.62 7.120 bd 7.9
11 CH 128.70 7.090 bd 8.2
12 CH 21.09 2.317 S
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ROCHj, Tipo 3C (ppm) H (ppm) m Jun (Hz)
1 CH; 13.91 1.282 t 7.1
2 CH, 63.14 Ha 4.281 q 14.3;7.1

Hb 4.276 q 14.3;7.1
3 (6{0) 164.02
CH 89.44 5.281 dd 5.8;9.5
ChH 35.56 3.420 dd 14.7;5.8
3.497 dd 14.7;9.5
6 C 125.94
7 CH 129.98 7.124 d 8.7
8 CH 114.35 6.843 d 8.8
9 C 159.11
10 CH 114.35 6.843 d 8.8
11 CH 129.98 7.124 d 8.7
12 CH 55.27 3.784 S
R(CH3). | Tipo | “C(ppm) | H (ppm) m Jun (Hz)
1 CH3 13.84 1.277 t 7.2
2 CH2 63.13 4.283 q 7.2
3 CO 164.25
4 CH 88.02 5.314 dd 9.0;6.2
5 CH2 33.61 Ha 3.557 dd 14.8; 9.0
Hb 3.457 dd 14.8; 6.2
6 C 132.08
7 C 133.10
8 CH 130.74 7.061 d 7.8
9 CH 128.60 6.982 d 7.8
10 C 135.98
11 CH 130.13 6.919 S
12 CH3 20.85 2.269 S
13 CH3 18.76 2.308 S
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Tabelle di assegnazione in D a T=300K

MONOMERO-ESTERE MONOMERO-ENOLO AGGREGATO
R | Tipo | ®C H m | Jun B¢ H m [Jun |[FC H m | Jun
(ppm) | (ppm) (Hz) (ppm) | (ppm) (Hz) | (ppm) | (ppm) (Hz)
1 | CH (13,30 [1225] t | 7.1 13,11 | 1,218 t| 71 13,30 0,808 |70
2 |CH, |6453 | 4276| q| 7.1 61,46 | 4178 q 7.1 62,86 3,441 |0
3 [CO | 166,26 165,84 160,15
(COH)
4 |CH |8889 | 5813|dd |8,8,6,7| 118,05 85,12 | 5,185| dd 5,7:6,2
©)
5 [CH, 3582 | a dd | 14,5, 8,8 63,07 | 3,966| s 35,83 3,207dd |14,7:6,2
3,505 |dd | 14,5, 6,7 3,156 |dd |14,7;5,7
6 |C 134,39 135,79 133,40
7 | CH 129,20 7,318 d 7,7 127,772 7,243 d 7,7 12868921 | d 7,7
8 |CH [129,20 | 7,390 dd 7,7;7,0 127,72 7,343 |dd 717:%28,83/6,972 | dd| 7,7;7,0
9 |CH | 128,10 | 7,327 dd 7,7;77,0 12628 7,250 |dd W7;¥27,37/6,928 | dd| 7,7;7,0
10| CH [129,20 | 7,390 dd 7,7;7,00 127,72 7,343 Wdd 7,7;128,83/6,972 | dd| 7,7;7,0
11|CH [129,20 | 7,318 d| 7,7 127,72 7,243 d 7,7 128@921 | d | 7,7
MONOMERO-ESTERE |MONOMEROENOLO AGGREGATO
RCH; |Tipo |“C H m | Jun | C H m | Jun | C H m | Jyn
(ppm) | (ppm) (Hz) | (ppm) | (ppm) (Hz) | (ppm) | (ppm) (Hz)
1 CH, 12,63 | 1,224] t 7.2 1,212 t| 7,2 13,43 08%5 |t 7
2 CH, |6445 | 4271 q 72| 6142 416f d 7.2 6243 3,872 |42
3 cO
4 CH 89,02 | 5,770|dd |6,9:6 89,02 | 5,175 m
7
5 CH, |3535 | 3545|dd |[14,5(62,64 | 3,917 s 35,59 | 3,202dd | 14,5
3.509 |dd |6.7 3.15¢ |dd | 9.7
6 C
7 CH 129,14 | 7,206| bd | 85| 127,62 7,141 bd 7|9 128/1®794 | d | 8,0
8 CH 128,29 | 7,226 bd | 85| 127,62 7,118 bd 7,9 12828820 | d | 8,0
9 C
10 CH 128,29 | 7,226] bd| 85| 12762 7,118 bd 7,9 m™®8/36,820| d | 8,0
11 CH 129,14 | 7,206| bd | 85| 127,62 7,141 pd 7,9 ™8|16,794| d | 8,0
12 CH |2026 | 2,301| s 20,00 | 2,286 s 20,26 1,047 |s
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MONOMERO-ESTERE | MONOMERO-ENOLO AGGREGATO
ROCHj; | Tipo [ ®C H m [Jan [FC H m [Jun |BC H m | Jun
(ppm) | (ppm) (Hz) [ (ppm) | (ppm) (Hz) | (ppm) |(ppm) (Hz)
1 Ch; 1291 [ 1,220] t | 71| 1291 | 1216 t| 7.1 0,886 t 7
2 CH, |64,34 [4269] q| 71| 61,42 4174 d 7.1 62,61 3,908 m
3 co
4 CH [8892 | 5759 dd 6,7 88,92 5,220 m
5 CH, [34,96 | 3,523 m 62,70 | 3,902 s 3520 3,1B7 m
6 C
7 CH [ 11422 | 6,980 d| 87| 11422 6,947 d 8|7 113@671 | d 7,9
8 CH [ 130,22 | 7,268 d| 88| 129,17 7,202 @ 8)8 126@868 | d 7.9
9 C
10 CH | 130,22 | 7,268 d| 88| 129,17 7,202 d 8[8 12b®@868 | d 7.9
11 CH | 11422 | 6,980 d| 87| 11422 6,947 d 8[7 113671 |d 7.9
12 CH, [5554 | 3,817 s 55,77 | 3,810 s 54,63 3,373 3
MONOMERO-ESTERE |MONOMERO-ENOLO |AGGREGATO
R(CHs), |Tipo |[¥c [™H m | Jun Yc | m [Jun |FC H m|J hu
(Ppm) | (Ppm) (Hz)? | (ppm) | (PPM) (Hz)?| (PPM) | (PPM) (Hz)
1 CH, [17,74] 1,206 | t| 7.2 1744 1169 { 7.2 12,92 0,859(710
2 CH, [6552] 4,266 | q| 7.2 63,05 4,142 ¢ 7.2 6241 387179
3 co 163,72
4 CH [89,42] 5,760 | dd7,2;8,9 87,64 5162 m
5 CH, |[34,61 ]| Ha dd|14,5:8,962,10 | 3,871 | s 32,84 Ha |d [145
3,607 |dd|14,5:7,2 3,228 |d 14,5
6 C 134,97
7 [ 131,92
8 CH 131,897,170 [d | 7,5 130,807,094 | bd| 7,9 | 129,3[756,734 | m
9 CH 131,607,126 |d | 7,5 129,617,039 | m 127,836,669 | m
10 C 132,81
11 CH |130,187,102 |s 131,177,034 | s 130,226,667 | s
12 CH, [19,31 2300 | s 1959 2,239 17,58 1,941 s
13 CH, [19,31 2300 | s 21,80 2,253 < 1990 1,962] s
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Capitolo 5: L'effetto NOE e I'esperimento 2D-NOESY

5.1 L'effetto NOE?

L’effetto nucleare Overhauser (NOE) si definisce come laugmrione dell’intensita di una
data riga di risonanza qualora se ne irradi un’altra accoppiata dipolarmentaad ess

Un prerequisito per avere quest’effetto € che il rilassamentorsficolo dei nuclei sia
dominato dall’accoppiamento dipolare; ci deve essere in pratica, unzagpipite cross-
relaxation

L'effetto NOE e largamente impiegato per due scopi principaliimento dei segnali di
nuclei a bassa sensibilita comé3C e lo studio del meccanismo dipolare per il rilassamento
spin-reticolo allo scopo di ottenere informazioni sulle distanze internutleari.

Il meccanismo con cui avviene la variazione di intensita, pud essengreso considerando
un sistema di spin IS ( con | e S, entrambi nuclei a spin 2)uenasslo inizialmente che il
rilassamento sia interamente di origine dipolare. Questo sistequattro livelli e illustrato in
figura 5.1. Si vede facilmente che le intensita dello spin S non soheerinfite dalla

saturazione delle risonanze dello spin I, a condizione che entranttensgezioni | siano

w2
WO
Wil W18
o

o

ugualmente perturbate.

Figura 5.1: Diagramma dei livelli energeticidil ed S

L'effetto Overhauser € generato solo se, effetticdiss-relaxationentrano in gioco per
ristabilire I'equilibrio.

Il risultato € una distribuzione di tipo stazionario, che rifletecdmpetizione tra I'effetto
perturbativo del secondo campo a radiofrequenze B diverse vie di rilassamento.

Il rilassamento opera attraverso le probabilita di transiziosemgolo quanto W(in cui si
inverte il solo spin 1) e W(in cui si inverte il solo spin S), la probabilita di transizioreeeo-
quanto W (in cui | e S si invertono in senso opposto) e la probabilita(iWcui | e S
invertono nello stesso senso). | termincdbss-relaxationWV, e W sono importanti solo nel

meccanismo dipolo-dipolo. Nella situazione pratica le popolazioni di swin perturbate
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simmetricamente: entrambe le transizioni | sono totalmenteasated entrambe le transizioni
S sono ugualmente influenzate. Le deviazioni delle popolazioni di spireglalibrio di
Boltzmann possono essere rappresentate da due nameh, definiti come:

2a=S, - § 2b=1,-1, (5.1)
dove h e S sono le rispettive intensita all’equilibrio di Boltzmann e sono tegialla
relazione:

1,/S=9,19s (5.2)
Quando la popolazione di spin di ogni livello devia dall’equilibrio, ¢’ un quesate flusso
di spin nella direzione che porta verso I'equilibrio e questo flussogopionale alle relative

differenze di popolazione e alle probabilita delle transizioni che operano nedmkas®:

O(IJI_rtll = 2aW, + 2bW + 2(a+b)W, (5.3)

Z—? = - 2aW, + 2bW - 2(a- bW, (5.4)
di conseguenza:

d(nld_t nz) — Za(Z\NS +W2 +WO) + Zb(\N2 - VVO) (5.5)

In condizioni di stato stazionario questa derivata deve essere zgudi risulta come
espressione generale:

alb=MW, - W))/(2W, +W, +W) (5.6)
La condizione che gli spin | siano saturatiQ, pud essere ora inserita, dando I'espressione
2b =-1,. Riconsiderando I'equazione (5.2) si ha:

p=2S- Wl g (5.7)
S (AW, +W) g

Il parametra?& chiamato fattore di guadagno nucleare Overhauser. E pil utitdacald
rapporto secondo cui I'intensita del segnale S é variata, dato da:

S /1S =1+h (5.8)
E’ noto che per un rilassamento puramente dipolare, il peso relatieovede probabilita di

rilassamento & dato da:

W, :Ws :Wp=12:3:2 (5.9)
Da questo rapporto deriva I'espressione semplificata:
1+h=1+059 (5.10)
9s
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Questa relazione ha una particolare importanza nel caso detfi 8pet’C; in questo caso,
infatti, gli spettri sono registrati irradiando a banda largla dtequenza del protone, questo
comporta un guadagno di tipo NOE per i segnali'd@ilegati ad almeno utH, che pud
essere stimato proprio grazie all’equazione (5.10).

Quando l'interazione dipolo-dipolo € solo uno dei molti e differenti mesoanidi
rilassamento in competizione, non si osserva il pieno guadagno nuclearbaser.

L'equazione (5.7) deve essere modificata per considerare un’altrebjitabadi transizione a
singolo-quantoW, , che funziona come una via di “dispersione” e attenua il guadagno

nucleare Overhauser.

p=2S- VoW & (5.11)
S (NG 2N W, + W) g

Nel caso limite in cui 2W>> (W»>-W,), il fattore di guadagno va a zero.

Un’applicazione completamente differente dell’effetto nuclearerl@weser consiste nella
determinazione delle distanze internucleari, solitamente interprotoniche.
Le probabilita di transizione @iross-relaxationrsono correlate alla distanza internuclegge
attraverso l'espressione:

W, - W, = 0.5% (5.12)

c'Is

dove f.e il tempo di correlazione necessario per una riorientazione malecduesta
espressione permette di ottenere una accurata determinaziorgisiatiaar . Il problema e

che il termine W, presente nell’equazione (5.11), non & conosciuto.

Distanze internucleari relative possono perod essere misgeatdue guadagni nucleari
Overhauser sono determinati per lo stesso spin osservato S, meattgaprima un vicino |,
poi un altro vicino R. Questo & possibile perché il fattoserihane costante, e se il sistema

di spin I-S-R si trova su una parte rigida della molecola, iptemi correlazionef. € lo

stesso. Quindi, stabilito che non ci sia NOE tra | e R, il rapmath effetti Overhauser €

dato da

USORSLE (5.13)

R
hs(R)  1g

In molti casi pratici la situazione € complicata dalla presetizaltri spin interagenti ed e

preferibile utilizzare un’espressione pitl generale, anche se il principingilnatesso.
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La trattazione esposta precedentemente presuppone la condizione cheetdazione
molecolare sia veloce se paragonata alla frequenza di precedsibaemor, cio dipende
dalla mobilita della molecola e in particolare dalla sua velocita di tumbling.

Molecole piccole (<1000 Da) in soluzione, in condizioni standard, si muovono magrtia e
producono un NOE negativo sulle risonanze protoniche, al contrario, macroraokecol
aggregati molecolari (>3000 Da) si muovono lentamente in soluzionedeqano un NOE
positivo; molecole di medio peso molecolare (1000-3000 Da) che hanno una vdlocita
tumbling “intermedia” possono manifestare un NOE che va da valoriy@sitalori negativi

e generalmente piccoli.

Un effetto spurio da tenere presente analizzando macromolecoleegatggnolecolari € la
spin-diffusion,una specie di dispersione che si propaga attraverso la nube ciraditant
protoni! Questo problema pud essere ridotto tramite misure dell’effetiearecOverhauser
transiente prima che ci sia un’apprezzabile spin diffusione.

I metodo basato sull'effetto NOE, pur presentando qualche difficditaitazione, permette
di ottenere utili informazioni, infatti, nel caso in cui non sia poksitefinire con precisione
la distanza internucleare, si € comunque in grado di stabilire seudle si trovino o no sulla

stessa parte della molecola e, in genere, a distanze inferiori a circa 5A.

5.2 L'esperimento 2D-NOESY

L'esperimento 2D-NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement SpectrdspopYessere
considerato come la versione bidimensionale dell'esperimento "trah&BE"? Il "transient
NOE" induce il guadagno NOE applicando un impulso a 180° ad una delle risonanze
risulta un'inversione delle popolazioni dei livelli associati con lo §pila distribuzione di
non-equilibrio non & mantenuta continuamente, come re#ady-stateNOE, quindi il
guadagno NOE del segnale di | raggiunge un massimo e poi diminuisce.

La sequenza utilizzata nell'esperimeh@D-NOESY & riportata in maniera schematica in

figura 5.2:

90°

20° 9(°
I 1 I T iz

Figura 5.2: Sequenza di impulsi per I'esperimento 2D-NOESY
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Si puo vedere che la sequenza consiste essenzialmente di tré anaul®frequenze di 90°

ciascuno e di tre tempi indicati cortyeo tempo d’evoluzione, o mixing timeet, o tempo di
acquisizione. Il primo impulso 690‘; porta la magnetizzazione sul piano xy. Gli spin

cominciano, quindi, a precedere, durante il tempo di evoludiomel sistema di riferimento
del laboratoripalla frequenza di Larmor caratteristica, in completa analogmun classico
esperimento NMR monodimension&ld. tempo di evoluziond; non & un parametro fisso
allinterno di uno stesso esperimento ma € progressivamente varesioda creare una
modulazione della ampiezza della magnetizzazione che, dopo trastainkaurier nelle due
direzioni, genera i caratteristici spettri 2D. Il secondo impusls@O‘; ruota i vettori di
magnetizzazione cosi che si abbia una componente lungo l'asse z.

Durante il seguente periodo di mescolamenie componenti della magnetizzazione lungo
'asse z scambiano sotto linfluenza detleoss-relaxation Le componenti trasversali non
SONo necessarie e possono essere eliminate trampit@ske-cyclingp 'uso dei gradienti di
campo pulsato (v. capitolo seguente). Infine, il terzo impulﬁﬁo)a crea nuovamente una
magnetizzazione osservabile, portando sul piano xy le componenti prima presesseull’a
Quindi il vettore di magnetizzazione |, di un sistema di spin ISceplera con la sua

caratteristica frequenza di Larmer, durantet; Durante il mixing time , parte di questa
magnetizzazione é trasferita allo spin S , ad una velocita detganallacross-relaxatiortra
i due spin. La magnetizzazione trasferita precede, poi, dutamtéa frequenza di Larmor
dello spin S,wg. La parte di magnetizzazione, che non era stata ruotata silPassl
secondo impulso 890?(, continua invece a precedeterrante t; alla frequenza, . La

discussione precedente vale in maniera analoga e simmetrica per lo spin S.
Dopo una doppia trasformata di Fourier rispettg @t si ottiene uno spettro bidimensionale

del tipo mostrato in figura 5.3.

A I

Figura 5.3. Rappresentazione schematica di uno spettro 2D-NOESY
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Si osservano picchi diagonali generati dalla magnetizzazione ché mograta durante e
crosspeaksgenerati dal trasferimento di magnetizzazione tra i due s@nS. Questo
trasferimento € dovuto all’effetto nucleare Overhauser. Poiché questesso dipende anche
dalla distanza tra i nuclei,crosspeakgorrelano risonanze che sono accoppiate attraverso lo
spazio e la loro intensita & inversamente proporzionale alla sestaza della distanza tra i
nuclei interagenti. A parita di mixing time i contatti NOE tnuclei vicini nello spazio
saranno dunque piu intensi dei contatti NOE tra nuclei lontani.

Rispetto alla mobilita delle molecole la mappa bidimensionale rerastNOE negativi
(tumbling veloce) che avranno la fase opposta ai picchi sulla diagomatere NOE positivi
(tumbling lento) avranno la stessa fase dei picchi sulla diagonale.

E’ da notare perdo che anche i trasferimenti di saturazione doveticeni di scambio
chimico o conformazionale hanno la stessa fase dei picchi sullandiage possono essere

confusi con i NOE positivi.

5.3 Il fenomeno della spin-diffusione e scelta del mixing-time

Da quanto visto fin qui risulta che uno dei parametri piu importantiupeesperimento
NOESY e il tempo di mescolamentarixing-time.Questo € un tempo d’attesa che non viene
variato durante l'esperimento. Poiché il trasferimento di magrtiane tra nuclei
interagenti avviene proprio durantela scelta di questo parametro risulta fondamentale ai fini

della riuscita dell'esperimento NOESY. Generalmente, i valori dono dell’ordine delle
centinaia di millisecondi e nella scelta si tiene conto delleedsioni della molecola in

studio; solitamente, pit la molecola & piccola p&igrande.
Nel caso di compless-p e di micelle, la scelta del mixing time e particolarmerrigica.
Come indicato in precedenti lavdriper questi sistemi I'utilizzo di valori di anche

relativamente brevi (50-100 ms) puo comportare la presenza nello sgiepiochi di
correlazione dovuti a fortgpin-diffusione

La presenza di questo tipo di picchi puo portare ad interpretaziote,a@nm@oducendo nello
spettro contatti non reali. Daltra parte, il fenomeno della spirfusidne, o piu
semplicemente, del trasferimento di magnetizzazione da uno sfaltrale osservabile
solamente in regime di tumbling lento o di scambio chirfiicid, significa che la presenza di
spin diffusione in uno spettro NOE registrato su soluzioni di normat®sita e indicativa
della presenza di grandi sistemi molec8lamome, macromolecole, liposomd aggregati

ordinati/?
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54 Esperimenti 2D NOESY condotti sulle Cloroacetammidi

Per confermare la presenza di complessi ad alto peso moleoolaotuzione, sono stati
condotti esperimenti 2D NOESY sulle tre cloroacetammidi (Meldta, Acetochlor,
Pretilachlor) utilizzando tempi di contatto molto diversi (10-400msim#&re dopo ogni
esperimento 2D & stato registrato lo spefittger accertarsi che il campione non vari durante
I'esperimento. Per tutti e tre i campioni € stato osservato urpatamento analogo, in
particolare, sugli spettri NOESY a differenti tempi di coatath 10ms a 400ms i crosspeaks
NOE del monomero sono negativi, mentre i crosspealativi allaggregato appaiono tutti
positivi e mostrano una marcata spin diffusione. La figura 6.4 mostralegipospettri 2D
NOESY ottenuti ad un tempo di contatto di 400ms:

M

Figura 5.4: 2D NOESY ad un tempo di contatto di 400ms di un campione di Metolachlor
(4.7x10°M) in una soluzione 0.22mM di DSA in;D. | crosspeaks negativi del monomero
appaiono in blu; i crosspeaks dell’aggregato appaiono in rosso. Questo spattda alcuna
informazione.

Diminuendo il tempo di contatto a 100ms e ancora visibile spin diffusioneressspeaks
dell'aggregato. Solo con un tempo di contatto di 10ms non € piu presentbffggiione e si
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osserva per I'aggregato una serie di crosspeaks NOE positivisiietdoen definiti; i contatti

NOE del monomero, chiaramente, non sono piu visibili (figura 5.5).

1

d
i

Figura 5.5: 2D NOESY ad un tempo di contatto di 10ms di un campione di Metolachlor
(4.7x10°M) in una soluzione 0.22mM di DSA in,D.

5.5 Esperimenti 2D NOESY condotti sui 3-fenil-2-nitropropanoati di etile

Gli esperimenti 2D NOESY a diversi tempi di contatto (10-400mseywes sui 3-fenil-2-
nitropropanoati di etile hanno condotto ai seguenti risultati:

I contatti NOE relativi alla specie monomerica appaiono tutti negativi;

i contatti NOE relativi all’ aggregato appaiono in parte positivi e in parteinega
Tale risultato, diverso da quello ottenuto nel caso delle cloroacadanpmo essere spiegato
considerando che gli aggregati dei nitropropanoati posso assumere digrfermazioni in
equilibrio tra loro, infatti, come mostrato precedentemente nel (adoad.3, rispetto alla
scala dei tempi NMR I'equilibrio tra il monomero e I'aggregatestremamente lento, mentre
I'equilibrio tra le diverse conformazioni dellaggregato & sidfitcemente lentd da
permettere di osservare le diverse specie presenti; ciadsice nello spettro 2D NOESY in
contatti NOE, generalmente molto piccoli, positivi 0 negativi aoseéa della maggiore o

minore mobilita della conformazione in cui si trova I'aggregato.

51



Gli esperimenti 2D NOESY mostrano, per entrambe le classindposti studiate, la presenza
di aggregati ordinati ad elevato peso molecolare. In particolansultati ottenuti per i
nitropropanoati confermano la presenza di equilibri complessi tra pailespggregate, al
contrario, le cloroacetammidi mostrano contatti NOE coerenti: tvegaer la specie
monomerica e positivi per I'aggregato con evidenti effetti di giffiisione entro un ampio

intervallo di tempi di contatto (20-400ms).
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Capitolo 6: Studi di diffusione mediante NMR

6.1 Introduzione

Questo capitolo ha un duplice scopo: introdurre le basi teoriche déilsialie Eelf-
diffusion e spiegare come la Risonanza Magnetica Nucleare a gradii@@mpo pulsato
(Pulsed Field Gradient PFG) possa essere utilizzata per le misure dod#fus

La descrizione sara limitata alla diffusione isotropa in un mezmogeneo anche se alcune
conclusioni possono essere generalizzate al caso di diffusione @pésofPoiché le
dimostrazioni matematiche legate alla diffusione sono piuttosto ess®led esulano dallo
scopo di questa tesi, verranno enunciati i principali risultati oncttee le dimostrazioni. Per
una trattazione completa dell’'argomento si rimanda ad eccebstitpresenti in letteratufa.

Il libro di Callaghan in particolare nei capitoli 6 e 7 descrive in dettaglio compossa
studiare la diffusione usando metodi NMR.

6.2 Diffusione

Allo stato liquido la diffusione € definita come il moto traslazionale casliat®lecole o ioni
derivante dall’energia termica molecolare in condizioni di equdilbermodinamico. Come
tale, differisce dalla mutua diffusione e dalla convezione, che sono daogpgdtivamente, ali
gradienti di concentrazione e di temperatura; tali forme diptr&s non verranno
ulteriormente approfondite; per una descrizione completa si rimanda a tesitispédi
Nel 1828 Brown defini la diffusione come lo spostamento netto delle aleleel tempo
dovuto agli urti casuali tra le stesse. La diffusione traslal@pm@ non confondersi con la
spin diffusione né con la diffusione rotazionale, € la principale falinrasporto. Come verra
spiegato in seguito, il moto traslazionale di una molecola in soluzioteessere descritto
mediante un cammino casuale a tre dimensioni.
Nel caso di diffusione in tre dimensioni in un mezzo isotropo non delonEnstein mostro
che lo spostamento medio di una molecola che diffonde in un teengato da:

S=+/6Dt (6.1)
dove D ¢ il coefficiente di diffusione della molecola ed il fattore éegato ai tre gradi di
liberta associati alla diffusione in tre dimensioni. Il coeffite di diffusione traslazionale per
particelle non cariche a diluizione infinita e legato alla vigaoslel mezzo mediante

I'equazione di Einstein-Smoluchowski:
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KT
D :T (6.2)

dovek e la costante di Boltzmanii, € la temperatra assoluta €@ un fattore di frizione
idrodinamica. Per una sfera che si muove in un flusso laminarétoilefali frizionef & dato
dall’equazione di Stokes:

f =6phR, (6.3)
dove A rappresenta la viscosita del mezzo Bd il raggio idrodinamico. Il raggio
idrodinamico di una molecola puo essere messolaziome al suo volume specifico parziale

v e al peso molecolaM secondo I'equazione:

R, =3V (6.4)
4N

dove N e il numero di Avogadro. Il volume specifiparziale puo essere determinato

sperimentalmente, kepud essere espressa come:

R
= N (6.5)
doveR e la costante dei gas.
Dalla combinazione delle equazioni (6.2), (6.3)4)& (6.5) si ha che:
RT
D - 21/3 (30)4/3/7’\' 2/3 (\_/M )1/3 (66)

dove si vede che il rapporto tra i coefficienti diffusione di due particelle sferiche che

diffondono nello stesso mezzo dipende dal rappaetdoro pesi molecolari:

Dl MZ
D _ M, 6.7
D, \M, (6.7)

E da notare che questa andlisivalida solo nel caso di particelle sferichediusione diluita,
altrimenti 'equazione (6.3) deve essere modifi@atbfattore di friziond deve essere corretto

per tenere conto della forma della particella éefédtto della concentraziori®

6.3 Studi di diffusione

Le principali tecniche che possono essere utilepatr lo studio dei moti diffusionali sono: il
Light Scattering, i traccianti radioattivi, il Neoh Scattering e le tecniche NMR di
rilassamento e a gradienti di campo pulsato appliaio Spin Echo (Pulsed Gradient Spin
Echo PGSE). Queste tecniche differiscono signifieatente in sensibilifae operano su

scale di tempi molto diverse. La tecnica del Li§uattering verra trattata in dettaglio nel

prossimo capitolo, di seguito verra brevemente ritesd’utilizzo dei traccianti radioattivi,
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del Neutron Scattering e dell’ analisi dei tempi di rilassameia NMR. La tecnica PGSE

verra ampiamente descritta nel paragrafo 6.4.

6.3.1 | traccianti radioattivi

Questa tecnica e stata utilizzata per determinare i cieeffi di diffusione prima dell'avvento
del PFG NMR. La tecnica dei traccianti radioattivi richiede diséribuzione macroscopica
dell'ordine dei millimetri e per questo pud essere applicata salwlacole sottoposte a
diffusione rapida. Inoltre, questa tecnica ha molti limiti: le roole marcate con isotopi
radioattivi (traccianti) devono essere preparate e questo ricteatdlgo e competenze; |l
coefficiente di diffusione del tracciante potrebbe non corrispondere |l gledla specie

chimica principale a meno che la sua concentrazione non sia mol&y bassnpione viene

contaminato e sono possibili effetti isotopici.

6.3.2 _Neutron Scattering

Questa tecnica e sensibile alla correlazione tra le pos@miuclei in un intervallo di pochi
nanometri ed € particolarmente efficace poiché misura diretteami&a funzione di
correlazione di Van HovéQuesta funzione determina la natura dello scattering anelastico

che si manifesta quando, raggi X, luce o neutroni colpiscono un insiemartdielle in
movimento. In particolare, la funzione di Van Hove descrive la probabﬂ(t@lr,t) di
trovare un centro di scattering in posizianal tempat dato un eventuale centro di scattering
in r, al tempat = 0. Quando si utilizzano neutroni polarizzati, dallpa®zione tra le sezioni
di scattering polarizzato e non polarizzato sivice due probabilitéP(r0|r,t) ePS(r0|r,t)
dove l'ultimo termine & una funzione di autocoregédme che rappresenta la probabilita che
uno stesso centro di scattering posizionata,ial tempot = 0 sia posizionato irr al tempo

t.2° Questa tecnica & un valido strumento per lo stddite correlazioni tra coppie di nuclei e

delle distribuzioni molecolari su scala microscapic

6.3.3 _Studi di diffusione mediante tecniche NMR
Esistono principalmente due modi per determinapméfficienti di diffusione via NMR:

I'analisi dei tempi di rilassamento (metodo indiog¢te I'NMR a gradienti di campo pulsato
(metodo diretto). L'analisi del rilassamento nuctea la tecnica PFG sono legate al moto
molecolare su due scale di tempi molto differe@uindi, anche se il coefficiente di
diffusione traslazionale puo essere stimato ina@niti i casi, le due stime saranno in accordo
solo a determinate condizioni.

Poiché il tempo di rilassamento degli spin nuclefypende dal tempo di correlazione delle

molecole e, di conseguenza, dai dettagli dellausifine molecolare, esso rappresenta, in
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generale, un valido metodo di studio del moto molecolare in un liquido e ticofae, della
diffusione. Il rilassamento e sensibile alla diffusione rotazigralentre la tecnica PFG e
sensibile alla diffusione traslazionale. Il primo metodo da infoilomazu una scala di tempi
che va dai micro ai nanosecondi, che € l'ordine di grandezza del tencporelazione del
nucleo, mentre la tecnica PFG opera su scale di tempi che vanno dai millisecocoindi. se
Sia la traslazione che la rotazione delle molecole possono infhedfimtensita e la direzione
del vettore internucleare per nuclei di differenti molecole in goidio e cid causa delle
fluttuazioni nelle energie di interazione tra diversi dipoli magneQueste fluttuazioni
portano ad un rilassamento spin-rerticolo di tipo dipolo-dipolo. | templadisamento NMR
possono essere utilizzati per stimare la diffusione rotazionetgamte opportune equazioni.
Comunque, potrebbero sorgere diverse complicazioni a causa dei contribatiridi
meccanismi di rilassamento, ad esempio: la rotazione degli Hmopppiamento scalare in
T,, I'impossibilita di separare il contributo traslazionale da quellazionale inT; e possibili
contributi inT, di impurezze paramagnetiche in tracce. Inoltre, nel caso di melgcidi, la
presenza di molteplici tempi di correlazione come quelli dovuti @ segmentali, rende
difficile I'interpretazione dei dati di rilassamento.
Tipicamente, vengono analizzati i dati di rilassamento per detareni., il tempo di
correlazione rotazionale di umaobe (sonda). . puo essere cosi correlato alla viscosita della
soluzione e, quindi, al coefficiente di diffusione traslazionale mediante I'equatii@ebye:
4phR,,°
©T T
dove Ry € il raggio idrodinamico introdotto precedentemente. Riarrangiandguazioni

(6.8)

(6.2), (6.3) e (6.8), si ottiene il coefficiente di diffusione traslazie, D. E necessario
comunque tenere conto di un certo numero di supposizioni: bisogna conosacsreahismo
di rilassamento dellprobe ed essere in grado di discriminare tra i contributi intra et int
molecolari al rilassamento, inoltre, € necessario chadhe stessa, sia sferica se si vuole
caratterizzare la sua dinamica di rotazione mediante un unicpotein correlazione.
Quest'ultima supposizione e legata all’equazione di Debye cle vaktla solo se larobe
percepisce la soluzione come un continuo e cio non & necessariamentedveende dalle
dimensioni dellgproberispetto alle molecole della soluzione.

Da quanto detto, si comprende come lo studio dei tempi di rilassamenéssrre utilizzato
per determinare il coefficiente di diffusione di una molecola seitdenin casi specifici, in

contrasto con la tecnica PFG-NMR che stima il coefficiente di diffusione in moettodi
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Un altro approccio alle misure di diffusione mediante I'analisitdeipi di rilassamento si
basa sullo studio di nuclei quadrupolari, cioé nuclei che hanno numero quarsiiioldt /..
Quando tali nuclei sono covalentemente legati alla molecola, #xiteve nucleare di
quadrupolo solitamente supera di gran lunga tutte le altre e, poiah&irkerazione
intramolecolare, solo il contributo rotazionale Bue importante. Una trattazione completa

del moto isotropo ed anisotropo viene data da Huntté$s.

6.4 La tecnica PGSE

6.4.1 QOsservazioni preliminari

Uno dei metodi piu utili per lo studio della diffusione € 'NMR adjeati di campo pulsato
(PFG-NMR)®** Originariamente, come notato da Stilbs nella sua fondamentalegras
sulla tecnica PGSE, tale metodo era esclusivamente utilizzato nel dominio dei tenopi. L
sviluppo della spettroscopia NMR in trasformata di FotftigfT NMR) e i primi lavori di
Vold e collaboratofi’ e di James and McDonafdcontribuirono all’avvento della versione
della tecnica PGSE nel dominio delle frequenze. L'insieme dpldicazioni analitiche di
questa nuova versione furono dimostrate da Stilbs e MoSefgtualmente la tecnica PGSE
e utilizzata per lo piu nel dominio delle frequenze, la cosiddettace FT-PGSE alla quale si
fara riferimento nei paragrafi seguenti.

In linea di principio, poiché un nucleo attivo al’lNMR viene univocamentatifieato dalla
sua frequenza di Larmor, in NMR la sensibilita al moto € nedassente correlata al moto
dei nuclei. La scala dimensionale della tecnica PFG copre fliditra la tecnica di Neutron
Scatering polarizzato ed il dominio macroscopico. Infatti, PFG wsselistribuzioni

molecolari comprese tra Onin e 100mm.?°
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Tabella 6.1Intervallo di distribuzioni molecolari, tempi di misura e coeéfiti di diffusione

caratteristici delle tre principali tecniche utilizzate per le n@slirdiffusione

Intervallo
Tecnica o Distribuzioni Coefficienti di
Tempi di misura : e .
molecolari diffusione

Traccianti radioattivi Molto ?g?nablle > 1000nm [ >10° m? s* 1P
Polarized neutron [d] [d.e] 9.2 1[d]
scatterinf§’ » 10 ns <0.01mm >10"m"s
PFG-NMR 1ms-1000ms 44 _q1pgmbel  10%-10° mPstla®)

[ Rif. 15; P Rif. 7; [ Rif. 20; [ | limiti indicati si riferiscono al Neutron Scattering
convenzionale ma possono essere aumentati di due ordini di grandeizatiligeasla tecnica
Neutron Spin Echo. Vedi Rif. 3 e 1%:Rif. 14; Rif. 3.

Su gquesta scala dimensionale € possibile osservare soluzioni dinmoéole, strutture

mesofasiche di cristalli liquidi, emulsioni e aggregati biologici altameispersi.

6.4.2 _Principi
La tecnica PGSE sonda il moto di una particella misurando il sutaspasto a due tempi

distinti: t =t, et =t, + D, doveD é chiamato tempo di diffusione, in pratica, da informazioni

sullo spostamento delle particelle che avviene durante il periodendot® lungo I'asse del
gradiente. Questa informazione puo essere correlata al cogffidediffusione. Comunque,
e importante notare che questa tecnica non da alcuna indicaziong didethodo in cui la

particella si muove nel passare dalla posizione iniziale a qfisfie. In particolare, la

tecnica PGSE e legata alla funzione di autocorrelaziB;(Q,|r,t) che rappresenta una

probabilita condizionale che verifica I'equazione di diffusione.

Si consideri la probabilit@l(r ,t) di trovare una particella in posiziomeal tempa, data da:
R(r,t)= r(ro)P(rO|r,t)dr0 (6.9)

dove, r(r,) & la densita della particella e, quindi{r,)P(r,|r,t) & la probabilita che la

particella parta da una posiziomg ed arrivi adr in un tempd. Integrando su, vengono

prese in considerazione tutte le possibile posizigmiali. Pl(r,t) descrive la probabilita di

trovare una particella in una certa posizione adarto tempo ed € quindi, assimilabile ad una
concentrazione.

Dalla seconda legge della diffusione di Fick sthe:
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ﬂc‘("rt,t) =DRN2x(r ,t) (6.10)

dove c(r,t) € la concentrazione espressa in termini di numero di particellega di volume

e D é il coefficiente di diffusione. Tale legge puo essere tiaci termini di probabilita

P(r0|r ,t) con la condizione iniziale che:
P(r0|r,t):dD (r-r) (6.11)
dove, g, € la funzione delta di Dirac. Percigfr,t) pu0 essere sostituito d%(ro|r,t) e la

(6.10) diviene:

‘ﬂP(rO|r ,t)
qt

P(r0|r,t) e dettopropagatore della diffusioneéNel caso di diffusione in tre dimensioni in un

= DR2P(r,|r ,t) (6.12)

mezzo isotropo ed omogeneo, la (6.12) puo essere risolta utilizzandpiémseondizioni al

contorno:
lim P(r,r,t)=0 (6.13)
e la soluzione & data da:
2
P(rolr t)= (40Dt) > exp - (o) (6.14)

4Dt

Questa relazione puo essere letta come segue:sistéma infinitamente grande, la funzione
di distribuzione radiale degli spin rispetto adtempo di riferimento arbitrario & Gaussiana. E
da notare che la (6.14) non dipende dalla posizioizéale r, ma solo dalla distribuzione
netta, R, denominata distribuzione dinamica e definita come

R=r-r, (6.15)
La soluzione dell'equazione (6.12) diviene moltal ptomplicata nel caso in cui la
distribuzione delle particelle sia vincoldtan tal caso, P(ro|r,t) non sara Gaussiana e

dipendera dalla geometria del mezzo.

Si consideri, oras (ro), la probabilita che uno spin parta da una poseigral tempat = 0.
Per definizione si ha che:
r(ro A, =1 (6.16)

Dunque, la distribuzione quadratica media e data da
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+¥

<(r - ro)2> = (r- o) r(ro)P(ro|r thirdr (6.17)

-¥
utilizzando P(r0|r,t) ricavata dall’equazione (614) e risolvendo la (6.17) in base Cartesiana
si ha:

§2:«r-5Y>:nDt (6.18)

dove S € la posizione media, introdotta nella (611 uguale a 2, 4 o 6 per la diffusione a
una, a due o a tre dimensioni, rispettivamenikeeeil coefficiente di diffusione. Dalla (6.18)
si vede che la distribuzione media varia linearmente col tempmoci@ valido nel caso di
diffusione vincolata in cui la posizione delle molecole e condiziondta daometria del
mezzo. Di conseguenza, in questo caso, il valoi2 whisurato, non € il vero coefficiente di
diffusione ma e ueoefficiente di diffusione apparent®,,

Si possono distinguere principalmente tre tipi di vincoli che influenzanotd molecolare: il
primo si ha quando, durante I'osservazione del suo moto, una molecola incdatbmadere
in diverse occasioni; nel secondo caso, durante il tempo in cui siameuliffusione, la
molecola pud legarsi ad una molecola piu grande, riducendo, quindi, il od#icdi
diffusione; terzo, la molecola ha un’elevata probabilita di incontitire molecole durante il
tempo di osservazione. In tutti e tre i casi viene utilizzatoogfficiente di diffusione

apparente.

6.4.3 Approccio macroscopico

Le misure di diffusione mediante NMR si basano sull'utilizzo deidgnti di campo

magnetico, tali gradienti, possono essere applicati lungo una @elbedrdinate cartesiane.
Ovviamente, nel caso di diffusione isotropa i risultati saranndegss In questa trattazione,
comunque, si assumera che il campo magnetico statico sia allineafo I'asse z e si
considerera il gradiente sulla componente z del campo magnetico esterno.

Matematicamente, queste assunzioni si traducono in:

B, =B,e, (6.19)

gO NBOO 1-[BO

y e +-—2e =—"Ceg 6.20
v’ 1z z (6.20)

Una buona trattazione del problema si trova nel lavoro di &aeetella monografia di

Kimmich.?2
Il campo magnetico effettivdd,, sperimentato da uno spin nucleare posizionato & dato
da:
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By (r)=B,+gx (6.21)
E possibile semplificare la (6.21) considerando solo un unico gradietémteokingo I'asse
z, in questo modo si ha che:
9= (6.22)
e il campo magnetico effettivo sperimentato da uno spin nuclearengivignzione
unicamente della sua componente z e sara dato da:
B.¢(2) = B, + 9>z = (B, + g2)e, (6.23)
In maniera analoga, la frequenza di Larmor di uno spin nucleardusetiane unicamente
della componente z:
w(2) =-ng(B, +g2) (6.24)
dove g & il rapporto giromagnetico dello spin nucleare osservato (el)gdn & I'ordine di
coerenza quantica considerato. Chiaramente, la (6.24) é valida solam@etgmpo in cui €
applicato Iimpulso del gradiente. E importante notare che I'apptinazdi un gradiente
omogeneo di ampiezza nota su un campione, impone una marcatura spdaidtecgienza
di Larmor dello spin nucleare rispetto alla direzione del gradiente stesso.
Verranno sottolineate ora, alcune differenze tra il metodo a gtadséatico rispetto e quello
con gradienti ad impulsi. Come detto in precedenza, la dipendenzasptialfrequenza di
Larmor viene generata dalla presenza del campo magnetico angiraiti senso stretto, tale
gradiente puo essere sia continuo che ad impulsi. Storicamentepdaregradiente statico
fu il primo ad essere utilizzato ma vi sono diverse ragioni pguddi i gradienti ad impulsi di
campo magnetico risultano piti convenienti dei gradienti statiefice li ha recentemente
riassunti come segé:
Poiché durante l'acquisizione il gradiente non e applicato, la laxghdizlinea non
viene allargata dal gradiente stesso, cioe, la risoluzione apetiene preservata ed il
metodo €& adatto per la misura di coefficienti di diffusione di pituda specie

simultaneamente;

La potenza della radiofrequenza non deve essere aumentata per coenpensar

I'allargamento di banda causato dal gradiente;

L'utilizzo di gradienti piu ampi consente di misurare coefficiaditidiffusione piu
piccoli;

Il periodo di tempo durante il quale viene misurata la diffusione élég@mto, poiché

il gradiente & applicato ad impulsi; cio e particolarmente iraptet per gli studi di

diffusione vincolata;
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Mediante i gradienti ad impulsi €, normalmente, possibile sepatareffetti di
diffusione dal rilassamento spin-spin.
Nelle misure di diffusione mediante PGSE €& necessario teresenpe che oltre al gradiente
di campo magnetico ad impulsi, possono essere presenti gradidatckdjround dovuti a
disomogeneita del campo magnetico principale o a differenze ditthuistemagnetica
all'interno del campione. Comunque, in un mezzo omogeneo, i gradienti adiiaypulisati

sono generalmente molto piu forti dei gradientackground

6.5 Diffusion-Ordered NMR Spectroscopy (DOSY)

Una review completa dei requisiti di base del DOSY, per l'aczjorseé dei dati ed il
processing € stata redatta da Joh8drDOSY richiede fondamentalmente dei datasets degli
spettri NMR a gradienti di campo pulsato di alta qualita, una apptapregistrazione
dell'intensita e della frequenza delle righe di risonanza enilehzione completa di artefatti
dalla forma delle righe.

In questo paragrafo verranno trattati i punti salienti del DOSYsdm® il processing e la

visualizzazione dei dati di diffusione secondo lo schema introdotto da Morris e Jéhnson.

6.5.1 _Analisi dei dati e processing

Una serie di spettri PFG-NMR vengono registrati con un valore misprdell’'intensita del
gradiente; i dati derivanti da questi spettri vengono propriamentetit'rf\%rmediante una
Trasformata Inversa di Laplageer ottenere una mappa bidimensionale che mostra, sull'asse
delle ascisse i chemical shifts e sull’asse delle ordinate i coaffidiediffusione.
Possono essere considerati, essenzialmente, due casi a secomdastdiaa analizzato sia
discreto oppure continuo. Nel caso di un sistema discreto € assol@anmendssario
conoscere con esattezza il campione, poiché i soli dati inizialiseaon sufficienti per
distinguere una distribuzione continua da una serie discreta di compatienstesso
chemical shift. In caso di dubbio riguardo alla natura della soluziomeridvie Johnson
raccomandano di usare preventivamente un metodo che tratti distribuzioni céhtinue.
Molti sistemi di interesse, come polimeri e vescicole, soncttearzati da distribuzioni
continue di coefficienti di diffusione. Il primo programma utilizzger I'analisi DOSY di
dati polidispersi € CONTIN che esegue umeasformata Inversa di Laplacelei dati
acquisiti’’ L'uso di CONTIN nelle applicazioni DOSY & relativamente séceplpoiché
richiede I'immissione di un valore di soglia ed il programma famidirettamente lo spettro
di Laplace. Per la visualizzazione dei dati, CONTIN impiegaproaedura di smoothing che

rappresenta il maggior limite di questo programma poiché provatadamento di tutti i
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picchi cosicché anche componenti monodispersi mostrano una considerevioézargli
riga®

E necessario sottolineare che DOSY & fondamentalmente un modo dizzéeadati di
diffusione derivanti da PFG NMR. Negli ultimi anni I'acronimo DO$\ivenuto sinonimo
non solo della modalita di visualizzare i dati, ma anche dellaspondente sequenza di
impulsi e dell’hardware associati all’esperimento di diffusioRNi cui risultati possono
essere eventualmente visualizzati su una mappa bidimensionalen&sistetteratura diversi
lavori che trattano il DOSY come un esperimento vero e proprio. izzildel DOSY come
aiuto per I'assegnazione spettrale € ampiamente riconosciutonest®munque altri metodi

di processing consultabili in letteratifra.

6.6 Misure di diffusione condotte sulle Cloroacetammidi

Al fine di stimare le dimensioni dei complessi a cui le cloroacetammidi danno luogo in
soluzione acquosa e stata utilizza la spettroscopia di Diffusidar&t NMR (DOSY). Come
spiegato nei precedenti paragrafi i dati di diffusione contenutiatasets PFG-NMR possono
essere convenientemente visualizzati come uno spettro pseudo 2D NMEheamcal shifts
in una direzione (asse orizzontale) ed i coefficienti di diffusgwiialtra (asse verticale). In
guesto modo, i composti possono essere distinti in maniera chiara sexdordodimensioni
effettive.

La visualizzazione DOSY é solo uno dei modi utilizzati per quegpdicazione e risulta
particolarmente conveniente in questo studio poiché permette di viswalgmultaneamente
le dimensioni effettive del monomero e degli aggregati in modo da poterli comParare

La figura 6.1 mostra lo spettr¢i-detected DOSY di una soluzione 5mM di Acetochlor in
D.0.
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Figura 6.1: Spettro*H-detected DOSY a 600.13MHz di una soluzione 5mM di Acetochlor in
D,O a 300K. Lo spettro monodimensionale corrispondente € mostrato in proiezione

orizzontale.

Lo spettro in figura 6.1 & stato processato imponendo che il comportadiduatt i segnali
fosse descritto da un solo decadimento esponenziale. Risultatissonolistati ottenuti per gli
altri due composti (dati non mostrati). Lo spettro monodimensionalesjgonilente é
mostrato nella proiezione orizzontale: tutti i segnali appaiono Iseftire possono essere
classificati secondo il loro coefficiente di diffusione. Inoltre, datadimento dei segnali &
stato eseguito un fitting non lineare con il metodo dei minimi qualdastto sull’algoritmo
SIMPLEX. In figura 6.2 vengono mostrate le curve di decadimento tigehée risonanze
della specie monomerica e dell’aggregato per un campione di At@mtd&nM in DO; tali
curve mostrano il logaritmo dell'intensita del segnale in funziohgukdrato della forza del

gradiente.
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Figura 6.2: Tipiche curve di decadimento ottenute per le risonanze della spenigmerica
(a) e dell’aggregatgb) di una soluzione 5mM di Acetochlor in,O a 300K. | punti indicano

I dati sperimentali mentre le linee rappresentano il miglior fitting.

In questa rappresentazione grafica, i decadimenti monoesponenziali veagpresentati da
una retta. Nel nostro caso, la figura 6.2a mostra effettivamentelecadimento
monoesponenziale delle risonanze della specie monomerica, meng@daci2b mostra un
decadimento bi- o multi-esponenziale per I'aggregato.

Questi esperimenti di diffusione permettono di chiarire due aspefortanti: primo,
mostrano che, per ogni composto studiato, tutte le “risonanze extrataiterizzate dallo
stesso coefficiente di diffusione e cio significa che appartengait® alla stessa specie;
secondo, il coefficiente di diffusione dell’aggregato appare moltworairispetto a quello
della specie monomerica, in media, da uno a due ordini di grandezzadiia che la

dimensione effettiva dei complessi € molto maggiore di quella drdlecola singola ed
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esclude la possibilita che i complessi siano formati dallo stgcHli due sole molecole;
infatti, un complesso dimerico avrebbe un coefficiente di diffusioneonsohile a quello del

monomero.

La tabella 6.2 mostra i coefficienti di diffusione per la specmomerica e per I'aggregato

ottenuti dagli esperimenti DOSY condotti sulle tre cloroacetammidi in esame

Tabella 6.2: Coefficienti di diffusione e raggi idrodinamici della specie monacae e
dell'aggregato dei tre composti studiati determinati mediasperanenti di diffusione via
NMR.

Composto Qumr Ry

(x 10* m%s™) (nm)

Monomero

Acetochlor 53 »0.4

Metolachlor 51 »0.4

Pretilachlor 50 »0.4

Aggregato

Acetochlor 1.7 »11

Metolachlor 1.3 »15

Pretilachlor 1.9 »10

| valori dei raggi idrodinamici riportati nell’'ultima colonna delleabella 6.2 sono stati
ottenuti dall'equazione di Stokes-Einstein:

D= % (6.25)

dove D e il coefficiente di diffusionek & la costante di Boltzmani, € la temperatura di
lavoro (T=300K), # €& la viscosita del solvente/if,o = 1.1095cP) edR €& il raggio

idrodinamico. E comunque necessario ribadire che la (6.25) da una buonaletiraggio

idrodinamico R nel caso di particelle sferiche in soluzioni diluite, quindi, nelocdsi

composti in esame, il valore ottenuto € solo una stima approssimativa.

6.6.1 Misure di diffusione NMR di campioni a diverse concentrazioni

Nel capitolo 3 e stato descritto il comportamento delle cloroaretdi in soluzione acquosa
al variare della concentrazione. Dall'osservazione degli sp#ftrimonodimensionali di

campioni di Metolachlor a diverse concentrazioni era evidente laafome di due diversi
sistemi aggregati.

67



A concentrazioni comprese tra 2 e 8mM si osserva la prima fagg@gata, mentre tra 12 e
35mM si ha una seconda forma di aggregazione.

Misure di diffusione via NMR su campioni di Metolachlor in cui &€ presentewiasdelle due
forme aggregate hanno consentito di stimare le dimensioni dei dogeegag e di
comprenderne il meccanismo di formazione.

Su una soluzione 25mM di Metolachlor inM@e stato eseguito un esperimento di diffusione

il cui DOSY e riportato in figura 6.3:
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Figura 6.3: Spettro'H-detected DOSY a 600.13MHz di una soluzione 25mM di Metolachlor
in D,O a 300K. Lo spettro monodimensionale corrispondente € mostrato in proiezione

orizzontale.

E stato poi effettuato un ulteriore esperimento, mantenendo i megesanmietri spettrali, su
un campione 5mM di Metolachlor in,D (figura 6.4).
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Figura 6.4: Spettro’H-detected DOSY a 600.13MHz di una soluzione 5mM di Metolachlor
in D,O a 300K. Lo spettro monodimensionale corrispondente € mostrato in proiezione

orizzontale.

Sul decadimento dei segnali dei due campioni e stato eseguitoing fiitn lineare con |l
metodo dei minimi quadrati e sono stati ottenuti i seguenti valogaddficienti di diffusione
e dei raggi idrodinamici corrispondenti:

Metolachlor 25mM: D = 1.1x I m*s* R=18 nm

Metolachlor 5mM D = 6.3x 1& m’s? R=31 nm

Da questi valori si deduce che gli aggregati che si formansse lncentrazioni (2-8mM),
hanno dimensioni maggiori rispetto a quelli che si formano a conciemirgai elevate (12-
35mM).

Si puo, quindi, concludere che: dalle singole molecole si formano ineddmaggregati di
grandi dimensioni che successivamente si sfaldano a formaregatjgo@l piccoli che
rimangono tali anche a concentrazioni elevate (35mM).

Inoltre, € importante considerare che nel campione a minore contamgramn € stato
possibile raggiungere un decadimento totale dell'intensita detb@anze e si & arrivati solo
ad una diminuzione del 75%, cio significa che nel campione sono preseatttiretaggregate
di dimensioni notevoli, non rilevabili nell’esperimento DOSY, per insigfiza dei gradienti,

ma che comportano una mancanza sul decadimento di ~25%.
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6.7 Misure di diffusione condotte sui 3-fenil-2-nitropropanoati di etile

L’analisi della diffusione via NMR sui 3-fenil-2-nitropropanoati dileetha permesso di

stimare il coefficiente di diffusione della specie monomerickeléaggregato e di osservare
quanto gia detto per le cloroacetammidi: tutte le “risonanze&’egtmo caratterizzate dallo
stesso coefficiente di diffusione e questo risulta maggiore didineodi grandezza rispetto a
quello del monomero.

In tabella 6.3 vengono riportati i valori ottenuti per i composti in esame.

Tabella 6.3: Coefficienti di diffusione e raggi idrodinamici della specie monacaee

dell’aggregato dei composti studiati determinati mediante esperimentiugioine via NMR.

Composto Duvr Rn
(x 10" m’s? (hm)
Monomero
R 60 »0.3
RCH; 59 »0.3
ROCH; 57 »0.3
R(CHg) 57 »0.3
Aggregato
R 7.7 »3
RCH; 4.2 »5
ROCH; 15 »13
R(CHa): 2.1 »9

| valori dei coefficienti di diffusione ottenuti risultano, in mediaagygiori di quelli ottenuti
per le cloroacetammidi, quindi, gli aggregati formati dai nitropnopé hanno dimensioni
minori. Anche in questo caso, non € stato possibile raggiungere un detaditoile
dell'intensita delle risonanze, quindi nei campioni sono presenti seutigregate di grandi
dimensioni, non rilevabili nell'esperimento DOSY ma visibili negledri monodimensionali
(vedi capitolo 4), nei quali si osserva nel tempo una graduale perdialdzione sui segnali

degli aggregati dovuta proprio alla formazione di queste strutture di dimensioni hotevol

In conclusione, la spettroscopia DOSY si é rivelata un valido strendénindagine della

grandezza e del comportamento dei complessiin soluzione acquosa. E ora possibile
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escludere che si tratti di complessi dimerici o di aggregatiordinati, infatti, i coefficienti di
diffusione ottenuti sono notevolmente piu piccoli rispetto a quelli deiispomdenti
monomeri e ad ogni risonanza e associato un unico valore di coeffidiediféusione. Nel
caso delle cloroacetammidi, inoltre, € stata confermata tbezia di due forme aggregate
presenti in due intervalli di concentrazione successivi; in part&gola prima forma ha

dimensioni maggiori della seconda.
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Capitolo 7: Misure di Dynamic Light Scattering (DLS)

7.1 Introduzione

Le tecniche di Light Scattering (statico o dinamico) sono metsidi Litilizzati per lo studio

della struttura di macromolecole in soluzione. Tali metodi sono atapiamente utilizzati

nello studio di polimeri sintetici, proteine, polisaccaridi, parteatblloidali e aggregati
polimolecolari, come micelle, micelle inverse, vescicole esditrme di aggregazione di
tensioattivi (surfactant).

In questo capitolo verranno presentati i principi della tecnicaol@atd’analisi dei dati e i

limiti del metodo, al fine di dare una corretta interpretaziongsaltati ottenuti nel corso di

guesto studio.

7.2 Teoria del Light Scattering

Quando un raggio di luce passa attraverso un mezzo polarizzabile|'@oajein solvente o

una soluzione di macromolecole, esso viene diffuso in ogni direzione. Quaridoela
interagisce con la materia, il campo elettrico della radreziinduce una polarizzazione
oscillatoria degli elettroni nelle molecole, le quali, divenendo swrgeecondarie di

radiazione, emettono luce (luce diffusa).

La geometria di un tipico esperimento di scattering &€ schematicamentatenosfrgura 7.1.

Q:ki_ks

Figura 7.1: Rappresentazione schematica dell’esperimento di Light Scattering.
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Un raggio incidente di luce laser, monocromatico e verticalmensgipzdto, di lunghezza

d'onda ; e vettore d’ondak (dove M:? e n é l'indice di rifrazione della soluzione)

illumina il volume di scatteriny/s contenenté particelle. La luce diffusa, con vettore d'onda

K, (dove‘ks‘ :@ ) viene osservata ad un angolo di scattegngd una certa distanza dal

S

volume di scattering.
Il vettore di scatteringQ svolge un ruolo fondamentale nella descrizione del fenomeno di

scattering; il suo modulo, nel caso di scattering elastico o quasi-elastiabdadat

‘Q‘ :@sin g (7.1)

L'intensita della luce diffusa € una funzione complessa che dipend®oltiafattori e puo
essere descritta dalla seguente relaZione

2 2
I 1 |or;L4 3_2 N(R) R’ xP(R,q) *S(R,g,concentraione) (7.2)

dove, lp € lintensita della luce incidentey e I'indice di rifrazione del solventd, é la
lunghezza d’onda (nel vuoto)nC é I'incremento dell'indice di rifrazionen(é riferito alla
soluzione)N(R) & il numero di particelle di raggR, R € il raggio della particell&®(R,g) & un
fattore di forma della particella che descrive gli effeiti interferenza all'interno della
particella sulla dipendenza angolare dell'intensita di scatterifaynisce informazioni sulla
struttura e sulla forma delle macromolec@@, g, conc.) € un fattore di struttura mediato nel
tempo che descrive gli effetti di interferenza tra pareicelipende dalla concentrazione e per
soluzioni diluite S® 1.

Nell’equazione (7.2) si possono individuare i fattori principali che infta@o I'intensita
della luce diffusa di un campione diluito contenente particelle idogda produrre scattering
della luce: il fattore di contrasto ottico (all'indice di riirane delle particelle), il numero, la
grandezza e la forma delle particelle, nonché la loro interazBmti anche la dipendenza
angolare della intensita di luce diffusa.

In particolare, il segnale tipico delle particelle in sospensipp&a essere rilevato
sperimentalmente solo se lindice di rifrazione delle pargcdlyli “scatters”) risulti
sufficientemente diverso da quello del solvente. Si usa spesso l'aidifeazione relativo,

cioé m = np/ns (gli indici P ed S si riferiscono alle particelle e alveoite, rispettivamente).
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Come corollario, sistemi particella/solvente con indice di ridm@& relativo molto vicino a
uno risulteranno difficilmente visibili in un esperimento di Light t8mng, poiché
produrranno un segnale debole rispetto al background di luce diffusa dadeoraotiel
solvente.

La dipendenza dalla concentraziond (ella formula 7.2) e dalla dimensione (quindi
polarizzabilita,R® nella formula 7.2) indicano la dipendenza della luce diffusa da proprieta
estensive quali il numero di scatters e il volume di materiadiffende la luce (volunfeo
analogament&’). In particolare, a parita di altri fattori, risulta chiaro giaeticelle grandi
diffondono la luce in modo notevolmente maggiore rispetto a particed®lpi Nei casi in
cui i fattori P ed Srisultino circa uno (particelle piccole rispetto alla lunghexpada della
radiazione incidente e soluzioni diluite, rispettivamente), I'equazié:®} indica che la luce
diffusa varia come la sesta potenza del raggio di partideltelse. In altre parole, in questa
approssimazione (Rayleigh regime) una particella di raggio 8ifiande un milione di volte
meno luce di una particella di raggio 50 nm. Da qui la conclusione, valida incasile usata
spesso come regola empirica, che la tecnica di Light Soatterstraordinariamente sensibile
alla presenza di particelle grandi, piu che alle piccole.

Mentre la discussione del fattore di strutt@rasula dallo scopo di questa tesi (per soluzioni
diluite si consideri approssimabile all’unita), € opportuno introdursggitificato del fattore

di formaP(R, g).

Il fattore P € introdotto per tener conto della forma della particella, edlézanza solo nel
caso in cui le dimensioni delle particelle siano comparabili laltbghezza d’ondd della
radiazione. Infatti, il fattord® tiene conto essenzialmente della interferenza intrapartieella
sulla radiazione diffusa emessa da una certa particella. Liegfiercon dimensioni molto
minori di / sono da considerarsi puntiformi ai fini dell’'esperimento, in tab €atende a uno

e la radiazione diffusa € isotropa. Viceversa, particelle di mbioai comparabili alla
lunghezza d’ondd della radiazione, sono caratterizzate da una dipendenza angolare dell
luce diffusa, dipendenza che pud essere predetta sulla base debadiotali particelle.
Esistono infatti delle forme funzionali & sulla base di una certa geometria della particella
(sfera, sfera cava, bastoncello, etc.). In tali Pagaria — anche di alcuni ordini di grandezza —
con la dimensione tipica della particella e con lI'angolo. In pasiieol/i sono valori che
annullanoP, producendo un minimo di luce diffusa.

In conclusione, l'analisi della luce diffusa a diversi angoli peteneli ottenere utili
informazioni sulla natura delle particelle sospese in una cede, fe di trarne delle

informazioni qualitative e quantitative, come verra esposto di seguito.
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Nel nostro studio sono stati utilizzati esclusivamente esperimeght Scattering dinamico
(DLS), percio, da qui in avanti ci si riferira solo alla desorie di questo metodo, lasciando

gli approfondimenti sul Light Scattering statico a testi specialfstici.

7.3 Teoria del Dynamic Light Scattering

In un esperimento di Dynamic Light Scattering (DLS), denominato ameasi-elastic Light
Scattering (QELS) o photon correlation spectroscopy (PCS), ledhitni temporali della
luce diffusa attorno al suo valor medio vengono registrate ed anelaizéne di stimare la
grandezza delle particelle di scattering e la loro “sizérildigion”. Tali fluttuazioni sono
originate dai moti browniani delle particelle che si muovono continuarenasualmente in
soluzione a seconda della loro grandezza: piccole particelle genBudtuazioni rapide,
mentre particelle grandi, a diffusione lenta, generano fluttuazioni lententk=igita.

L’analisi delle oscillazioni casuali dell'intensita € esegueneralmente attraverso una stima
della funzione di autocorrelazione del campo elettrico della luéasdiinel tempo, definita

come®
Gl(t):<Es(t+t)xEs(t)> (7.3)

doveE4(t) e E(t+ ) rappresentano l'intensita del campo elettricdedeice diffusa al tempbe

t + , rispettivamente, e descrivono il grado di comiglae di una quantita dinamica in un
periodo di tempo.

In un esperimento di DLS, comunque, la funzionaudocorrelazione del campo elettri€,
non viene misurata direttamente ma é ottenuta diaizione di autocorrelazione della luce

diffusa, Gy, definita come:

G,(t) =(ls(t+£)x4(t)) (7.4)
Le due funzioni sono correlate dalla relazioneidg8rt?

G, (t) = BAL+ bg?(t)] (7.5)

doveB rappresenta la linea di base € un parametro ottico. In figura 7.2 viene riptatta

rappresentazione schematica di un esperimento 8i DL
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Figura 7.2: Diagramma schematico di un esperimento di Dynamic Light Scattering.

A causa del moto browniano delle particelle di scattering, lazamhe diffusa fluttua attorno
ad un valore medio (dipendente secondo l'equazione (7.2) dalla natura debroarepi
dall’angolo di osservazione). La luce, raccolta da un fotomoltiplicatane fotodiodo, viene
convertita in un segnale elettrico. Il correlatore calcolaifeibne di autocorrelazion€&),
campionando il segnale a diversi tempigenerandone una media (eq. 7.4). Tale valore, o il
corrispondente valore calcolatg, (eq. 7.5), vengono utilizzati per le successive analisi. E’
possibile mostrare che per una popolazione di particelle di sogtteronodispersa, la
funzione di correlaziong, & rappresentata da un decadimento monoesponenziale a cui e
associata una costante di velocitQ?D (eq. 7.7), doveQ & il vettore di scattering @ & il
coefficiente di diffusione delle particelle. Risulta quindi ctedipende dall’angolo di
osservazione e dal coefficiente di diffusione delle particBlleSe una popolazione di
particelle di scattering e polidispersa, la funzione di corretey; conterra informazioni su
ciascuna popolazione e sara espressa dall'integrale su tutsibipoglori di , che, a loro
volta, dipendono dai coefficienti di diffusione delle particelle comedenziato
dall'equazione (7.7). Il raggio idrodinamicoyRlella “sfera equivalente” viene calcolato
mediante la relazione di Stokes-Einstein (eq. 7.8) che correteefiiciente di diffusione al
raggio di particelle sferichekd{ € la costante di Boltzmanf, € la temperatura e € la
viscosita del solvente).

Quindi, conoscendo la lunghezza d’onda della luce, I'angolo di scatteritegnpeeratura, la
viscosita e l'indice di rifrazione del solvente, € possibile ottehesize distributiondelle

particelle (Particle Size Distribution, PSD), per inversione di Laplada egliazione (7.6).
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E’ evidente che piccole particelle hanno un coefficiente di diffusibn@aggiore e quindi un
valore di grande, che corrisponde ad un decadimento rapido della funzione di cormelazi
Al contrario, particelle grandi genereranno un decadimento lento dafaione di

correlazione.

7.4 Analisi dei dati

Numerosi metodi vengono utilizzati per I'analisi dei dati speriaderatl fine di ottenere
informazioni riguardo alla dimensione media e aize distributiondelle particelle di un
campione.

In questo paragrafo saranno discussi brevemente i due metodi di phalcgmunemente

usati: la "analisi dei cumulanti” e CONTIN.

7.4.1 Analisi dei cumulanti

E’ utilizzata generalmente per sistemi relativamente monagisfie introdotta da Koppgke
utilizza il logaritmo della funzione di correlazione del campatied®, In[g;( )] sottoforma di
uno sviluppo in serie di potenze disecondo I'equazion&®

In[g,(¢)] = const- (G) ¢ +%><z‘2 - %%3 +... (7.9)

L’analisi € generalmente condotta utilizzando un fitting polinongalkgico ed ottenendo due
parametri: il valore diz-average < > e lindice di polidispersita P-Index, correlato
allampiezza dellsize distributiore calcolato da./< >2

Dal valore di< > viene calcolato tramite le equazioni (7.7) e (7.8) il corrispondente
averageraggio idrodinamico, che rappresenta la grandezza media delleepertQuesto
valore €, in linea di principio, differente dal raggio ottenuto dakadimpesata sul numero di
particelle a causa della natura dell’esperimento DLS: |lecpliet sono pesate a seconda della
loro abilita a diffondere la luce. Il secondo valore ottenuto e I'indigmlidispersita P-Index
che rappresenta una misura dellampiezza deit@ distribution allaumentare di P la
distribuzione si allarga.

| due parametri ottenuti dall’analisi dei cumulanti contengono infolonaziguardanti la
distribuzione ma non danno alcuna informazione riguardo alla forma o tagldetella
distribuzione. Inoltre, in casi particolarmente sfavorevoli, il metoda@amulanti € di basso
valore pratico, a causa del fatto che la funzione (7.9) non produce un bunohdeét dati

sperimentali (i.eg;), ad esempio per campioni fortemente polidispersi.
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7.4.2 CONTIN

Al fine di ottenere maggiori informazioni sultaze distributiondelle particelle &€ necessario
effettuare unaTrasformata Inversa di Laplacéell’equazione (7.6) attraverso cui viene
calcolata la funzione di distribuzione A(della variabileG(legata a sua volta al coefficiente
di diffusione mediante la relazior@= DQ?).

Tra i diversi approcci seguiti per risolvere la trasformatiaagilace, il programma CONTIN e
quello pitl ampiamente utilizzafoTale programma impiega una procedura di smoothing che
tende a ridurre la curvatura nella funzioneGA\( CONTIN & un programma complesso che
esegue due cicli: nel primo effettua un’analisi non pesata ei@sdeun set di parametri di
prova, mentre nel secondo esegue un’analisi pesata dei dati e proportedupagsametri
ottimali basati su sofisticati test statistici. CONTINparticolarmente adatto all’analisi di
risultati bimodali largamente distribuiti, di distribuzioni continudi gicchi secondari dove é
presente un componente che diffonde la luce per meno del 10% del piccpabein&’
invece meno adatto alla risoluzione di distribuzioni bimodali a picatinivo a riprodurre
strette distribuzioni monomodali.

Il programma CONTIN, come ogni altro programma di analisi dé&i OBS, fornisce una
distribuzione pesataull'intensita ogni specie e pesata sul contributo che apporta alla luce
diffusa, in accordo alla equazione (7.2). In altre parole, il fattoeesponenziale, A},
rappresenta la dipendenza dell'intensita della luce diffusa dalfardj osservazione, dal
raggio e dalla forma delle particelle come discusso in precadeazmaggiore conseguenza
di cio e che la distribuzione calcolata dipende dall’angolo di ossenee, in generale, tende

a sovrastimare le particelle grandi.

7.5 Vantaggi e limiti della tecnica

II DLS e un metodo indiretto per stimare la dimensione media, digmrsita e lasize
distribution di una popolazione di particelle. E’ una tecnica veloce, non invasiva e non
distruttiva, puo essere utilizzata in molti campi di ricerca e caratéeezari tipi di particelle.
D’altra parte, € necessario sottolineare alcuni punti che msuktauciali per una corretta
analisi dei dati:
L'importanza di utilizzare soluzioni diluite. L’equazione di StokessEin (7.8) da

una misura del raggio indipendente dalla concentrazione solo per sospéilgitai

inoltre, per sospensioni concentrate sorge la possibilita di scgtterltiplo per il

quale la procedura schematizzata in Figura 7.2 non € piu valida. $¢eticparticelle

create dall'aggregazione di piccoli monomeri (es. micelle), tquesstituisce una
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limitazione cruciale, poiché il campione non puo essere diluito abtth si un certo
valore: gli aggregati scompaiono al di sotto di una concentrazione critica.

Il campione deve essere preparato in assenza di polvere, poichéckdipati polvere
— a causa della loro dimensione — possono contribuire fortemente afitatdella luce
diffusa e, di conseguenza, pregiudicarsit distributiorpesata sull’intensita.

Le particelle non dovrebbero sedimentare, almeno nella scala dsidelfa misura
(pochi minuti), altrimenti la composizione del campione nel volume attesing varia
durante I'esperimento.

Il problema principale € legato al fatto chesiee distributionsono rilevate in termini
di intensita, che dipende da un gran numero di parametri ed in pagidalaguadrato
del volume della particella. Per una interpretazione piu accurafaraggneni in studio
sarebbe necessario ottenere size distributionpesata sul numero di particelle, ma cio
e complicato sia dal fatto che bisogna fare assunzioni sulla fibelieaparticelle, sia dal
fatto che i risultati della trasformata inversa di Laplageneainterpretati con cautela, a
causa della natura “mal-condizionata” del problema matematice elia base di tale

procedura.

7.6 Risultati e discussione delle misure di Dynamic Light Scattering

Sono stati condotti esperimenti di Dynamic Light Scattering suzgwli acquose (ED) delle
molecole in esame, cloroacetammidi e 3-fenil-2-nitropropanoati di etile, a298K.

La preparazione dei campioni € stata eseguita come segue: un’opppramtita di composto
e stata pesata direttamente nella cuvetta cilindrica disaBdlB; sono stati aggiunti 750di
D,O e successivamente il campione € stato agitato a mano per |36ampione,
immediatamente dopo l'agitazione, appare come una dispersione di oemeodi composto
in acqua. Sono state effettuate misure in momenti diversi pevassdrcomportamento del

sistema nel tempo:
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Figura 7.3: Andamento nel tempo del segnale DLS (CONTIN, 90°) relativo ad un oampi
di Metolachlor (3.2 mg/ml) in BD a 298K.

In figura 7.3 sono riportate le size distribution di un campione di Mgtda disperso in
D.0, ottenute mediante analisi CONTIN a un angolo di scattering@7. Immediatamente
dopo l'agitazione (t = 2 minuti), il campione, che appare visivamenitee cun’emulsione
grossolana, e caratterizzato da una size distribution ampia e l&nooia un picco centrato
intorno a 500-600 nm e un altro intorno a 4+41M. Questo secondo picco rappresenta
verosimilmente le gocce macroscopiche di soluto disperso nellaatagmsa. Dopo trenta
minuti (curva con quadrati pieni), si nota uno shift della size distoibwerso valori minori,

in un intervallo da 500 nm a circa rfin, in seguito a sedimentazione del particolato a
dimensioni maggiori. A circa un’ora dalla dispersione del campiam&gacon rombi vuoti)
'analisi DLS mostra chiaramente un arricchimento della fdispersa in un componente
relativamente monodisperso, di dimensioni inferiori a un micron, il @@opiisulta centrato
intorno ai 500 nm. Tale situazione si mantiene stabile per le sigeege (curva continua).
All'ispezione visiva, la dispersione appare limpida ed € presente taajcantita di prodotto
sedimentato sul fondo della cuvetta. Nella valutazione dei dati non & stato imfiegetodo

dei cumulanti in quanto risultava difficile ottenere risultati sdddenti (alto errore di fitting
dovuto all’ampiezza delle distribuzioni).

Parallelamente al Metolachlor, tutti gli altri campioni soradi stnalizzati in modo analogo. |
dati ottenuti sui vari campioni analizzati dopo quattro ore dall’zigitee manuale sono

mostrati in Figura 7.4 e i risultati riportati schematicamente in Tabella 7.1.
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Figura 7.4: Analisi DLS (CONTIN, 90°) di alcuni campioni sospesi ig) dopo circa 4 ore

dalla preparazione del campion@) Metolachlor; (b) Pretilachlor; (c) Acetochlor; (d)
ROCH; (€) RCH; (f) R(CHy)2; (9) R.

| valori dei coefficienti di diffusion® (ottenuti mediante DLS), riportati nell’'ultima colonna
della Tabella 7.1 sono stati ottenuti dall'equazione di Stokes-Eingted, utilizzando i
parametri relativi alla BD (n = 1.328,/7 = 1.1095 cP) e scegliendo come valore di riferimento

il raggio piu probabile (R may della relativa size distribution.

Tabella 7.1: Risultati ottenuti dalle misure di dynamic Light Scatteri@@NTIN, 90°) su

soluzioni acquose dei composti in esame i@ @ 298K.

Campione ConcenFrazione Luce diffusa Intervallo | R, max Qogﬁicignte
nominale (909 di diffusione

[mg/mL] [keps] [nm] [nm] [m?s™]

(a) |Metolachlor 3.7 220 400-1500 700 2.79E-13
(b) |Pretilachlor 1.0 56 150-500 250 7.81E-13
(c) JAcetochlor 0.5 125 200-500 300 6.51E-13
(d) ROCH, 1.6 31 200-1500 400 4.88E-13
(e) RCH, 0.6 13 150-400 300 6.51E-13
) |R(CH,), 0.8 50 150-450 250 7.81E-13
@) IR 1.2 70 150-500 200 9.76E-13
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Le misure di DLS sui campioni analizzati sono risultate di non basdcuzione, nonostante
le elevate prestazioni dello strumento impiegato. In generalé, g8servata una debole
intensita di luce diffusa che, per essere registrata, hagsiohtendizioni operative piuttosto
difficili. In particolare, per innalzare il livello di luce diffassi € dovuto irradiare il campione
con un fascio di luce laser molto ampio (aumento del volume di sogjtequindi il rapporto

segnale/rumore risultava diminuito (i.e., il livello di luce diffiesaergente dal background

era basso).

bY

La qualita della funzione di correlazione anche se non eccelleigardF7.5), € stata
giudicata in tutti i casi sufficiente al fine di proseguird’aghlisi dei dati, cosi da ottenere la

size distribution con il metodo CONTIN.

Figura 7.5: Funzione di autocorrelazione (90°) del campione R@@idperso in RO alla
concentrazione nominale totale di 1.6 mg/mL (dati riportati in Figudae Tabella 7.1). Il
valore della funzione,(t), estrapolato a tempo di correlazione zero equivale a circa 1.17.
Idealmente la funziong,(t) varia da 2 ad 1. Si noti anche la “rumorosita” della funzione a
tempi di correlazione brevi. La linea continua rappresenta un esempitindj dei dati

sperimentali.

7.7 Confronto tra i risultati DLS e DOSY

Dai risultati mostrati in tabella 7.1 si osserva che i radygidinamici medi e, di conseguenza,
i coefficienti di diffusione appaiono notevolmente diversi da quelli ottanatliante misure
di diffusione via NMR e precisamente appaiono superiori di circa due ordini di grandezza.
Un risultato cosi diverso pud essere spiegato considerando quanto detparamggiafi
precedenti a proposito dei limiti della tecnica DLS: se neipianh € presente un numero

elevato di aggregati piccoli e dinamici, come confermano i d&t5P e lo studio delle
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proprieta chimico-fisiche, insieme ad aggregati molto compkessin dimensioni notevoli,
come invece si evince dalle misure DLS, la tecnica DLS sawvrasgé forme piu grandi e in
presenza di queste non é in grado di osservare piccoli aggregati di tipo micellare.

Gli aggregati non osservabili mediante tecniche NMR, perché dirdiioni troppo elevate e
troppo rigidi, vengono invece misurati via DLS, quindi, i coefficienti ffudione ricavati da

queste misure sono associabili a quegli aggregati che, nel c#soclbeoacetammidi

conducono ad una perdita totale di parte del segnale nei campioni & digacentrazioni,

mentre nel caso dei nitropropanoati di etile, portano ad una graduala pierisoluzione dei

segnali dell'aggregato.

In conclusione, i dati DLS risultano complementari ai dati NMRteoBneano la presenza di
particelle ad alto numero di aggregazione e la facilita commmlecole idrofobe possono
restare segregate dall’'ambiente acquoso e trovare una via diziote intermolecolare

energeticamente favorevole alla auto-associazione.
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Capitolo 8: Proprieta chimico-fisiche delle soluziai acquose di Metolachlor

8.1 Introduzione

Il comportamento mostrato dal Metolachlor in soluzione acquosa e fstafoi descritto
mediante tecniche spettroscopiche; I'analisi mediante NMR si@rohe bidimensionale, le
misure di diffusione e di Dynamic Light Scattering evidenzianggfagazione medianfep
stacking intermolecolare.

Nei paragrafi che seguono vengono descritte alcune proprieta chisadwfdi soluzioni

acquose di Metolachlor ed i dati termodinamici ad esse assbtiate.

8.2 Tensione superficiale

Ciascuna molecola interna alla massa di un liqguido & soggettdoade attrattive delle
molecole che la circondano in ogni direzione e la risultante di gtz e statisticamente
nulla. Per le molecole che costituiscono lo strato superficialeligeido, invece, le
sollecitazioni non sono ugualmente distribuite in tutte le direziomwhgemnella fase gassosa il
numero di molecole presenti nell’unita di volume é assai minore dlefase liquida; cio fa
si che le sollecitazioni che agiscono su ciascuna molecola preisestperficie abbiano
risultante non nulla diretta verso l'interno del liquido e, di conseguedazsuperficie del
liquido tende a contrarsi.
Gli effetti di superficie possono essere espressi dal lavorosserte a far variare l'area
superficiale di una quantita infinesinda ; secondo le equazioni di Helmholtz e di Gibbs; si
ha, infatti:

dA=gls e dG=gls (8.1)
dove dA e dG rappresentano entrambi il lavoro utile a far variare 'arearBojade di una
quantita infinesimads e quindi a modificare I'energia del sistema, in condizioni diverse;
infatti, si ricorda che A = A(V,T) mentre G = G(P,T).
Il coefficienteg si definiscetensione superficialed & il lavoro necessario per variare di icm
la superficie di contatto tra due fasi fluide, di norma il liquido ed il vapore sovrastante

L’equilibrio tra la fase liquida (massiva) e la fase supeific(attiva) pud essere descritto

mediante relazioni termodinamiche.
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L’isoterma di adsorbimento di Gibbs (eq. 8.2) correla la variaziona @eisione superficiale
della soluzione,ag all'attivita del soluto; nei limiti di soluzioni diluite l'attita é
approssimabile alla concentraziome@c,):?

dg=- RXT x,xdInc, 8.2)
dovec; e la concentrazione molale del solutG,@ la concentrazione superficiale in eccesso.
G pud essere maggiore, minore o uguale a zero, a seconda che la eaiwmentti soluto in
fase superficiale sia in eccesso, in difetto o equivalente tospkd concentrazione della fase
massiva. Alcune sostanze che ha@0 sono dette tensioattivi; esse avranno un andamento
caratteristico.
Nelle soluzioni di tensioattivi, 'aumentare della concentrazione peowos@a diminuzione
della tensione superficiale fino ad un valore minimo, corrispondentecatieentrazione
critica. Si possono avere, a seconda della cooperativita del processo, meceléeproprie, il
cui limite di solubilita corrisponde allkeoncentrazione micellare critic€CMC); non é detto,
pero, che questa sia la regola. Si possono avere concentrazioni hzassecnon critiche,
come nel caso dei sali biliarilirhiting association concentration oppure noncritical
multimer concentration (NMCentrambe le definizioni si riferiscono ad aggregati formati
poche unita, il cui numero di aggregazione cresce con la concentréatisieedi solutd. Nel
corso di questa Tesi ci si riferira alla NMC del Metolachlor in acqua.
Riportando la tensione superficialg,in funzione del logaritmo della concentrazione molale
di Metolachlor in acqua, si ottiene una curva caratteristica comdananto decrescente,
seguito da un plateau (figura 8.1).
Una descrizione dettagliata dello strumento utilizzato e deBerm effettuate si trova nella
parte sperimentale della tesi (capitolo 10).

g fnm 2, } 1 1 1 1 1
581 7 Figura 8.1: Variazione della
57—+ T . - ,
. tensione superficialg, in
56 - T
— | funzione della concentrazione
*
541 | molale di Metolachlor
53+ . -+ (mol/mg) in HO.
52— +
* P'S P’ * *
51 | | | | | |
-8 7.5 -7 -6.5 -6 55 5 4.5

In mol Metolachlor
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8.2.1 Determinazione della NMC
Il valore di concentrazione a cui si osserva una variazione di pendeifeaurva, € la NMC

del Metolachlor in HO; raggiunto questo valore si ha la formazione di aggregati uzisole
e la saturazione della superficie da parte di molecole di Métola infatti, i valori di
tensione superficiale sono all'incirca costanti al di sopra della NMC.

Il grafico in figura 8.1 mostra per il Metolachlor un valore di NMC pari a 2.0mM.

8.2.2 Concentrazione superficiale in eccesso ed area all'interfaccia

Mediante lisoterma di Gibbs (eq. 8.2) € possibile ottenere ultenéormazioni sul
comportamento del Metolachlor all'interfaccia; e stata caladéaconcentrazione superficiale
in eccesso,, in prossimita della NMC. Graficamente, € possibile ricavar&idal
coefficiente angolare della rettgn funzione del In(g), che meglio approssima I'andamento
nel tratto premicellare.

E’ importante notare come I'andamentoglin funzione di In(g) non sia lineare; quindi,
poiché G € la tangente alla curva essa non e invariante con la composi¥ioleado
esaminare 'andamento dei dati di tensione superficiale alle garicentrazioni investigate,
si possono trarre le seguenti considerazioni:

1) A concentrazioni molto basse, sono presenti poche molecole alésdezf quindi, lo
spazio a disposizione per ciascuna di loro & graBdar@ piccola);

2) Al'aumentare della concentrazione, le molecole all'intertaselono ad avvicinarsi,
quindi, lo spazio a disposizione per ciascuna specie diminuisce, firggiarrgere un valor
minimo (G sara grande);

Si possono definire i due stati come “liquido espanso” e “liquido comprésso”.

Il valore massimo d&; ottenuto per il Metolachlor in acqua & 1.68 5 1fol/nt.

Una volta notoG,, &€ possibile calcolare I'area che la molecola occupa alfateia aria -

soluzione dalla seguente relazione:

20
Az 10
N, %5

dove A é l'area per molecola,,Nl numero di Avogadro &, la massima concentrazione

(8.3)

superficiale in eccesso.
Il valore dell’ area per molecola, ottenuto per il Metolachlordgua a 25°C & pari a 98.7A

Un valore cosi elevato € congruente con la lunghezza delle caterai lpolari della

molecola di Metolachlor che si dispongono sulla superficie.
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8.2.3 Termodinamica di aggregazione del Metolachlor

La variazione di energia libera associata al processo digagioee pud essere scritta nel

seguente modo:

DG’ =- R AN(C c) (8.4)
dove R e la costante universale dei gas, T la temperatura assGlulic € la NMC espressa
in frazione molare. Questa equazione € in accordo con il modello eazepa di fase,
secondo il quale gli aggregati molecolari vengono considerati uearéasa e propria dispersa
nel mezzo solvente; a tutti gli effetti, 'approssimazionemasezione di fase suppone che la
NMC sia equivalente ad un prodotto di solubilita.

Per il Metolachlor si ha cheG = -15,4 kJ/mol.
I modello a separazione di fase pud essere utilizzato per comé&ont@rocessi di
aggregazione, G°, e di adsorbimento,G°,4s mediante la seguente equazione:

DGa?ds = DGO - pg_:':C (85)

dove nwc € la pressione superficiale, ed e la differenza tra laaeassuperficiale del

solvente e quella della soluzione alla NMC. | dati ottenuti pefetiolachlor sono riportati di

seqguito:
NMG = 20.58 mN/m
GoadS: '315 kJ/mOl
8.3 Proprieta colligative: abbassamento del punto di congelamento

L’abbassamento crioscopico € una proprieta colligativa che perndettdeterminare
sperimentalmente il peso molecolare, soprattutto per le molecoténginsioni medio-
piccole, i coefficienti di attivita di una specie in soluzibeeil numero di aggregazione in
sistemi aggreganti.

La variazione del punto di geloT, si ottiene dalla misura di una differenza di potenziale che
viene convertita in variazione di temperatura tramite una caidmazon soluzioni acquose
di NaCl a molalitd notd.Una descrizione dettagliata dei principi su cui si basa hkicee
dello strumento si trova nella parte sperimentale della tesi (capitolo 10).

L’equazione dellabbassamento criscopico descrive la dipendenza delkzioe di
temperatura dalla concentrazione del campione:

DT =nxK. x,, (8.6)
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doven é il numero di cariche presenti, che si formano per ionizzazionsotigb,K¢ € la
costante crioscopica del solvente,@ la concentrazione della soluzione espressa in molalita.
La differenza di potenziale misurata € proporzionale alla cone@ne del campione

secondo I'equazione:

DV =rK'c, (8.7)

dove K’ & una costante di conversione. Mettendo in relazione la (8.6) e la (8.7) si ha:
DV

K'= — K 8.8

or e (8.8)

Infine, notaK’, & possibile calcolare I'abbassamento del punto di gelo del campiesame,
attraverso la seguente equazione:

DT =K'c,, (8.9)
Le misure sono state condotte su soluzioni acquose di Metolachlor aedo@rcentrazioni
comprese tra 10mM e 1mM.

La variazione della temperatura di congelamento in funzione dellacmivazione di

Metolachlor é riportata in figura 8.2:

0,04

0,03

0,02
-DT

0,01

0,00

'0,01 T T T T T
0 2 4 6 8 10

mmol Metolachlor

Figura 8.2: Variazione della temperatura di congelamento in funzione della coazeme di
Metolachlor espressa in molalita: la retta rappresenta I'agandel T delle soluzioni di
NaCl a titolo noto.

Si osserva come per valori di concentrazione inferiore alla NdWNatiazione di temperatura

abbia lo stesso andamento delle soluzioni standard di NaCl, mengelaoWMC il T

rimane costante.
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8.3.1 Coefficiente osmotico

Il coefficiente osmoticof, € stato calcolato dalle misure di abbassamento di punto di gelo,

DT, in accordo con la seguente equazibne:

p = 0127801 (4 507+ 2140 50T) (8.10)
m>7

doven, numero degli ioni, nel caso del Metolachlor e pari a théda molalita.

In figura 9.3 viene riportato 'andamento ottenuto:

mM Metolachlo

Figura 8.3: Coefficiente osmotico della soluzione di Metolachlor in acqua in funzietia

molalita, calcolato dall’abbassamento del punto di gelo.

Dalla figura si osserva un andamento linearmente decrescenal&ndMC (2.0 mM) e una
diminuzione rapida del coefficiente osmotico con l'aumentare dellaecotmazione. Cio

conferma la presenza di un fenomeno di aggregazione.

8.3.2 _Coefficiente di attivita
Conoscendo il coefficiente osmotico € possibile determinare il iciestie di attivita del

soluto:

1 ™ dmv?
Ing, =(F-)x1+—— ——

0 m=0

(8.11)

dove My e il peso molecolare del solvente. Poiché l'integrale nell’eqnaz(8.11) diverge
quandom®? si avvicina allo zero, il limite inferire dell'integrazioneséato sostituito da un
valore diverso da zerbin particolare con il valore della concentrazione iniziale, in guest
modo i valori dig. sono significativi nell'intero intervallo di concentrazione. Inoltrer pe

1/2

molecole non caricher “ viene sostituito dan; la (8.11) diventa:
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Ing=(f- )x1+— 9m (8.11a)
0m m
Dall’equazione (8.11a) e stato ottenuto il grafico che descriveiazi@ne del coefficiente di

attivita in funzione della concentrazione di Metolachlor in acqua:

Figura 8.4: Coefficiente di attivita in funzione della concentrazione molale di Metolachlor.

Dal grafico si osserva che: al di sotto della concentrazionesgondente alla NMC la
soluzione mostra comportamento ideaelf; allaumentare della concentrazione, oltre la
NMC, vi & una notevole diminuzione del coefficiente di attivitd dovuta fimazione di

aggregati.

8.3.3 Calcolo del numero di aggregazione medio

Si puo descrivere la termodinamica del processo di aggregazioaeeeto il modello ad
azione di massaper il quale il tensioattivo in forma molecolare coesistegulilibrio con la
forma aggregata. Tale modello risulta particolarmente adattgsigiemi con catene laterali
brevi, come nel caso del Metolachlor e, se usato correttamente, ggre aslizzato per il
calcolo del numero di aggregazioteDa questo modello risulta che:
DG RXT RXT

e =- 2 (inK,) = S Cinfle,)r(e,)'] 8.12)

doveN e il numero di aggregazione mediy € la costante di equilibrio associata al processo

di aggregazione €; e c,, Sono rispettivamente le concentrazioni del monomero e degli
aggregati.
Quindi, mentre il modello a separazione di fase, introdotto nella disogssulla tensione

superficiale, si riferisce ad un aggregato molecolare di nundéraggregazione non
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specificato o, comunque, indefinito, il modello ad azione di mass&lscé al trasferimento
di un monomero dal bulk della soluzione ad un aggregato che contiene, inkheuikecole.
Considerando i coefficienti di attivita ottenuti dall’equazione (8.1&apktante di equilibrio
associata all'aggregazioney Kisulta essere ugualea:

K, =22 (8.13)
(9. 7¢,)"
doveg, e g sono i coefficienti di attivita, rispettivamente, della spesiéorma aggregata e
monomerica ed N € il numero di aggregazione.
Sapendo cheis Go((G: - G1)/k) € che &= Got (/a), con le opportune sostituzioni, si ottiene

I'equazione da cui & possibile ricavare il numero di aggregazione, N :

InK,, +NInc,, ¥g, - ¢.)=Inc,g +(N- 1)xng, (8.14)
Riportando su un grafico il Ing€(g-a1) in funzione di In g Si ottiene una retta che ha per
coefficiente angolare il valore di aggregazione medio, N
Dai valori dei coefficienti di attivita ottenuti il numero di aggazione medio per il

Metolachlor risulta essere pari a4 P.

8.4 Misure di viscosita

Quando un liquido fluisce in un capillare gli strati di liquido che lo pongono scivolano
uno sull'altro; la forzaf, associata a questo processo é:

fiv,

9z

f =hAxA

(8.15)

doveh € la viscositdA I'area dello strato di liquido ela velocita di moto.
In un capillare la relazione tra la viscosita e la velocitscdirimento del fluido € esprimibile
nel modo seguente:

_ (o xhxg xd)
ECEEY)

(8.16)

dover é il raggio del capillarg, il tempo di scorrimentdy 'altezza del liquidog la costante
gravitazionaled la densita del liquiddy il volume del capillare et la sua lunghezza.
Essenda, h, g, VedL delle costanti, si puo considerare, per agevalagdcoli, la viscosita
relativa,h, definita nel seguente modo:

_ dst

hrel -
dO >¢0

(8.17)
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dove dy e tp sono, rispettivamente, la densita ed il tempo di scorrimento di urddiglii

riferimento, nel nostro caso l'acqua.

ﬂrel 1.8 ———— 1 :
1,028 - |
1,026 -
1,024 - *
* *
1,022 - |
1,02 B

1,018 -

1,016 : : : :

2 4 6
mmol Metolachlor

Figura 8.5: Viscosita relativa in funzione della concentrazione di Metolachioadqua a
25°C.

Dal grafico mostrato in figura 8.5 si osserva che la viscosltaistema varia nettamente in
corrispondenza della NMC e cio indica l'inizio dellaggregaziomaltie, si vede che la
viscosita a concentrazioni superiori alla NMC risulta minore dillgugelle soluzioni a
concentrazione minore della NMC. Tale comportamento pud essere coropresderando
che: allaumentare del tensioattivo in forma molecolare, pargsslh passa in soluzione e
parte tende ad adsorbire all’interfase, nel caso di un capiliaterfase sara soluzione-vetro.
L’adsorbimento sulle pareti di vetro del capillare fa si cheuihero effettivo di molecole
presente in soluzione sia minore, il volume effettivo del capiiEreninore e il tipo di forze

che agiscono all'interfase sia modificato.

8.4.1 Calcolo del Volume idrodinamico

Secondo la teoria di Einstein si considera un soluto come se fospestorda sfere solide
disperse in un continuo; questa approssimazione € valida quando le dimensgolutie
sono molto maggiori di quelle del solvente.

Qualungue sia la sua forma, la particella di soluto ruota duramigtdl trascinando con sé un
certo volume di solvente, conseguentemente, il volume occupato dall&lEagiessa risulta
essere maggiore di quello reale: si parla, allorayaume idrodinamicoassociato alla

particella in moto.
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E’ stato calcolato il volume idrodinamico medio degli aggregdtiMigtolachlor in acqua a
partire dall'equazione di Vand che descrive la variazione dellasitecal di sopra della
NMC:*

1007 p +Qlogh,, (8.18)
C

dove,h, € la viscosita relativa calcolata nel paragrafo precedegtéa concentrazionéy €
una costante legata al volume dellaggregato e Q' € un pamrdied tiene conto delle
interazioni tra gli aggregati e del moto brownianoz ¥Wene calcolato graficamente,
riportando il Ih/c in funzione di Inh. Naturalmente i dati si riferiscono a concentrazioni

superiori alla NMC e la curva € stata riportata in scala.

In A lc 6

2

0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008
In /7 rel

Figura 8.6: In hi/c in funzione di I a 25°C

La curva mostra un andamento lineare allaumentare della congen&aza temperatura
costante’

Una volta noto A é possibile calcolare il volume idrodinamico, ovvero il volume occupato
dal monomero in forma aggregata, circondato dalla shell di idratazione:

2.303
a‘l

V =

A, (8.19)

dove a e un fattore di forma che vale 7.5 per oggetti ellissoidali.

Per il Metolachlor e stato stimato un volume idrodinamico pari até/ible; € bene notare
che per ottenere tale dato sono state compiute una serie di appmiesimnfatti, non é stata
presa in considerazione la variazione di volume conseguente aljaggmee e il fattore di
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forma, a, e valido per grandi ellissoidi e quindi nel caso di piccoli aggiregantroduce un
errore.

Considerando i dati con la dovuta cautela, ne risultano raggi idrodindegti aggregati
prossimi a circa 3nm. Tale valore € in ragionevole accordo condlidgiffusione ottenuti da
misure NMR. E’ importante anche notare che confrontando tra loro i vatinodinamici e
quelli parziali molari € possibile, in linea di principio, valutdneumero di molecole di acqua
legate al Metolachlor. Supponendo che la densita del soluto siada stee in forma nativa e
trattando opportunamente i dati, il numero di molecole di solvatazione ottenuto da:

\ 75z (8.20)
18.00

DoveV e il volume idrodinamico & € il volume parziale molare.

n=

Nel caso presente € pari a circa 2-3 molecole per testa polare.

L'analisi delle proprieta chimico-fisiche del sistema codtitwdal Metolachlor in soluzione
acquosa a diverse concentrazioni € in accordo con i dati ottenuti needeuttiche
spettroscopiche e conferma la formazione di aggregati molecolari, in paeicol
mediante misure di tensione superficiale € stata determm™MMC, I'area superficiale
per molecola e la variazione di energia libera legata ai gsock aggregazione e di
adsorbimento.
dalle misure di crioscopia e stata determinata la variazionput¢o di gelo in seguito
alla formazione dell'aggregato, il coefficiente osmotico, il fioente di attivita e il
numero di aggregazione medio.
mediante misure di viscositd € stato calcolato il volume idrodoc@mnmmedio
dell’'aggregato ed é stata effettuata una stima del ragigidinamico medio e del numero

di solvatazione.
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Capitolo 9: Tentativo di simulazione dell’aggregazne mediante metodi di

Dinamica Molecolare

In questo capitolo verranno presentati i principi teorici che sonobalia della Dinamica
Molecolare, gli algoritmi maggiormente utilizzati per la risodune delle equazioni del moto e
per I'imposizione di vincoli al sistema in studio ed i risultatieouti dalle simulazioni

effettuate sulla molecola di Metolachlor.

E perd necessario premettere che i dati ottenuti sono preseoitatieste per rigore

scientifico ma non hanno condotto ai risultati sperati. Nelle conclud@rgapitolo verranno

elencati i principali limiti delle simulazioni effettuatei @robabili “errori” commessi nella

scelta del campo di forze utilizzato.

9.1 Introduzione

La Dinamica Molecolare, DM, & una tecnica computazionale che perrde studiare,
mediante simulazioni al calcolatore, I'evoluzione temporale di matiaistemi molecolari a
partire dalla risoluzione delle equazioni classiche del moto dittdewLe funzioni di
potenziale empiriche usate per rappresentare questi modelliesihsimolecolari sono basate
su una descrizione semplificata delle interazioni atomiche otteraiteverso la
parametrizzazione di dati sperimentali. Da questi potenzidatarano le forze che agiscono
sulle particelle e, tramite i principi della meccanica sitzsg |'evoluzione del sistema nel
tempo.

Dalle traiettorie cosi ottenute si possono calcolare le promtaiéturali e termodinamiche
del sistema simulato; infatti, il movimento degli atomi che compoagla struttura
molecolare durante una simulazione di DM riproduce il loro stato do mostante alla
temperatura considerata e permette di campionare lo spazio caziforata accessibile al
sistema durante il tempo della simulazione. Questo calcolo e pessibtcordo con l'ipotesi
ergodica che stabilisce I'equivalenza (per tempi molto lunghiatn@edia sul tempo e quella
sullinsieme statistico. Le simulazioni permettono di studiaregssdachimici e biologici, di
predire le proprieta di proteine modificate e di analizzaratlrazioni tra piccole molecole e

macromolecolé:?
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9.2 Limiti ed approssimazioni

Come tutte le tecniche di calcolo che studiano modelli di sistisi anche la dinamica
molecolare & soggetta ad assunzioni ed approssimazioni, &€ impedaoteerle per evitare
di sovrastimare la capacita e i risultati del metodo.

| problemi sono fondamentalmente di due tipi:

1. la scelta accurata delle dimensioni dello spazio delle fasi accedsisteana simulato.

2. l'accuratezza del modello molecolare o del campo di forze che wgato per simulare il

sistema.
Tabella 9.1: Livelli di approssimazioni di modelli usati in DM.
Modello Gradi di liberta Esempi di
trattati rimossi proprieta campi di
forze
guanto- meccanico nuclei ed nucleoni reazioni chimiche | coulombianc
elettroni
con atomi atomi, dipoli elettroni legami di substratii modello
polarizzabili carichi ionico
con atomi non | atomi di soluto « dipoli idratazione OPLS,
polarizzabili solvente GROMOS
con atomi del solutc¢| atomi del solut¢,  atomi del conformazione in MM2
solvente fase gassosa
con gruppi di atomi| tuttii gruppi | singoli atomi | struttura terziaria d LW
come sfere rigide atomici macromolecole
(proteine)
9.3 Le equazioni del moto

Si puo avere la descrizione completa del moto di un sistema dighlertisando I'equazione

di Schréedinger dipendente dal tempo:
(9.1)

dove l'operatore di Hamiltod € composto da un termine di energia cinetica

-(h%8 2m) 72/ ¥ ri? per ogni particelld -esima con massa del sistema e da un termine di
interazione tra le particel(r1r2,..., i) © V(r) .

Tutte le informazioni sul sistema sono allora date dalla funziarelay (r,t) che soddisfa
l'equazione (9.1). Come si € visto precedentemente questo tipo di idesciper sistemi
molto grandi non & attualmente utilizzabile, percio si ricorrepgiossimazioni. E possibile
dividere il sistema in due tipi di particelle: nuclei ed etetiril cui moto puo essere separato

usando l'approssimazione di Born-Oppenheimer.
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Cosil, € possibile descrivere il sistema come un insieme di masse puntiformi mpmdia
potenzialeeffettivo ed in piu si pud ragionevolmente pensare di descrivere a temperatura

ambiente il moto dei nuclei con le leggi della meccanica classica, tranneggaril(H ed

He) per i quali & necessaria una trattazione quantistica. Si possono formutpraziers del

moto in vari modi: per la dinamica molecolare si usa il piu semplice, cioé quello goNew

1(t) = vi(t) (9.2)

m0i(t) = Fi—(t) (9.3)

con r; v; rispettivamente le coordinate cartesiane e le velocita di urizgha i-esima di
massami e Fi(t) la forza che agisce sulla particella i-esima, che pé&grsisconservativi &

funzione delle sole coordinate:

(9.4)

Le formulazioni Lagrangiana ed Hamiltoniana vengono usate per descilivemodo
semplice ed elegante alcuni aspetti metodologici della DM cameoli, accoppiamento
termico, etc.

Le equazioni (9.2) e (9.3) vengono integrate numericamente usando opportuni algoritmi.

9.4 La funzione di potenziale

Poiché il metodo simulativo della DM si basa sulle equazioni ditblew punto cruciale é&
scelta della funzione di potenziale Questa in genere e funzione delle coordinate atomjche
e di un certo numero di parame#P (s, &, ..., &) € Si presenta come la somma di vari

contributi classificati a seconda del numero di atomi coinvolti:
(9.5)

dove il primo termine rappresenta le interazioni ad 1 atomo, il sequelte a 2, fino alle
interazioni a N atomi.

Si puo dividere la funzione di potenziale in tre parti:

(a) Legame: streching del legame covalente, bending degli angoli, diedri propriopii.

(b) Non-legame: Lennard-Jones o Buckingham e Coulomb o Coulomb modificata.

(c) Speciali: vincoli sulle posizioni e sulle distanze.

Un esempio di funzione (campo di forze) molto usata nelle librerraatii programmi di

simulazione di dinamica molecolare € la seguente:
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(9.6)

+Termini
Speciali

Il primo termine rappresenta lo stretching di legame tra dommiaegati covalentemente
secondo un potenziale armonico ddye la lunghezza che corrisponde al minimo di energia
e Ko € la costante di forza del legame. Questi due valori dipendono ovviamértipadéli
legame ovvero dalla coppia di atomi. Conseguentemente a questo poteomigj@gondera

una forza:
(9.7)

Il secondo termine € un'interazione a tre corpi relativa aljenelovuta alla deformazione
dell'angolo di valenza; anche questo € un potenziale armonical g@#angolo di valenza di

riferimento eK; la costante di forza. Anche in questo caso si avra una forza corrispondente:

V(’(?@ ‘k) _ dv(ﬁt 'k) —
e el e TR 1 9.8)

dove:

(9.9)

La numerazione,j,k € secondo la sequenza del legame covalente degli atomj, atomo
centrale.

Il secondo e terzo termine sono usati per descrivere le interazopumttro termini, ovvero i
cosiddettidiedri propri e diedri impropri. Il diedro proprio € usato per mantenere planari i
gruppi planari, come per esempio gli anelli aromatici o per evithe i gruppi tetraedrici si
rivoltino nella loro immagine speculare. Il diedro impoprio A-X-Y-B&finito come 'angolo
tra il piano passante tra gli atomi A, X e Y ed il piano passante per gli atomi X, Y e B
Anche questo & un potenziale di tipo armonico. Il termine relativeedriddropri si riferisce

ai normali angoli diedri (in accordo con la convenzione IUPAC/IUB) cbangolo tra i piani
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ijk e jkl, dove lo zero corrisponde alla configurazione cis, dia&| sullo stesso lato.
Nell’equazione (9.6) Kela costante di forzay la molteplicita dei minimi e la fase.

L'ultimo termine nella (9.6) si riferisce ancora ad interazerdoppie, descrivendo quelle
relative ad atomi non legati; ovvero le interazioni di van der Waal»ulombiane tra gli
atomii e aventicaricaq; eq; posti ad una distanzg . In questo caso si sono rappresentate le
interazioni di van der Waals con una funzione LJ per cui nella matacparametri di non-

legame LJ si avra:

Cf =@+ M P = (G« P ea0)

la cui forza corrispondente e data da:

(9.11)

Alternativamente si possono usare le funzioni di Buckindrera hanno un termine
repulsivo piu flessibile e realistico:
(9.12)

la cui forza corrispondente e data da:

(9.13)

Nel caso di atomi legati covalentemente o separati da dueilégarterazioni di non legame
non vengono generalmente calcolate mentre qualora siano separatietgini, i parametri
sono ridotti per evitare le forti repulsioni che si avrebbero a distanze. Il secondo termine

del potenziale a due corpi di non legame ¢ l'interazione Coulombiana da cui deriva la forza

(9.14)

| parametri utilizzati in questi campi di forza possono ess¢eautt in due modi. Il primo
metodo consiste nel correlageesti parametri con i risultati di calcoli quantistici ab egu
piccoli aggregati molecolari; ma spesso i campi di forzaabsnuti non sono soddisfacenti a
causa delle molte approssimazioni che & necessario compiere.s8h@adternativamente
tarare i parametri del campo di forza con dati sperimentalitiigre cristallografiche, energie
e dinamiche di reticolo, dati spettroscopici, proprieta di liquidi coewsita ed entalpia di

vaporizzazione, energia libera di solvatazione, dati di NMR, €.
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95 Condizioni al contorno

Quando si simula un sistema molecolare sorge il problema di @efiairspazio di

simulazione. In genere si pone il sistema che si vuole simulatma scatola (cubica o
comunque di una qualsiasi forma purché consenta di riempire tutto lo)spaziapplicano le
condizioni periodiche (CP).

Le condizioni periodiche al contorno @eriodic boundary conditiond?BC) riportano la

simulazione di un sistema molecolare in una griglia periodi¢a €itsotto unita identiche;
cosi si puo includere l'influenza del solvente o di un intorno cristadlioon cido aumentare il

rigore e il realismo del modello molecolare.

Figura 9.1: Esempio di scatola cubica periodica.

9.6 Vincoli in DM

Si possono applicare vari tipi di vincoli nelle simulazioni di DM, G ppbmuni sono: quelli
che bloccano le posizioni di determinati atomi, dettPdsition RestrailPR) e quelli che
eliminano le vibrazioni dei legami ad alta frequenza come l'algoritmo SHAKE.

Position Restrain

Si rende spesso utile, durante una simulazione, bloccare le posizioni dieatruniQuesto Si
puo ottenere in due modi: il primo consiste nell'aggiungere dei vipeoletti al sistema
riducendo il numero di gradi di liberta totalposition constraint);il secondo consiste
nell'usare un potenziale fittizio, generalmente armonico, che rgetie posizioni di un
atomo (position restrain).Quindi, in un caso si bloccano le coordinate interne e nell'altro le
coordinate cartesiane.

Algoritmo SHAKE

L'uso di vincoli in DM nasce dalla necessita di eliminare leaziomi dei legami ad alta
frequenza che richiedono passi di integrazione brevi ed aumentano irraraomsistente |l
tempo di calcolo. Il metodo piti comunemente utilizzato & il cosiddetAKE:° questo & una
procedura iterativa che dopo ogni passo di integrazione varia le posigmali r'i(t + t)
degli atomi finché tutte le condizioni di vincolo non vengano soddisfattie melove
posizioniri(t + t).
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L'uso di SHAKE se consente di aumentare il passo di integrazione di 2-4 volte presenta
comunque alcuni svantaggi:

(@) puod dare problemi di convergenza quando viene applicato a grandi gruppi planari;
(b) costituisce generalmente un collo di bottiglia computazionalla mpalrallelizzazione
dell'algoritmo;

(c) in alcune applicazioni il vincolo dei legami costituisce un modello fisico noistreal

9.7 Algoritmi per l'integrazione delle equazioni del moto

La Dinamica Molecolare simula l'evoluzione di un sistema finitgpdliticelle attraverso
l'integrazione delle equazioni del moto di Newton. Per integrar@egageazioni differenziali
del secondo ordine si utilizzano metodi numerici alle differenzéefimon esistendo la
soluzione analitica.

E possibile differenziare i vari algoritmi per la precisioneaddcolo (ordine dell'algoritmo),
per l'occupazione di memoria e per il tipo di rappresentazione. Leandegli algoritmi
deriva dallo sviluppo in serie di Taylor dit + t)er;(t- t). L'algoritmo piu usato & quello
di Verlet!®'! sebbene esistano anche algoritmi piti accifrali**Una variante dell'algoritmo
di Verlet molto usato nei programmi di DM e il cosiddef#ap-frog, questo algoritmo e
molto efficiente dal punto di vista computaziongdejché richiede meno CPU e memoria

rispetto ad altri piu avanzati.

9.8 Controllo della temperatura

Per avere una simulazione che riproduca le condizioni sperimentadic&ssario che la
temperatura e la pressione vengano mantenute costanti, cid si dtidaedole come
variabili indipendenti e non come proprieta derivate. Il metodo comunemeate per il
controllo della temperatura & quello del bagno termico o bagno di Bergndslgoritmo
simula I'accoppiamento del sistema con un bagno termico estgena Torza dell'interazione
tra questo e il sistema €& determinata da una costante di teng® pud essere

opportunamente scelta.

9.9 Determinazione di parametri strutturali

Una volta generata attraverso la DM la traiettoria delesiat si possono ottenere
informazioni sulle sue proprieta strutturali. A seconda della nadlefasistema stesso
(macromolecola, fluido, ...) si effettuano analisi di diverso tipo.
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Un'informazione utile che si pud ottenere dalla simulazione di unacolajee I'entita della
deviazione delle posizioni atomiche dalla struttura inizi&®mgd. Si calcola la deviazione
quadratica medi&oot mean square deviatioRMSD) di tutti o solo di alcuni atomi in una
molecola, a partire da una struttura di riferimento.

Altrimenti, se il sistema si trova all’equilibrio, si pudo medianel tempo il valore della
RMSD, per ottenere informazioni sulla deviazione del singolo atomes{duo) rispetto alla

posizione di riferimento.

9.10 Simulazione di Dinamica Molecolare sul Metolachtbr

9.10.1 Struttura della molecola: topologia e gruppi di carica

Per uno dei quattro isomeri del Metolachlor (isomero SS) é stetzuita la topologia

manualmente: dopo aver costruito la struttura t@mogramma Insight I, sono stati numerati in
successione tutti gli atomi della molecola ed @ stampilato un elenco dei legami, delle coppie
(atomi a tre legami di distanza), degli angoli ediedri propri ed impropri. Successivamente, sono
state calcolate le cariche atomiche con il prografh@aussian 99 e sono stati costruiti i gruppi di

carica in modo tale che la carica totale della oodderisultasse zero.

9.10.2 Minimizzazione dell’energia

Ciascuno dei quattro isomeri del Metolachlor (SS/BR/RS) € stato sottoposto ad un processo di
minimizzazione dell’energia nel vuoto.

E stato possibile minimizzare I'energia (vedi tEb8l2) solamente per lisomero SS; il problema
non & stato superato neanche ricalcolando il vellelte cariche come suggerito da Torrents ¥t al.

La tabella 9.2 mostra i valori energetici (kJ Maittenuti per l'isomero SS minimizzato:

Tabella 9.2: Risultati ottenuti dalla minimizzaziore dellenergia per lisomero SS del

Metolachlor.
Met1(SS)

Angoli 61.56
Diedri propri 8.75
Diedri impropri 50.27
Lennard-Jones 1-4 1.17

Coulomb 1-4 -158.22
Lennard-Jones (SR) -133.38
Coulomb (SR) -8.29
Coulomb (LR) -112.86
Energia potenziale -291.00
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9.10.3 Simulazione di Dinamica Molecolare di una molecola di Metolachlor

Una volta minimizzata I'energia, I'isomero SS éstottoposto ad una simulazione di DM.
Inizialmente la simulazione € stata effettuatavuglto ad una temperatura di 1000K per 60 ps
(figura 9.2).

Figura 9.2: Simulazione di DM per lI'isomero SS a 1000K pers0p

La figura 9.2 mostra 'andamento nel tempo dei vaoergetici: 'energia potenziale e I'energia
totale della molecola nei primi 10ps raggiungonaalore minimo che poi rimane costante per il
resto della simulazione. La temperatura e, quirghgrgia cinetica restano invariate durante la
simulazione.

Successivamente, € stato operato un abbassaméattengeratura a partire da 1000K fino ad
arrivare a 300K in 50ps (Simulated Annealing).

Figura 9.3: Simulated Annealing da 1000K a 300K in 50ps.

Durante la variazione di temperatura I'energia qmo#e si mantiene costante confermando il

raggiungimento del minimo di energia.
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A questo punto € stato possibile aggiungere maatiaicqua al box di simulazione; é stata operata
una minimizzazione delle sole molecole di acquesaindo la molecola di soluto con un position
restrain e successivamente € stato minimizzatertinsistema (solvente+soluto). Si € proceduto
alla simulazione di DM per 200ps e per 2ns a 30€lksttema costituito da una molecola di

Metolachlor (isomero SS) e 459 molecole di acqgaré 9.4).

Figura 9.4: Simulazione di DM di una molecola di Metolachl@ofmero SS) e 459 molecole di

acqua a 300K per 2ns.

9.10.4 Simulazione di Dinamica Molecolare di due molecole di Metolachlor

E’ stata effettuata una simulazione nel vuoto aOKO@i due molecole di Metolachlor senza
applicare alcun vincolo. Successivamente e stamtigpun Simulated Annealing da 1000K a 300K
in 50 ps tenendo conto dei vincoli.

| vincoli applicati derivano dai contatti NOE ottendagli spettri 2D NOESY (capitolo 5). | valori
degli integrali delle spots NOESY si traducono istahze interatomiche alle quali vengono
assegnati valori di 3, 4 0 5 A a seconda che féaiene sia debole, media o forte.

E stato applicato un potenziale semi-armonico @heolasse la molecola a soddisfare le distanze
NOE.

E’ stata poi, aggiunta 'acqua al box di simulagiag come nel caso della molecola singola di
Metolachlor, e stata operata una minimizzazionie gele molecole di acqua e successivamente la
minimizzazione dell'intero sistema (solvente+sgludi € proceduto alla simulazione di DM per
2ns a 300k.

Osservando la variazione dei vincoli assegnatiisiterea durante la simulazione € possibile
individuare degli intervalli di tempo in cui questi restano costantjuendi, considerare le

disposizioni intermolecolari nei due intervalli ®mpo in cui le distanze rimangono costanti; in
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figura 9.5 viene mostrata la variazione duranted2ngo dei vincoli utilizzati, gli altri due vintio

mostrano variazioni analoghe:

Figura 9.5: Variazione di uno dei vincoli applicata DM durante 2ns a 300K.

Nei due intervalli di tempo in cui i vincoli rimaago costanti, tra 0 e 800ps e tra 1450 e 1700ps si

ottengono le disposizioni intermolecolari mostmatigura 9.6:

a) b)

Figura 9.6: Disposizioni intermolecolari tra due molecole dételachlor (isomero SS) a 300K tra:
a) 0 e 800pgh) 1450 e 1700ps.

Dalla struttura mostrata in figura 9.6 € possibiler@re dei dati strutturali:

RMSF
L'analisi RMSF calcola le fluttuazioni dei singa@tomi durante la simulazione rispetto ad una

struttura iniziale di riferimento (figura 9.7a).

RMSD
L’'analisi RMSD mostra le deviazioni, durante la siazione, dell'intera struttura della molecola da

una struttura iniziale di riferimento (figura 9.719i vede come le due molecole di Metolachlor
compiano delle fluttuazioni notevoli nel corso dedimulazione, in particolare, si osserva che gli
atomi che si allontanano maggiormente dalla stauttli riferimento sono quelli appartenenti alle
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catene laterali, questo €, ovviamente, dovutonadlggiore mobilita delle catene alchiliche rispetto

allanello aromatico.
a) b)

Figura 9.7: a) RMSF;b) RMSD.

9.10.5 Simulazione di Dinamica Molecolare di quattro molecole di Metolachlor

La procedura utilizzata per la simulazione di DMqdattro molecole di Metolachlor & analoga a
quella descritta nel paragrafo precedente e pedeasassunta nel modo seguente:

Simulazione per 60 ps di una molecola nel vuoto a 1000 K;

Simulated Annealing: 1000 K» 300 K in 50 ps;

dinamica molecolare per 100 ps a 300 K;

aggiunta dell’acqua al box di simulazione;

minimizzazione delle sole molecole di acqua;

minimizzazione dell’intero sistema (solvente + soluto);

dinamica molecolare per 2 ns a 300 K.

Possibili strutture che soddisfano i dati ottedatia simulazione sono mostrati in figura 9.8:

Figura 9.8: Disposizioni intermolecolari ottenute dalla sinzid@e di DM per 2ns a 300K di

quattro molecole di Metolachlor (isomero SS).
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Dalle strutture mostrate in figura non € possikitarre alcuna conclusione rispetto al
comportamento del Metolachlor in acqua, infattin sono visibili in nessun caso distanze tra gli
anelli aromatici compatibili con un’interazionetgio - . Si pud perd confermare la presenza di
aggregazione tra le molecole, che non é legatattal ¢he sono stati imposti dei vincoli NMR,

infatti, anche nelle simulazioni in assenza di @iinde molecole appaiono molto vicine tra loro ma

non si € in grado di stabilire I'entita delle irzoni.

Le simulazioni di Dinamica Molecolare effettuatdiasmolecola del Metolachlor hanno condotto a
delle strutture non in accordo con i dati speri@eper | seguenti motivi:
I campo di forze utilizzato per i calcoli non eedde per analizzare I'aggregazione di un
gran numero di molecole a basso peso molecolare;
Lo stesso campo di forze non tiene conto in maradeguata delle interazioni dipolari;
essendo tali interazioni predominanti nella formagidi un complessc , probabilmente,
sarebbe necessario utilizzare un campo di forziitte funzione legata alle interazioni di
van der Waals sia piu consistente.
L'osservazione di due o quattro molecole di Metdlacin un numero relativamente basso
di molecole di acqua non consente di trarre coiaciugagionevoli sul tipo di aggregazione
presente in un sistema reale; un maggior numenmalecole di Metolachlor avrebbe
comportato dei tempi di calcolo troppo estesi.
Avendo considerato i limiti delle simulazioni sopascritte, esse mostrano comunque, che in
soluzione acquosa le molecole di Metolachlor teadmh aggregarsi. Per ottenere informazioni piu
specifiche sulla struttura degli aggregati occarsariare i parametri di calcolo ed, in particolare

utilizzare un piu appropriato campo di forze.
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Capitolo 10: Materiali e metodi

10.1 NMR

Gli spettri'H e **C NMR monodimensionali, le mappe bidimensionali NOESY e le misure
DOSY sono stati ottenuti con uno spettrometro NMR Bruker AVANCE AQ@ operante a
600.13 MHz e 150MHz rispettivamente per le frequenze di Lathh@™C. Lo spettrometro

€ equipaggiato con una testa Bruker multinucleare equipaggiatadiemfi lungo I'asse z
aventi forza pari a 55 G-¢h Per gli esperimenti 1D e 2D sono state utilizzate sequenze di
impulsi descritte in letteratural. chemical shifts degli spettri protonici (scallesono calibrati
rispetto al trifluoroacetato di 4,4-dimetil-4-silapentano-1- ammoniSAF In tutti gli
esperimenti NMR il numero di scansioni & stato ottimizzato genete il miglior rapporto
segnale/rumore e, quando necessario, € stata applicata una peggatarazione del segnale
HOD residuo.

Gli esperimenti gs-NOESY (gradient selected Nuclear OveenauEnhancement
Spectroscopy) sono stati eseguiti in modo sensibile alla fase, “plogse sensitive”
utilizzando una sequenza eco-antitcb parametri spettrali utilizzati sono i seguenti:
un’ampiezza spettrale di 6 kHz in entrambe le dimensioni, 1024 data pdibt incrementi
rispettivamente i, e inf;, e 1s di attesa per evitare la saturazioaaxXation delay. | dati
sono stati processati con una finestra del tipo a campana sinuspdatata di 90°90°
shifted square sine bell window functio@)una matrice di dati 512x512. Nei molteplici
esperimenti NOESY si € variato il tempo di contatto da un massimo di 4a@mminimo di
10ms.

Gli esperimentiH-*C gradient-selected -HSQC (Heteronuclear Single Quantum Cokgrenc
con disaccoppiamentdC GARP (Globally optimized Alternating phase Rectangular Pulses
sono stati registrati in modo eco-antieco sensibile alla fd®{antiecho phase sensijive
utilizzando una costante di accoppiamento scalare eteronuclédge;di 150Hz e i seguenti
parametri: un’ampiezza spettrale di 6kHzfire di 20kHz inf;, 1024 data points ify, 512
incrementi inf; e unrecycle delaydi 1s; i dati sono stati processati con siree bell window
functione una matrice di dati 512x512.

Gli esperimenttH-*C gradient-selected —-HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coroeiiti
sono stati registrati in valore assolutoagnitude modecon un delay per I'evoluzione degli
accoppiamenti a lunga distanza di 80ms. Sono stati utilizzati weség parametri:

un’ampiezza spettrale di 6kHz fxne di 30kHz inf;, 1024 data points if3, 512 incrementi in
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f1 e unrecycle delaydi 1s; i dati sono stati processati con gire bell window functioe una
matrice di dati 512x512.

Gli esperimenti DOSY sono stati eseguiti utilizzando una sequehzeco stimolato
(stimulated-echp che incorpora impulsi a gradiente bipolare e un ritardo per lentorr
parassite longitudinal eddy current deldy(BPP-LED)>* La forza del gradiente & stata
incrementata in modo logaritmico in 16 steps dal 2% fino al 95% fielta massima del
gradiente. | tempi di diffusione e le durate dellimpulso a gradisoho stati ottimizzati per
ogni esperimento in modo da ottenere una diminuzione del 95% dell'intdaBéaisonanze
allampiezza massima del gradiente; tipicamente, sono siiakrati tempi di diffusione tra
400 e 1000ms e un gradiente di impulsi bipolare (seno o rettangolare)esoni@ 1.0 e
2.3ms. lllongitudinal eddy current delag stato mantenuto costante a 5ms mentre il tempo di
ritorno (recovery dellimpulso a gradienti e stato fissato a 0.1ms. La linea sk lof ogni
spettro e stata sistemata dopo un’appropriata apodizzazione, traafodimd&ourier e
correzione di fase. Infine, la dimensione della diffusione dello spéfr DOSY e stata
processata mediante il programma Bruker Xwinfm¢versione 3.5). | coefficienti di
diffusione sono stati determinati, come riportato altrbweediante un fitting dei minimi

quadrati dei dati relativi all'intensita dei segnali (aree) in funzione @wtta del gradiente.

10.2 Dynamic Light Scattering (DLS)

Le misure di Dynamic Light Scattering (DLS) sono state @segu uno spettrometro Light
Scattering ALV costituito da: un laser He-Ne di potenza 25mW (Mb2ié, Spectra-Physics
Lasers, Mountain View, Canada), un Compact Goniometer System ALS/3DIS-5000
(ALV, Langen, Germany), due fotodiodi “avalanche” SPCM-AQR (PerkimElm
Optoelectronics, Vaudreuil, Canada) e un Digital Correlator ALV-50Q@tiMe-tau (ALV,
Langen, Germany). Le cuvette cilindriche sono immerse in un bagnoalindetermostatato
a 25.0 °C. Le misure di Dynamic Light Scattering (DLS) sono statelotte in RO (CIL
99.9 atom % D), ad un angolo di scattering di 90°. Impiegando angoli cérsagttliversi i
risultati non cambiano qualitativamente, ma nelle condizione di melo#ate, I'impiego
dell’'angolo 90° minimizza il contributo di stray-light dovuto allag#sione e alla diffrazione
delle interfacce quarzo-decalina e quarzo-campione. | risultati,/sostati in termini di size
distribution pesata per le intensita (vedi discussione), non sonoastatticper I'effetto della
concentrazione, presumibilmente non decisiva ai fini di determinardiie di grandezza
delle particelle sospese. In particolare, una diluizione dei camporesame avrebbe

degradato ulteriormente il rapporto segnale/rumore, gia basso. pef@arazione dei
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campioni si € avuto cura di evitare la presenza di polvere. L'adalislati € stata effettuata
utilizzando una trasformata inversa di Laplace mediante I'algof@ONTIN, incorporato nel
pacchetto software proprietario del correlatore ALV DLS/SLS-5000 (Versione 5.3.1 1995)

10.3 Tensione Superficiale

E stato impiegato per le misure un tensiomi&imassmodelloK10 T, che utilizza un anello di
Du Nodly. L’anello di platino é stato fiammeggiato al calor rosso prima di ogni misura
temperatura del sistema & mantenuta a 25 + 0.1 °C mediante un mantello connesso ad un
termostato Heto. All'interno del mantello vengono poste le soluzioni in un beaker di
dimensioni opportune.

Le soluzioni acquose di Metolachlor utilizzate per le misure variano in un intereatioreso

tra 10mM e 0.5mM.

| dati sono stati ottenuti da, almeno, cinque determinazioni indipendenti su miscelaterepar
di fresco. L'accuratezza sui dati & + 0.2 mN

Ulteriori indicazioni sul funzionamento e la taratura dello strumento sono ripaltiatee®

104 Crioscopia

E’ stata utilizzata un’unita crioscopica Knauer, mod. 24.00; con questo strumento é possibile
raffreddare velocemente un solvente o una soluzione al di sotto del suo punto di
congelamento, senza formazione di ghiaccio. Successivamente si sottopone il cahpione
una vibrazione, per circa 1 secondo. L'energia erogata durante la vibrazione induce il
congelamento.

L’elemento Peltier produce il raffreddamento per via dell’effetto omonimaffieddamento,

o riscaldamento, sono regolati dal verso della corrente nella saldatura.

Lo strumento misura una variazione di potenziale che viene convertita in tempeeatute t
calibrazione con soluzioni acquose di NaCl a molalita nota. Specifiche informazioni

sull’apparato strumentale e sui metodi di calibrazione possono essere trovaee alt

10.5 Viscosita

Le misure di viscositd sono state ottenute mediante I'uso di un wisgtos Ubbelohde,
modello 52503, con il quale si misura il tempo di scorrimento necesxériohé il liquido

possa passare da una tacca superiore ad una inferiore di un cdpulacesimetro & posto in
un bagno ad acqua termostatato mediante un termostato Heto che miantemeeratura
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entro £0.005°C. | tempi ottenuti hanno una riproducibilita di £0.2 s. Le misure State

ripetute su ogni soluzione almeno quattro volte dopo essere state termostatate.

10.6 Dinamica Molecolare

Tutte le simulazioni sono state effettuate con il programmal@®RCE (Groningen Machine
for Chemical Simulation&?

Le coordinate della molecola sono state sottoposte a minimizzadetifenergia nel vuoto
per eliminare eventuali tensioni sulle distanze di legame e ampiezzerdgdii a

La molecola di Metolachlor minimizzata e' stata quindi posizioahtaentro di una scatola
cubica che e stata omogeneamente riempita di molecole d'acqua.

Per l'acqua si & usato il modefimgle point charge (spéy.Le dimensioni della scatola sono
state scelte in modo che la distanza della molecola dalle fzms¢ non inferiore a 0.4 nm.
Le lunghezze di legame sono state vincolate ai loro valori di bgailcon la procedura
SHAKE ! Nel caso dell'acqua SPC anche l'angolo di legame & tenuto blasaido un
terzo legame tra i due idrogeni. Questo ha consentito di usare undiagsgrazione pari a 2
fs. La costante dielettrica relativa utilizzata per le interazioni ccuiktime € ;= |.

La temperatura del sistema é stata mantenuta costanteoad dal300 K usando il metodo
dell'accoppiamento debole al bagno terniftsi & utilizzata una costante di accoppiamento
=0.1ps.

I campo di forze utilizzato € stato costruito mamente prendendo i valori da OPLS/AMBER ed
implementandolo in GROMACE*

10.7 Cromatografie

Le cromatografie su colonna sono state eseguite con gel diMigiak e Sigma-Aldrich 70-
230 mesh. Per la purificazione dei prodotti sono state utilizzadte [aeparative di silicejgs
Merck dello spessore di 1-2mm a zona di concentrazione. La purezegednti, intermedi di
reazione e prodotti & stata controllata mediante TLC (Thin L@peomatography,silicesks
5x10cm, Merck).

10.8 Reagenti

| solventi deuterati utilizzati per le misure NMR sono: CP@Eigma-Aldrich 99.8 atom % D
stabilizzato con argento 0.5% in peso) e D20 (CIL 99.9 atom % D)afwatd interno
utilizzato e il trifluoroacetato di 4,4-dimetil-4-silapentano-1- anin (DSA, per gentile
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concessione del Prof. Nowick, University of California, Irvine). Metblar (miscela di

isomeri 98.4% Riedel-de Haén), Acetochlor (97.6% Riedel-de Haén)tidachier (97%

Riedel-de Haén) sono stati acquistati al massimo grado di putiespanibile in commercio e
impiegati direttamente per le misure NMR senza ulteriore purificazione.

| reagenti utilizzati per le sintesi sono:

nitroacetato di etile ( 97% Sigma-Aldrich), bromuro di tetrabutifeonio (99% Sigma-
Aldrich), etildiisopropilammina (ridistillata 99.5% Sigma-Aldriclgromuro di benzile (98%
Sigma-Aldrich), bromuro di 4-metilbenzile (97% Sigma-Aldrich), clordr 4-metossibenzile
(98% Sigma-Aldrich), cloruro di 2,5-dimetilbenzile (98% Sigma-Aldrich).

| solventi utilizzati per il work-up delle reazioni e per le pggkioni dei prodotti su gel di

silice sono di grado RPE della Carlo Erba Reagenti.

10.9 Sintesi

Procedura generale di sintesi di 3-fenil-2-nitropropanoati di etile variamente sastituit
sull’anello aromatico.

La reazione viene condotta sotto atmosfera di azoto e la veusdlizzata é stata
preventivamente lasciata in stufa a 140°C almeno dodici ore.

In un pallone a due colli da 10ml, munito di setto di gomma, ancorettaetnzy bolla
antispruzzo e palloncino di lattice, si introduce 1ml di nitroacetattilé. Il sistema viene
raffreddato a 0°C mediante un bagno di acqua e ghiaccio. Si aggiungono (09%exq])
dell'opportuno alogenuro di benzile e 0.12g (0.04eq) di bromuro di tetrabutilammanio. S
lascia il sistema in agitazione a 0°C per trenta minuti eesstvamente si aggiungono 1.41ml
(0.9eq) di etildiisopropilammina. Dopo quindici minuti si osserva la forom&z di un
precipitato bianco corrispondente all’alogenuro di etildiisopropilammoniascbrse tre ore
dall’aggiunta della base si lascia arrivare il sistemi@ngperatura ambiente e si aggiungono
5ml di etere etilico per completare la precipitazione del bromiuetildiisopropilammonio, si
agita e si filtra la soluzione su filtro di carta. Il pretapp nel pallone di reazione viene lavato
con due successive aggiunte di 5ml di etere etilico e filtra&®oluzione eterea viene seccata
su NaSQ,, filtrata e il sovente viene allontanato a pressione ridotta mamie la

temperatura del bagno al di sotto dei 35°C.

3-fenil-2-nitropropanoato di etile (composto R).

L’alogenuro utilizzato € bromuro di benzile.
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Il grezzo ottenuto viene purificato mediante cromatografia sudigsllice (70-230 mesh)
usando come eluente @El,. Si ottengono 0.749g di prodotto puro, un liquido incolore, pari

ad una resa del 41%.

3-(4-metilfenil)-2-nitropropanoato di etile (composto RH

L’alogenuro utilizzato € bromuro di 4-metilbenzile.
Il grezzo ottenuto viene purificato mediante cromatografia sudigsllice (70-230 mesh)
usando come eluente @El,. Si ottengono 1.40g di prodotto puro, un liquido incolore, pari

ad una resa del 73%.

3-(4-metossifenil)-2-nitropropanoato di etile (composto RGCH

L’alogenuro utilizzato € cloruro di 4-metossibenzile.
Il grezzo ottenuto viene purificato mediante cromatografia sudigsllice (70-230 mesh)
usando come eluente @El,. Si ottengono 0.45g di prodotto puro, un liquido incolore, pari

ad una resa del 22%.

3-(2,5-dimetilfenil)-2-nitropropanoato di etile (composto REGH

L’alogenuro utilizzato € cloruro di 2,5-dimetilbenzile.
Il grezzo ottenuto viene purificato mediante cromatografia sudigsllice (70-230 mesh)
usando come eluente CHCSI ottengono 0.65g di prodotto puro, un liquido incolore, pari ad

una resa del 32%.
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Conclusioni

| risultati ottenuti nel corso di questa tesi di Dottorato hanno E=wndi caratterizzare |l
comportamento in soluzione acquosa di due classi di composti, le claroauéi e i 3-fenil-
2-nitropropanoati di etile e verranno riassunti di seguito.

Gli spettri'H monodimensionali di soluzioni acquose a concentrazioni superiori alla solubilita
dei composti, mostrano la comparsa di nuove risonanze, tutte a camigpatto ai segnali
presenti nelle soluzioni a concentrazione inferiore alla solubilita.

Dall’analisi di queste nuove risonanze si deduce che i compostinreasaoluzione acquosa
danno luogo a fenomeni di aggregazione ladniing force e data da interazioni di-
stacking tra gli anelli aromatici; queste interazioni sono daliminimizzare I'esposizione
all'acqua della parte idrofoba della molecola.

| complessi - cosi formati possono avere struttura parzialmente ordinata in alasni
mentre in altri casi gli aggregati sembrano disordinati. Inuzohe, tuttavia, Il
comportamento delle due famiglie di composti studiati appare diteepeer ragioni cinetiche
tanto che si ritiene opportuno trattare i due casi separatamente.

Cloroacetammidi

Gli spettri *H monodimensionali di soluzioni acquose delle cloroacetammidi a diverse
concentrazioni mostrano la presenza di due diversi sistemi aggyegenti in due intervalli
di concentrazione successivi. Tali sistemi aggregati hanno uondusdr ordinata come
dimostra I'elevata risoluzione di queste “risonanze extra”. Suicgpttri € evidente, inoltre,
una graduale perdita di segnale alllaumentare della concentradnonéa alla presenza di
aggregati di notevoli dimensioni e rigidi, cioé non visibili via g NMR di soluzione. Si
noti che la perdita di segnale avviene in due steps confermando quprdsénza di due o
piu tipi di aggregati.

Gli spettri NMR appaiono ben risolti, la specie monomerica e gagtigegata non mostrano
fenomeni di scambio chimico, una specie, dovuta al monomero mostraN@&tnegativi,
I'altra, dovuta agli aggregati mostra NOE positivi e presehzpin diffusione. L’equilibrio
tra il monomero e I'aggregato € sempre estremamente lento.

Le misure di diffusione eseguite con metodi NMR danno informaziore gduthensioni della
specie osservabile. Queste dimensioni, in funzione anche della conoe®ragono

dell’ordine di 10-15nm e corrispondono a coefficienti di diffusione dell’'ordine di
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D~10"m%s. Le misure di Dynamic Light Scattering individuano bene la sp&MR
silent” e permettono di determinare le dimensioni degli aggred@t-200nm a ~700nm e il
loro coefficiente di diffusione D~5x18m?/s.

Si noti che gli aggregati NMR osservabili, ben carattenzzat metodi PFG-NMR, mostrano
una diminuzione delle dimensioni al crescere della concentrazione.

Il Dynamic Light Scattering ha permesso, invece, di stimadintensioni degli aggregati di
grandi dimensioni che, pur non essendo visibili mediante tecniche NMR, condalt@no
perdita di segnale negli spettri monodimensionali. In taluni casnikure PFG-NMR
mostrano un decadimento solo parziale, fino alla perdita del 75% dealsegjuesta
osservazione implica che le misure andranno ripetute a gradiertitiptiche le dimensioni
indicate dal’lNMR sono sicuramente sottostimate.

Infine, a conferma dei dati spettroscopici sono state utilizzataiche chimico-fisiche
classiche; misure di tensione superficiale, di crioscopia e dosite hanno consentito di
studiare il sistema da un punto di vista termodinamico e di osseevarariazioni dei
parametri chimico-fisici delle soluzioni in funzione dell’aggragae. Si € quindi pervenuti
ad una conferma dei dati di NMC( Non critical Multimer Conceianat In effetti i dati
NMR e i dati ottenuti con tecniche chimico-fisiche classiche sono in ottimo accordo.

In conclusione, nelle soluzioni acquose di cloroacetammidi sono presentortne di
aggregazione; il monomero; aggregati di notevoli dimensioni osskrwsddiante DLS ma
non mediante NMR; altri aggregati ordinati di dimensioni minoriensili mediante NMR
ma non mediante DLS, le cui dimensioni variano con la concentraziopeo Sthematizzare

il processo di aggregazione secondo il seguente diagramma:
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tempo

1h

A

Equilibrio lento
. B

Equilibrio lento
. —

L

Soluzione:
limpida
stabile

NMR: monomero

-

Soluzione:
limpida
stabile

NMR: monomero

| + aggregati | + aggregati
i grandi i piccoli
O || DLS:aggregati | ! DLS: aggregati
Q | molto i molto
e grandi | grandi
o | :
c | :
g ! Parziale | Parziale
| separazione | separazione
i di fase ! di fase
i fase E fase
|| microeterogenea | microeterogenea
| | torbida i torbida
i in evoluzione i in evoluzione
: : >
2 mM 12 mM 35 mM
concentrazione

cloroacetammidi.

3-fenil-2-nitropropanoati di etile

Schema della formazione di complessi -

confermato dagli spettri registrati a diverse temperature.

in soluzione acquosa ad opera di

Dagli spettri*H dei nitropropanoati di etile si osserva una graduale diminuzionemeglot
dell'intensita dei segnali risolti e la comparsa di risonarsimraetriche e larghe. Questa
osservazione € stata interpretata come dovuta alla presenzardi diseemi aggregati sia
ordinati, caratterizzati da risonangkarp che disordinati, a differente impacchettamento. In
questi aggregati complessi lo scambio chimico tra le varieis@ppare sufficientemente
lento, dello stesso ordine di grandezza dei chemical shifts NMERL/(dsg); € possibile,

infatti, distinguere la presenza di piu specie. Lo scambio chimioqteste forme é

Anche in questo caso, la specie monomerica e quella aggregata noanmdsnomeni di
scambio chimico; i contatti NOE del monomero appaiono negativi, mardifterenze delle
cloroacetammidi, i contatti NOE dell’aggregato appaiono in partié\pesl in parte negativi.
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Cio e’ dovuto alla presenza di scambi sufficientemente lente tdiverse specie presenti. Si
hanno infatti forme esteree ed enoliche in equilibrio lento e spacidifferente
impacchettamento. Di conseguenza, i NOE, essenzialmente molta picealore, possono
presentarsi sia positivi che negativi.

Tuttavia, la presenza di stackipgp € ancora confermata daghift upfielddi tutti i segnali di
risonanza.

| dati di diffusione PFG-NMR indicano che gli aggregati deiopitopanoati di etile hanno
dimensioni minori rispetto agli aggregati delle cloroacetammidi.

Si pud schematizzare il processo di aggregazione secondo il seguente diagramma

Soluzione limpida
tempo
NMR: monomero +

aggregati risolti +
aggregati non risolti

DLS: aggregati molto 48h
grandi

Keq » 1/Dda,B

A. Soluzione limpida

NMR: monomero +
aggregati risolti

DLS: aggregati molto
grandi

Parziale
Equilibrio separazione 1h
di fase

lento

fase
microeterogenea

torbida

\/ monomero

Schema della formazione di complessi- in soluzione acquosa ad opera di 3-fenil-2-

nitropropanoati di etile.
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In conclusione e stata dimostrata I'esistenza in soluzione di una olagga di aggregati, mai
precedentemente descritta, in cui le forze idrofobe sono solo unaleketéorze stabilizzanti

e le interazioni - giocano un ruolo fondamentale.
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