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Abstract

Il presente studio descrive lo sviluppo e la validazione di un metodo di estrazione al punto
di intorbidimento (Cloud Point Extraction, CPE) basato sull’impiego del tensioattivo non
ionico Triton X-100. II lavoro ¢ articolato in due fasi sequenziali: una fase di caratteriz-
zazione fisico-chimica del sistema micellare e una fase applicativa volta al recupero della
curcumina.

Nella prima fase, ¢ stato indagato il fenomeno del Cloud Point (CP) del Triton X-100
in soluzione acquosa (1% p/p) attraverso la costruzione di diagrammi di fase. E stata ana-
lizzata I’influenza di additivi quali cloruro di sodio (NaCl) e diversi alcoli a concentrazioni
crescenti sulla Temperatura di Cloud Point (TCP). L'indagine ¢ stata condotta mediante
I’integrazione di due tecniche complementari: il monitoraggio in bagno termostatato e la
diffusione dinamica della luce (DLS), permettendo di comprendere come la forza ionica
e la polarita del mezzo modifichino la stabilita del sistema micellare.

Nella seconda fase, il sistema ottimizzato ¢ stato applicato all’estrazione della curcu-
mina, polifenolo noto per le elevate proprieta antiossidanti ma caratterizzato da una scarsa
solubilita acquosa. Previa costruzione di una curva di calibrazione mediante spettrofoto-
metria UV-Vis, il metodo CPE ¢ stato testato su soluzioni standard, a cui ¢ stato aggiunto
NaCl per indurre il fenomeno del CP. Dopo aver raggiunto la TCP, le due fasi sono state
separate mediante centrifugazione. La concentrazione di curcumina nella fase estratta ¢
stata determinata utilizzando, nuovamente, uno spettrofotometro UV-Vis.

La validazione del protocollo ¢ stata completata attraverso la valutazione dell’accura-
tezza su un campione titolato e 1’analisi della robustezza su una matrice reale complessa
(integratore alimentare commerciale). I risultati ottenuti mostrano un’elevata efficienza
del metodo, con percentuali di recupero (recovery) stabilmente superiori all’80%, confer-
mando la validita della CPE come tecnica green, rapida ed efficace per la determinazione

di composti bioattivi in formulazioni commerciali.
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1 Introduzione

Il presente lavoro si propone di analizzare 1’efficacia della tecnica di estrazione al punto di
intorbidimento (Cloud Point Extraction, CPE) per il recupero della curcumina da matrici
acquose, utilizzando il tensioattivo non ionico Triton X-100. La curcumina, composto
polifenolico di elevato interesse biologico, grazie alle sue spiccate proprieta antiossidanti e
antinflammatorie, presenta tuttavia una marcata idrofobicita e una scarsa stabilita chimica.
La sua suscettibilita a fenomeni di degradazione idrolitica e la sua elevata fotosensibilita
ne limitano fortemente la biodisponibilita e la determinazione analitica in fase acquosa.
Tali criticita rendono indispensabile lo sviluppo di strategie di pre-concentrazione che
siano al contempo efficienti e protettive. In questo scenario, I’impiego del Triton X-100
risulta strategico: la sua capacita di generare sistemi micellari permette di solubilizzare e
stabilizzare la curcumina all’interno di un nucleo idrofobico, isolandola e proteggendola
dall’ambiente circostante. Inoltre, la sua temperatura di cloud point (TCP), facilmente
raggiungibile in condizioni controllate di laboratorio, consente di ottenere un’elevata resa
estrattiva con una procedura rapida e a basso impatto ambientale.

Questo lavoro si presenta suddiviso in due parti principali: la prima ¢ dedicata alla
caratterizzazione del comportamento di fase del sistema acqua/Triton X-100, con par-
ticolare attenzione all’effetto modulante di sali e alcoli sulla TCP; la seconda parte si
focalizza sull’applicazione pratica della CPE per I’estrazione e la quantificazione del-
la curcumina, valutando I’efficacia del protocollo sviluppato su campioni standard, su
un campione titolato e su una matrice reale complessa rappresentata da un integratore
alimentare commerciale.

Lapproccio qui presentato non mira solo all’efficacia estrattiva, ma si pone come un’al-
ternativa sostenibile e scalabile, in linea con i principi della Green Analytical Chemistry,

per I’analisi di composti bioattivi in formulazioni industriali e farmaceutiche.

1.1 Green Chemistry e tecniche di estrazione

L’estrazione liquido-liquido (LLE) rappresenta un pilastro storico della separazione ana-
litica, basandosi sulla ripartizione di un soluto tra due fasi liquide immiscibili. Sebbene
sia stata per decenni la tecnica di riferimento sia in ambito industriale che di ricerca,
I’allineamento con i moderni protocolli della Green Analytical Chemistry ne ha messo
profondamente in discussione I’impiego, a causa dell’elevato consumo di solventi organici
volatili, spesso tossici, infiammabili e onerosi da smaltire[1]. In risposta alla necessita di
ridurre I’impatto ambientale e 1 rischi operativi, si & assistito a un cambio di paradigma
verso metodologie estrattive che minimizzino 1’uso di sostanze nocive [2].

In questo contesto, il Cloud Point Extraction (CPE) si configura come una valida alternati-



va sostenibile. Introdotta per la prima volta in ambito analitico da Watanabe e Tanaka nel
1978, la CPE ha rivoluzionato 1’approccio alla separazione sfruttando il comportamento
termosensibile dei tensioattivi non ionici al di sopra della loro concentrazione micellare
critica (CMC). A differenza della LLE convenzionale, questa tecnica impiega 1’acqua
come solvente principale, riducendo drasticamente la dipendenza dai solventi organici [3].

Il processo si basa sulla transizione di fase che avviene al raggiungimento della Tem-
peratura di Cloud Point (TCP): a questa temperatura, la soluzione inizialmente limpida
diventa torbida e si separa in una fase acquosa e in una fase ricca di tensioattivo (fase mi-
cellare) di volume estremamente ridotto. Tale meccanismo non garantisce solo 1’efficace
estrazione dell’analita, ma ne permette una significativa pre-concentrazione, migliorando

sensibilmente la sensibilita analitica complessiva [4].

1.2 Tensioattivi e chimica micellare

I tensioattivi sono molecole anfifiliche caratterizzate da una struttura peculiare, composta
da un gruppo idrofobico (solitamente una catena idrocarburica) con scarsa affinita per
il solvente e da un gruppo idrofilo polare o ionico che presenta, al contrario, una forte
interazione con esso. Quando tali molecole vengono disciolte in un solvente polare come
I’acqua, la porzione idrofobica tende a distorcere la struttura del solvente, provocando un
aumento dell’energia libera del sistema. Per raggiungere uno stato di minima energia e
minimizzare il contatto sfavorevole tra le "code" idrofobiche e 1I’acqua, il sistema risponde
attraverso I’orientamento specifico delle molecole all’interfaccia soluzione/aria o mediante
la formazione di aggregati organizzati.

L attivita dei tensioattivi deriva dalla loro capacita di adsorbimento alle interfacce, dove
riducono la tensione superficiale del sistema. Tuttavia, la presenza del gruppo idrofilo
impedisce la completa separazione di fase del tensioattivo, poiché la disidratazione della
"testa" polare risulterebbe energeticamente sfavorevole [5]. A seconda della natura chimica

di quest’ultimo gruppo, i tensioattivi vengono classificati in quattro categorie principali:

Anionici: il gruppo idrofilo € carico negativamente (es. solfati, solfonati);

Cationici: il gruppo idrofilo & carico positivamente (es. sali di ammonio quaterna-

rio);

* Non ionici: il gruppo idrofilo ¢ elettricamente neutro (es. alcoli etossilati come il
Triton X-100);

e Zwitterionici: il gruppo idrofilo contiene sia cariche positive che negative (es.

betaine o amminoacidi) [5].

All’aumentare della concentrazione di tensioattivo, si raggiunge un valore critico denomi-

nato Concentrazione Micellare Critica (CMC). Oltre questo punto, la tensione superficiale
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Tabella 1.1: Classificazione dei tensioattivi.

Classe Proprieta Esempi
Non ionici La testa idrofila non ¢& carica. Poliossietileni
Anionici Il gruppo idrofilo contiene una par-  Sodio dodecil solfato

te anionica come carbossilato, sol-
fonato o solfato.

Cationici La testa idrofila contiene gruppi Cetiltrimetilammonio bromuro
positivi come I’ammonio quater-
nario.

Zwitterionici  Esistono come cationici, anionici 4-(Dodecildimetil ammonio) bu-
o neutri a seconda del pH della so- tirrato
luzione.

rimane costante e le molecole iniziano ad auto-associarsi in aggregati detti micelle [6].

In questi aggregati, le code idrofobiche si orientano verso 1’interno, formando un nucleo
(core) idrofobico capace di ospitare e solubilizzare molecole organiche o farmaci altri-
menti insolubili, mentre le teste idrofile si rivolgono verso 1’esterno per interagire con il
solvente. Questa proprieta rende i tensioattivi vettori ideali per la pre-concentrazione di
ioni metallici, lo studio della mobilita dei farmaci e 1’analisi di sistemi biologici complessi

[5].
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Figura 1.1: Formazione delle micelle [7].

In particolare, i tensioattivi non ionici mostrano un comportamento peculiare al variare
della temperatura: riscaldando la soluzione, si osserva la comparsa di torbidita seguita
dalla separazione in due fasi isotrope coesistenti. Questo fenomeno ¢ dovuto alla disi-
dratazione delle catene polietossilate, che rende il tensioattivo meno solubile e porta alla

formazione della fase ricca di micelle [8].

1.3 Triton X-100

Tra i tensioattivi non ionici, il Triton X-100 ¢ stato selezionato in questo lavoro per la sua

elevata capacita solubilizzante. Chimicamente si presenta come un ottilfenolo etossilato



(Figura 1.2), costituito da una porzione idrofobica p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenile e una
regione idrofila composta da una catena media di 9,5 unita di ossido di etilene. Grazie alla
sua natura non ionica puo interagire con le membrane e i lipidi senza denaturare le proteine
globulari, rendendolo uno strumento fondamentale nella lisi cellulare e nei protocolli di

immunoistochimica.
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Figura 1.2: Struttura molecolare del Triton X-100 [9].

I parametri chiave che definiscono ’efficacia del TX-100 includono:

a) Concentrazione Micellare Critica (CMC): circa 0,2 - 0,9 mM a temperatura ambiente
(valore influenzato da temperatura e forza ionica);

b) Solubilita: elevata in fase acquosa, il che facilita I’estrazione di analiti idrofobici
come la curcumina;

¢) Temperatura di Cloud Point (TCP), temperatura alla quale avviene la separazione

di fase necessaria per la CPE: circa 65 °C.

In ambito biomolecolare, il TX-100 ¢ ampiamente utilizzato per la lisi cellulare e la
solubilizzazione delle membrane citoplasmatiche, grazie alla sua capacita di interagire
con i lipidi di membrana senza denaturare le proteine. E inoltre impiegato nei protocolli
di immunoistochimica per facilitare la penetrazione degli anticorpi nei tessuti. Nelle
scienze dei materiali e nelle nanotecnologie, viene utilizzato per la stabilizzazione di
nanoparticelle in sospensione e per la dispersione di nanotubi di carbonio, prevenendone
I’aggregazione mediante impedimento sterico [10].

E tuttavia fondamentale rilevare che il TX-100 & oggi soggetto a restrizioni normative (es.
Regolamento REACH) poiché la sua degradazione produce ottilfenoli, noti per la loro
attivita di interferenti endocrini. Nonostante la spinta verso alternative pitt biodegradabili,
il Triton X-100 rimane in questo lavoro il benchmark analitico fondamentale. La scelta
di questo tensioattivo ¢ supportata dalla sua consolidata rilevanza industriale e dalla sua
ampia diffusione in ambito farmaceutico e biotecnologico. Tali caratteristiche, unite
all’elevata solubilita in acqua e alla pronta disponibilita commerciale, rendono il TX-100
un modello ideale per la validazione di protocolli di estrazione scalabili e trasferibili a

contesti applicativi reali.



1.4 1l fenomeno del Cloud Point (CP)

Il Cloud Point (CP) ¢ un fenomeno chimico-fisico che si verifica in soluzioni acquose
di tensioattivi non ionici, come il Triton X-100, quando il sistema viene riscaldato oltre
un valore critico di temperatura. Al raggiungimento di tale soglia, il tensioattivo per-
de bruscamente solubilita e la soluzione, originariamente isotropa e limpida, assume un
aspetto torbido o lattiginoso. Questa transizione macroscopica ¢ la manifestazione di una
separazione di fase istantanea che porta alla formazione di due domini distinti: una fase
coacervata, di volume ridotto ed estremamente ricca di tensioattivo, e una fase acquosa
bulk, in cui la concentrazione di tensioattivo risulta prossima alla sua Concentrazione
Micellare Critica (CMC) [11]. La temperatura alla quale si innesca tale fenomeno ¢ de-
finita Temperatura di Cloud Point (TCP). Il processo ¢ termodinamicamente reversibile:
abbassando la temperatura al di sotto della TCP, il sistema riacquista la sua limpidezza
originaria. A livello molecolare, al di sotto della TCP le micelle sono stabili e disperse
omogeneamente; al di sopra di tale valore, le catene polari polietossilate subiscono una
progressiva disidratazione, che riduce le repulsioni steriche inter-micellari e favorisce
I’aggregazione. Il core idrofobico di questi aggregati si rivela un ambiente ideale per solu-
bilizzare molecole scarsamente idrosolubili, come la curcumina, facilitandone 1’ estrazione
quantitativa dalla fase acquosa.

Risulta fondamentale distinguere concettualmente la CMC dalla TCP: mentre la prima
descrive il processo di auto-assemblaggio dei monomeri anfifilici in strutture micellari, il
Cloud Point rappresenta una vera e propria transizione di fase macroscopica del sistema
micellare preesistente. Per tensioattivi non ionici etossilati come il TX-100, 1’aumento
dell’energia termica del sistema causa la rottura dei legami idrogeno tra I’acqua e le catene
di polietilenglicole (PEG), innescando la coalescenza delle micelle e la conseguente
separazione bifasica [6].

Il valore della TCP non ¢ assoluto, ma ¢ strettamente influenzato da variabili composizio-
nali e termodinamiche, tra cui la concentrazione del tensioattivo, la forza ionica (presenza
di sali) e I’aggiunta di co-solventi come gli alcoli. Comprendere e modellizzare 1’impatto
di tali fattori & un prerequisito essenziale per ottimizzare le condizioni operative della
CPE e massimizzarne I’efficienza estrattiva [11]. Inoltre, fattori fisici come 1’agitazione
meccanica e un gradiente termico controllato possono favorire cineticamente 1’equilibrio
di separazione delle fasi.

In questo contesto, lo sviluppo di sistemi acquosi bifasici basati su tensioattivi rispon-
de perfettamente ai dettami della Green Analytical Chemistry: essi impiegano composti
non volatili, scarsamente tossici, tendenzialmente biodegradabili e biocompatibili. I ten-
sioattivi non ionici, in particolare la serie Triton X, garantiscono costi operativi contenuti,

cinetiche di separazione rapide e 1’assenza di rischi legati all’inflammabilita dei solventi



organici tradizionali.

Sulla base di queste premesse, la prima parte del presente studio sperimentale ¢ stata de-
dicata alla caratterizzazione sistematica del comportamento di fase del sistema multicom-
ponente acqua/Triton X-100, valutando 1’andamento della TCP in funzione dell’aggiunta
di diverse concentrazioni molali di sale e di diverse tipologie e concentrazioni di alcoli.
Lobiettivo primario di tale indagine ¢ stata la costruzione di diagrammi di fase accurati
per ciascun sistema investigato [12].

Un diagramma di fase costituisce la rappresentazione grafica dei domini di stabilita ter-
modinamica di un sistema in funzione di variabili intensive quali temperatura, pressione
e composizione. Esso definisce le condizioni di equilibrio macroscopico in cui il sistema
minimizza la propria energia libera di Gibbs, segregandosi, laddove termodinamicamente
favorito, in fasi distinte. Nei sistemi colloidali di tensioattivi non ionici, il diagramma
delinea la curva binodale, ovvero il confine di solubilita che separa la regione monofasica
dalla lacuna di miscibilita. Per il sistema TX-100/acqua, tale curva ¢ caratterizzata da una
Lower Critical Solution Temperature (LCST), che riflette proprio la transizione indotta
dalla deidratazione termica delle catene polietossilate.

Come precedentemente accennato, la natura dell’alcol addizionato esercita un profondo
impatto sulla TCP, correlato principalmente alla lunghezza della sua catena idrocarburica.
Numerosi studi evidenziano una dicotomia comportamentale: 1’aggiunta di alcoli a catena
corta (es. metanolo, etanolo, propanolo, iso-propanolo) induce un netto innalzamento
del punto di intorbidimento rispetto al valore del TX-100 puro (circa 67 °C); viceversa,
I’inserimento di alcoli a catena medio-lunga (es. n-butanolo, isobutanolo, n-ottanolo) ne
determina una drastica riduzione. Come regola generale, all’aumentare della lunghez-
za della catena alchilica, diminuisce la concentrazione di alcol necessaria per indurre la
separazione di fase [13].

Questo fenomeno ¢ spiegabile analizzando la ripartizione dell’alcol tra il solvente bulk
e la fase micellare. La solubilita acquosa degli alcoli diminuisce all’aumentare del peso
molecolare. Gli alcoli a catena corta agiscono prevalentemente come co-solventi nella
fase acquosa, modificando la costante dielettrica e ostacolando la disidratazione del ten-
sioattivo, il che si traduce in un aumento della TCP. Al contrario, gli alcoli a catena lunga
esibiscono un comportamento da co-tensioattivi: essi si ripartiscono preferenzialmente
all’interno delle micelle, intercalandosi tra le catene idrofobiche del TX-100 (effetto di im-
pacchettamento). Questa penetrazione aumenta I’idrofobicita complessiva dell’ aggregato
micellare e ne facilita la disidratazione termica, portando a una conseguente diminuzione
della TCP [13] [14]. Inoltre, I’inserimento di queste molecole altera la struttura micellare,

abbassando il valore della CMC del tensioattivo in misura proporzionale alla lunghezza



della catena alcolica e alla sua concentrazione [13] [11].

Un ulteriore e decisivo parametro in grado di modulare la TCP ¢ la forza ionica del mezzo.
L’aggiunta di sali inorganici promuove generalmente un abbassamento del valore di CP
attraverso il noto effetto di salting-out. A livello molecolare, si instaura una competizione
per ’acqua di idratazione: le interazioni ione-dipolo tra gli elettroliti e le molecole d’acqua
risultano termodinamicamente piu favorevoli rispetto ai legami idrogeno che solvatano le
catene polietossilate del tensioattivo. Conseguentemente, gli ioni "sottraggono" acqua alle
micelle, inducendone una deidratazione prematura che abbassa la temperatura necessaria
per la separazione di fase. L’entita di questo effetto ¢ direttamente proporzionale alla con-
centrazione salina [15]. In ottica estrattiva, I’impiego del salting-out ¢ strategico, poiché
la disidratazione spinge gli analiti organici a ripartirsi in modo ancora piu quantitativo
verso il core idrofobico micellare [8].

Nel presente lavoro ¢ stato selezionato il cloruro di sodio (NaCl) come elettrolita modello,
in virtu della sua elevata solubilita in acqua, del basso costo, della ridotta tossicita e della

ben nota efficacia nel promuovere fenomeni di salting-out nei sistemi micellari non ionici.

La capacita degli ioni di indurre questo effetto non ¢ universale, ma segue le tendenze
descritte dalla serie di Hofmeister. Questa serie ordina gli ioni in base al loro impatto
sulla struttura dell’acqua e sulla stabilita dei sistemi idrofili. Gli ioni fortemente idratati
(kosmotropici), avendo un’elevata affinita per I’acqua, agiscono come efficaci agenti di
salting-out, privando le micelle della loro sfera di idratazione e abbassando drasticamente
la TCP. Al contrario, ioni meno idratati (caotropici) esibiscono un effetto di salting-
in, interagendo diversamente con le interfacce acquose e portando, in alcuni casi, a un

innalzamento della temperatura di intorbidimento [15].

1.5 Cloud Point Extraction

La Cloud Point Extraction (CPE) si configura come una metodologia di pre-concentrazione
e separazione analitica altamente efficiente ed ecosostenibile, capace di superare molte
delle criticita associate alla tradizionale estrazione liquido-liquido. La tecnica si distingue
per essere rapida, economica, selettiva e per garantire un’elevata accuratezza analitica
[16].

Storicamente, 1’estrazione con solventi ¢ stata lo strumento di elezione per la separa-
zione di innumerevoli analiti, dai metalli pesanti fino alle biomolecole. Tuttavia, la LLE
convenzionale presenta svantaggi intrinseci non trascurabili: impiega volumi ingenti di

solventi organici tossici e infiammabili, richiede tempi operativi spesso lunghi e, a causa



della forte diluizione nella fase organica, offre un’efficienza di pre-concentrazione talvolta
limitata. Al contrario, la CPE si avvale di tensioattivi impiegati a basse concentrazioni
come agenti estraenti, operando interamente in un mezzo acquoso omogeneo. Questo
approccio minimizza I’impiego di solventi nocivi, abbattendo drasticamente 1’impatto
ambientale e i costi di smaltimento, e rendendo la tecnica pienamente aderente ai principi
della Green Analytical Chemistry [8] [17].

La prima applicazione di questa metodologia risale agli anni *70, quando Watanabe e
collaboratori la impiegarono per 1’estrazione dello ione Ni** da soluzioni acquose, sfrut-
tando la formazione di un complesso metallico e 1’azione del Triton X-100 come fase
estraente micellare [3] [16]. Da quell’esordio, la versatilita della CPE ha permesso di
espanderne 1’utilizzo ben oltre 1’analisi inorganica, diventando una tecnica di riferimento
per la pre-concentrazione di inquinanti organici, proteine, pesticidi, € numerosi principi
attivi farmaceutici, inclusi agenti antimicrobici e molecole bioattive [16]. Dal punto di
vista operativo, la CPE sfrutta la capacita del core idrofobico delle micelle di intrappolare e
solubilizzare 1’analita bersaglio. Il protocollo standard prevede 1’aggiunta del tensioattivo
al campione acquoso a una concentrazione superiore alla sua CMC, consentendo la for-
mazione termodinamicamente spontanea delle micelle e la conseguente solubilizzazione
dell’analita [18].

Successivamente, I’induzione del fenomeno del Cloud Point provoca la disidratazione dei
gruppi polari del tensioattivo e la riduzione delle repulsioni inter-micellari. Questo porta
all’aggregazione delle micelle e alla separazione del sistema in due fasi: una fase superiore
acquosa (fortemente diluita e impoverita di analita) e una fase inferiore coacervata (di volu-
me estremamente ridotto, ricca di tensioattivo e contenente 1’analita pre-concentrato). Per
velocizzare e rendere netta questa separazione macroscopica, il sistema viene sottoposto

a centrifugazione, dopodiché la fase micellare viene prelevata e analizzata [16].
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Figura 1.3: Schema del sistema CPE per analiti da matrici complesse [7].




Tradizionalmente, la transizione di fase viene indotta fornendo calore al sistema fino al
superamento della TCP. Tuttavia, questo approccio termico presenta una vulnerabilita
procedurale significativa: durante la successiva fase di centrifugazione (spesso eseguita in
apparecchiature non termostatate ad alte temperature), la soluzione subisce un inevitabile
calo termico. Se la temperatura scende al di sotto della TCP del sistema, si verifica
una parziale ri-solubilizzazione del tensioattivo nella fase acquosa bulk, con conseguente

perdita dell’analita e drastica diminuzione dell’efficienza estrattiva (vedi Figura 1.4) [19].
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Figura 1.4: Rappresentazione della CPE di ioni metallici [7].

Una strategia elegante ed estremamente efficace per ovviare a questa problematica consiste
nell’eseguire una Room Temperature Cloud Point Extraction (RT-CPE). Sfruttando il
fenomeno del salting-out, I’aggiunta di elettroliti (come il gia citato NaCl) abbassa la TCP
del tensioattivo al di sotto della temperatura ambiente. In questo modo, la separazione di
fase viene indotta a freddo, eliminando del tutto la necessita di riscaldamento preventivo.
Questa modifica non solo azzera il rischio di ri-solubilizzazione durante la centrifugazione,
garantendo recuperi percentuali piu elevati e riproducibili, ma riduce ulteriormente i tempi
operativi e il consumo energetico, rendendo il protocollo ideale per I’ estrazione di molecole
termolabili [16].

1.6 I Curcuminoidi: composizione e rilevanza analitica

Il rizoma della Curcuma longa non contiene un unico principio attivo isolato, bensi un
fitocomplesso di metaboliti secondari lipofili noti collettivamente come curcuminoidi.
Questo gruppo di composti polifenolici € costituito da tre principali analoghi strutturali: la
curcumina (diferuloilmetano), che rappresenta nettamente la frazione maggioritaria (circa
il 77% del complesso totale), la demetossicurcumina (DMC, circa il 17%) e la bisdeme-
tossicurcumina (BDMC, circa il 3%) [20]. Dal punto di vista chimico, i curcuminoidi
condividono il medesimo scheletro diarileptanoide di base e le stesse peculiarita chimico-

fisiche (scarsa solubilita acquosa, instabilita idrolitica e fotodegradazione). Le uniche



differenze strutturali risiedono nell’assenza di uno o di entrambi i gruppi metossilici sugli

anelli aromatici periferici.
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Figura 1.5: Struttura molecolare dei curcuminoidi [20].

Biologicamente, questi tre composti esibiscono un profilo farmacologico ampiamen-
te sovrapponibile, agendo spesso in profonda sinergia per esplicare le potenti attivita
antiossidanti, antinfiammatorie e neuroprotettive associate agli estratti della pianta [20].
Da un punto di vista normativo e commerciale, le formulazioni farmaceutiche e gli
integratori alimentari (come le matrici reali indagate nel presente studio) riportano in
etichetta la concentrazione riferita ai "curcuminoidi totali", piuttosto che alla singola mo-
lecola. Tuttavia, a livello analitico, procedere con I’estrazione frazionata e la costruzione
di curve di calibrazione individuali per ciascun analogo risulterebbe procedimentalmente
oneroso e strumentalmente complesso. Poiché i tre curcuminoidi condividono lo stesso
cromoforo, il sistema di doppi legami coniugati responsabile dell’assorbimento nella re-
gione del visibile, essi presentano un comportamento spettrofotometrico quasi identico,
con un picco di massimo assorbimento (dmax) condiviso intorno ai 430 nm.
Per tali ragioni, in accordo con la prassi analitica consolidata per la spettrofotometria UV-
Vis, nel presente lavoro di tesi si ¢ scelto di utilizzare la curcumina pura come standard di
riferimento assoluto per la fase di ottimizzazione del metodo e la costruzione della retta
di taratura. La quantificazione dell’analita estratto dai campioni commerciali mediante
CPE verra conseguentemente espressa in equivalenti di curcumina, fornendo una stima

accurata e rappresentativa del contenuto totale di curcuminoidi presenti nella matrice.
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1.7 La Curcumina: struttura e proprieta chimico-fisiche

L’impiego di estratti vegetali nel trattamento di diverse patologie sta vivendo una fase di
rinnovato interesse scientifico, guidando la ricerca verso I’estrazione e I’analisi rigorosa
dei composti bioattivi naturali [21]. In questo scenario, un ruolo di primo piano & occupato
dalla curcumina (diferuloilmetano), il principale polifenolo bioattivo estratto dal rizoma
della Curcuma longa [22].

La curcumina, il cui nome IUPAC ¢ (1E,6E)-1,7-bis(4-idrossi-3-metossifenil)-1,6-eptadiene-
3,5-dione, ¢ il principale polifenolo bioattivo estratto dal rizoma della Curcuma longa.
Dal punto di vista strutturale, si classifica come un diarileptanoide simmetrico. La sua
complessa architettura molecolare ¢ costituita da due anelli fenolici, recanti ciascuno un
gruppo metossilico in posizione orto rispetto al gruppo ossidrilico, collegati da una catena
alifatica a sette atomi di carbonio. Tale catena centrale ospita un sistema o,(3-insaturo e

una porzione 3-dichetonica.
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Figura 1.6: Struttura molecolare della curcumina [23].

Una caratteristica chimico-fisica peculiare della curcumina ¢ la spiccata tautomeria cheto-
enolica. Sia allo stato solido che nella maggior parte dei solventi in soluzione, la forma
enolica risulta termodinamicamente favorita rispetto a quella dichetonica. Questa stabilita
¢ garantita dalla formazione di un forte legame idrogeno intramolecolare e dalla presenza
di un’estesa delocalizzazione elettronica © lungo I’intera struttura molecolare. L’elevato
grado di coniugazione dei doppi legami conferisce alla molecola le sue peculiari proprieta
ottiche: una marcata fluorescenza intrinseca e un intenso assorbimento nella regione del
visibile, con un picco massimo (Amax) tipicamente centrato tra i 420 e i 430 nm, responsa-
bile della caratteristica colorazione giallo-dorata. Tali proprieta fotofisiche costituiscono
il fondamento teorico per la sua rapida e accurata determinazione quantitativa mediante
spettrofotometria UV-Vis [23].

Sotto il profilo chimico-fisico, la curcumina & una molecola spiccatamente lipofila,
caratterizzata da un coefliciente di ripartizione ottanolo/acqua (log P) stimato intorno a
3.2. Di conseguenza, presenta una solubilita in acqua quasi trascurabile (nell’ordine di

11 ng/mL a temperatura ambiente e pH neutro), mentre risulta facilmente solubile in
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solventi organici polari (come etanolo, metanolo e acetone) e in lipidi. Oltre alla marca-
ta idrofobicita, la curcumina ¢ caratterizzata da una notevole instabilita chimica: risulta
altamente fotosensibile e va incontro a una rapida degradazione idrolitica in ambienti
acquosi, specialmente a pH neutro o alcalino, frammentandosi in composti come 1’acido
ferulico, la vanillina e ’acido vanillico. E proprio I’interazione tra queste criticitd in-
trinseche, la scarsissima solubilita acquosa e I’elevata suscettibilita alla degradazione, a
rendere complessa I’estrazione e 1’analisi quantitativa di questo analita in matrici acquose
convenzionali. In tale contesto, I'impiego di sistemi contenenti, ad esempio, 1 tensioattivi
non ionici (es. Triton X-100) utilizzati nella tecnica Cloud Point Extraction (CPE), rap-
presenta una soluzione analitica ed estrattiva ideale. La curcumina, infatti, si ripartisce
quantitativamente all’interno del core idrofobico delle micelle, il quale agisce come uno
"scudo" termodinamico e sterico: non solo ne permette un’efficace solubilizzazione in
un mezzo prevalentemente acquoso, ma la protegge simultaneamente dai fenomeni di de-
gradazione idrolitica e fotochimica, garantendone la stabilita fino al momento dell’analisi

strumentale.

1.8 La Curcumina: profilo farmacologico e potenziale terapeutico

Proprieta antiossidanti e pro-ossidanti della curcumina. Numerosi studi evidenzia-
no come la curcumina possieda un comportamento ambivalente, potendo agire sia come
antiossidante che come pro-ossidante a seconda del microambiente cellulare e della con-
centrazione. ['azione antiossidante ¢ cruciale per prevenire o rallentare la progressione
di innumerevoli stati patologici [24]. Essa si esplica con estrema efficacia sia in vitro che
in vivo, neutralizzando le Specie Reattive dell’Ossigeno (ROS) e proteggendo 1 tessuti
sani dallo stress ossidativo. Questa spiccata azione scavenger deriva chimicamente dalla
capacita dei gruppi fenolici e del gruppo metilenico centrale (porzione [3-dicetonica) di
donare atomi di idrogeno o accettare elettroni, neutralizzando i radicali liberi e stabilizzan-
dosi per risonanza [23]. La molecola ha inoltre dimostrato la rara capacita di rigenerarsi
dopo aver accettato elettroni [25]. Paradossalmente, in determinati contesti patologici
come il cancro, la curcumina esplica un’attivita pro-ossidante: essa induce la generazione
intracellulare di ROS (fondamentali per innescare 1’apoptosi nelle cellule tumorali) e si
lega alla tioredossina reduttasi (TR), alterando I’equilibrio redox e promuovendo effetti

antiproliferativi selettivi [23].

Effetti antinfiammatori della carcumina. Lo stress ossidativo e I’infiammazione cro-
nica sono processi fisiopatologici intimamente connessi; pertanto, la spiccata capacita anti-
ossidante della curcumina si traduce direttamente in una potente azione antinflammatoria.

Tale proprieta si manifesta attraverso 1’inibizione di varie vie di segnalazione intracellu-
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lare. Il target principale ¢ il fattore nucleare kappa B (NF-kB): la curcumina ne inibisce
I’attivazione, bloccando a cascata la trascrizione di numerosi geni pro-infiammatori [23].
Parallelamente, la molecola down-regola 1’espressione di enzimi chiave della cascata
inflammatoria, come la cicloossigenasi-2 (COX-2) e I’ossido nitrico sintasi inducibile
(iNOS), e inibisce direttamente la 5-lipoossigenasi (5-LOX) legandosi al suo sito cata-
litico. Si osserva inoltre una marcata riduzione dei livelli sierici di proteina C-reattiva
(PCR), del fattore di necrosi tumorale alfa (TNF-a) e la soppressione della migrazione dei
linfociti T [23].

Effetti regolatori su citochine, fattori di crescita e angiogenesi. La curcumina ¢ un
potente modulatore della comunicazione cellulare. Essa agisce sui recettori dei fattori
di crescita: diminuisce I’espressione e I’attivita del recettore per il fattore di crescita
epidermico (EGFR) e modula I’attivita di HER2, un recettore strettamente correlato alla
patogenesi dei tumori al seno, polmone, rene e prostata. Inoltre, sopprime 1’attivita
della citochina IL-6 inibendo la via di trasduzione del segnale STAT3 [23]. Questi
effetti si integrano con una potente azione anti-angiogenica, fondamentale per bloccare
la vascolarizzazione e la progressione dei tumori solidi [26]. La curcumina inibisce
I’angiogenesi bloccando I’espressione del fattore di crescita endoteliale vascolare (VEGF),
tramite I’inibizione di NF-kB, e modulando negativamente sia il fattore di crescita dei
fibroblasti (FGF-2) che enzimi come la COX-2 [23].

Cancro e curcumina. In ambito oncologico, la curcumina ha dimostrato formidabili
potenzialita sia preventive che terapeutiche. L’inibizione della proliferazione tumorale av-
viene tramite la modulazione di fattori di trascrizione oncogenici (NF-kB, AP-1, STAT3)
e I'induzione dell’apoptosi cellulare mediata dall’attivazione delle caspasi e dalla rego-
lazione delle proteine della famiglia Bcl-2. Inoltre, la molecola contrasta attivamente la
metastatizzazione inibendo le metalloproteasi della matrice (MMP), riducendo I’espres-
sione delle molecole di adesione cellulare e, come gia descritto, sopprimendo la cascata
delle citochine angiogeniche (IL-6, IL-23, IL-18) [23].

Diabete e curcumina. Nel contesto del diabete mellito di tipo 11, patologia caratterizzata
da insulino-resistenza, la curcumina si rivela un alleato multifunzionale. Grazie ai suoi
effetti ipoglicemizzanti, ipolipemizzanti e antinflammatori, combinati con la capacita di
ridurre i livelli di emoglobina glicata (HbAlc), questo composto ¢ in grado di rallentare
significativamente la progressione della malattia, fornendo al contempo un’importante

neuroprotezione contro le complicanze diabetiche [23].
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Malattie cardiovascolari e cuarcumina. [ benefici della curcumina si estendono al siste-
ma cardiovascolare, in particolare nella prevenzione dell’aterosclerosi. Questa patologia
¢ scatenata dall’accumulo di lipidi, colesterolo e fibrina nell’intima delle arterie, con con-
seguente formazione di placche ateromatosiche che, ostruendo il lume vasale, possono
esitare in eventi ischemici acuti come I’infarto del miocardio. L'azione cardioprotettiva
della curcumina ¢ legata alle sue forti proprieta anti-piastriniche: inibendo la sintesi di
trombossano e potenziando I’attivita della prostaciclina, riduce drasticamente il rischio
di trombosi. Contemporaneamente, il suo potere antiossidante abbassa i livelli sierici
di trigliceridi e colesterolo LDL, previene lo stress ossidativo dell’endotelio e mitiga

I’infiammazione vascolare, ostacolando anche la calcificazione arteriosa [23].

Malattie neurodegenerative e curcumina. Data la spiccata lipofilia che le permette di
attraversare la barriera emato-encefalica, la curcumina ¢ considerata un agente prometten-
te per il trattamento di disordini neurodegenerativi quali il morbo di Alzheimer, il morbo
di Parkinson, la depressione e I’epilessia [27]. Nella patogenesi dell’Alzheimer, lo stress
ossidativo e I’anomalo ripiegamento proteico giocano ruoli cardine. Diversi studi in vivo
hanno dimostrato che la curcumina non solo previene i danni da radicali liberi a livello neu-
ronale, ma contrasta direttamente I’amiloidogenesi, riducendo I’accumulo delle placche
di B-amiloide. Tali effetti neuroprotettivi preservano 1’integrita della barriera emato-
encefalica e mitigano i deficit cognitivi € mnemonici associati alla neurodegenerazione
[23] [27].

Fibrosi epatica e curcumina. La fibrosi epatica e la conseguente cirrosi, esiti di danni
epatici cronici (spesso di natura alcolica o dismetabolica), rappresentano sfide cliniche
globali [28]. Essendo stress ossidativo e inflammazione i motori principali della fibro-
genesi, I’integrazione di curcumina ha dimostrato eccellenti capacita epatoprotettive. La
molecola riduce 1 livelli sierici di lipidi e acido urico, smorza la risposta inflammatoria

epatica e previene 1’evoluzione del danno strutturale del fegato [23] [29].

AIDS, psoriasi e curcumina. Studi recenti hanno evidenziato inaspettate potenzialita
antivirali: la curcumina inibisce la trascrizione dell’HIV agendo come inibitore delle
proteasi virali e inducendo la degradazione della proteina Tat, offrendo nuove prospetti-
ve per la gestione dell’infezione da HIV-1 e HIV-2. Infine, in ambito dermatologico, la
curcumina sirivela efficace contro la psoriasi, una malattia infiammatoria cronica immuno-
mediata. Rimodulando I’attivita del sistema immunitario, la molecola down-regola 1’e-

spressione di citochine chiave nella patogenesi psoriasica (IL-17A, IL-22 e IL-6), inibisce
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I’iper-proliferazione dei cheratinociti e riduce sensibilmente I’infiammazione cutanea [23]
[30].

Effetti anti-infiammatori

Proprieta anti-ossidante e
pro-ossidante

Fibrosi epatica "

Potenziale
_— terapeutico della AIDS ¢ psoriasi
curcumina
Effetti regolatori su
Malattie citochine, fattori di
neurodegenerative '\ crescita e angiogenesi.

Malattie
Cardiovascolari

Figura 1.7: Rappresentazione del potenziale terapeutico della curcumina (immagine creata con
BioRender).
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2 Materiali e Strumenti

2.1 Materiali

Tutti 1 reagenti e i solventi sono stati acquistati da fornitori commerciali dai quali si
rifornisce il Dipartimento di Chimica dell’Universita degli Studi di Pavia, e sono stati
utilizzati senza ulteriori purificazioni. Per la preparazione e le procedure ¢ stata utilizzata
acqua bidistillata in laboratorio in modo da minimizzare la contaminazione dei campioni.

Elenco dei materiali utilizzati:

¢ Triton X-100,

¢ Cloruro di sodio,

 Etanolo 96%,

* [sopropanolo,

¢ Metanolo,

* ]-propanolo,

* Curcumina in polvere,

» Campione atitolo noto di curcuminoidi, fornito da Farmalabor (si tratta di un’azienda
italiana specializzata nella produzione e distribuzione di materie prime, principi
attivi, imballaggi e attrezzature per farmacie, ospedali e laboratori),

* Integratore alimentare, fornito da Agolab (si tratta di un laboratorio farmaceutico
italiano specializzato nella produzione e vendita online di integratori nutraceutici di

alta qualita).

2.2 Strumenti
2.2.1 Bagno a ultrasuoni

Per poter ottenere soluzioni omogenee necessarie per gli esperimenti condotti nel presente
lavoro, ¢ stato impiegato un bagno a ultrasuoni. Il bagno a ultrasuoni € uno strumento
utilizzato per la pulizia, la dispersione e il trattamento di materiali mediante onde ul-
trasoniche trasmesse in un mezzo liquido. Queste onde, tipicamente nell’intervallo di
frequenza 20-45 kHz, inducono il fenomeno della cavitazione acustica nel liquido: si for-
mano microbolle di vapore che, collassando violentemente (implosione), generano onde
d’urto localizzate ad elevata energia. Tale processo consente di rimuovere contaminanti
dalle superfici e di favorire la dissoluzione di soluti e la dispersione di particelle.

Il bagno a ultrasuoni ¢ costituito da una vasca in acciaio inossidabile riempita con acqua;
sul fondo della vasca sono installati trasduttori piezoelettrici che convertono I’energia elet-

trica in onde ultrasoniche. Queste onde vengono trasmesse attraverso 1’acqua, inducendo
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la cavitazione acustica nel campione immerso nella vasca.

Lo strumento utilizzato ¢ il bagno ad ultrasuoni Bandelin Sonorex.

2.2.2 Bagno termostatato

Una delle fasi pitt importanti dell’analisi delle soluzioni di TX-100 a diverse concentra-
zioni ¢ stata la determinazione della temperatura di cloud point mediante I’utilizzo del
bagno termostatato. Il bagno termostatato € uno strumento impiegato per il mantenimento
di una temperatura costante e controllata nel tempo. Esso garantisce stabilita, uniformita
e riproducibilita delle condizioni termiche, consentendo di ottenere risultati sperimentali
affidabili e confrontabili.

Lo strumento & costituito da una vasca in acciaio contenente un fluido termovettore, solita-
mente acqua. La temperatura reale del bagno viene continuamente misurata da un sensore
ad alta precisione; i dati sono inviati a un sistema di controllo elettronico che confronta
la temperatura misurata con quella impostata dall’utente, regolando automaticamente il
riscaldamento o il raffreddamento per mantenere la temperatura desiderata.

Nel presente lavoro, il termostato ¢ stato collegato, mediante due tubi in gomma, a un
bagno d’acqua termostatato dotato di ancoretta magnetica e posto su un agitatore magneti-
co. All’interno del bagno d’acqua, mediante 1’utilizzo di una pinza, ¢ stato inserito il vial
contenente la soluzione in esame, anch’esso dotato di ancoretta magnetica. Quest’ultima
¢ necessaria per garantire una miscelazione omogenea della soluzione durante il riscal-
damento o il raffreddamento. All’interno del bagno d’acqua ¢ stato inoltre inserito un
termometro per monitorare costantemente la temperatura in prossimita del campione. La
temperatura di cloud point della soluzione ¢ stata determinata associando 1’osservazione
visiva della comparsa di torbidita alla lettura della temperatura sul termometro.

In primo luogo ¢ necessario impostare la temperatura desiderata sul pannello di controllo
del termostato. A questo punto 1’acqua fluisce attraverso i tubi in gomma e riscalda il
bagno d’acqua. Dopo aver osservato la comparsa della torbidita della soluzione nel vial,
si annota la temperatura letta sul termometro; a questo punto 1’analisi & conclusa. E
necessario riportare il termostato a temperatura ambiente prima di effettuare un nuovo
esperimento.

Lo strumento utilizzato ¢ il termostato Lauda EcolLLine RE207 (Figura 2.1).
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Figura 2.1: a) vial e termometro immersi nel bagno termostatato collegato tramite due tubi di
gomma al termostato, b) termostato.

2.2.3 Dynamic Light Scattering

Il Dynamic Light Scattering (DLS) ¢ stato impiegato per eseguire le analisi delle soluzioni
di TX-100 a diverse concentrazioni, attraverso le quali € stato possibile ottenere una deter-
minazione accurata della temperatura di cloud point per ogni soluzione in esame. Si tratta
di una tecnica non invasiva che fornisce informazioni sulla distribuzione dimensionale
(size), sul grado di aggregazione e, quando applicabile, sul potenziale zeta delle particelle
in soluzione.

I1 DLS ¢ una tecnica utilizzata per misurare la dimensione di particelle in sospensione o di
molecole in soluzione, basata sull’analisi delle fluttuazioni di intensita della luce diffusa
(scattered) causate dal moto browniano delle particelle, ossia il loro movimento casuale
e termicamente indotto. Quando il fascio laser incide sulle particelle in soluzione, la luce
viene diffusa in tutte le direzioni. Poiché le particelle sono in movimento continuo, la
distanza reciproca tra di esse varia nel tempo, determinando fluttuazioni nel pattern di in-
terferenza della luce diffusa. Tali fluttuazioni di intensita vengono misurate dal rivelatore
dello strumento. Analizzando queste fluttuazioni mediante la funzione di autocorrelazio-
ne, ¢ possibile ricavare il coefficiente di diffusione traslazionale (D) delle particelle, dal
quale si calcola il diametro idrodinamico (D) mediante I’equazione di Stokes-Einstein:

kpT

Dy = 1
"= SenD (1
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dove kp ¢ la costante di Boltzmann, 7" la temperatura assoluta, n la viscosita del mezzo e

D il coefficiente di diffusione traslazionale.

Il diametro idrodinamico rappresenta la dimensione apparente della particella, includendo
I’eventuale strato di solvatazione. A parita di temperatura e viscosita, le particelle piu pic-
cole si muovono pill velocemente rispetto a quelle piu grandi: si ottengono rispettivamente
fluttuazioni rapide di intensita dello scattering per le particelle piccole e fluttuazioni pit
lente per quelle di dimensioni maggiori. Il movimento delle particelle dipende pertanto
dalla loro dimensione, dalla viscosita del solvente e dalla temperatura.

Dal punto di vista strumentale, il DLS ¢ costituito da una sorgente laser, una cuvetta otti-
camente trasparente contenente la soluzione in esame, un rivelatore di luce e un sistema di
analisi dei dati. La sorgente laser emette un fascio di luce monocromatica che attraversa
la cuvetta contenente la soluzione. La luce diffusa dalle particelle viene raccolta dal rive-
latore, che misura le fluttuazioni di intensita della luce diffusa nel tempo. I dati raccolti
vengono analizzati da un software dedicato, che calcola le dimensioni delle particelle in
base alle fluttuazioni osservate.

Per le analisi DLS ¢ stata utilizzata una cuvetta in quarzo ottico dotata di tappo in teflon.
Rispetto alle cuvette in vetro o plastica, le cuvette in quarzo sono trasparenti non solo
nel campo del visibile, ma anche in quello degli ultravioletti, e presentano un’altissima
qualita ottica e una bassa fluorescenza residua. Il tappo in teflon consente di eseguire
misure a temperature controllate, evitando 1’evaporazione del solvente e mantenendo la
concentrazione costante durante 1’analisi.

La cuvetta doveva essere sempre accuratamente pulita e priva di impurita prima di ogni mi-
sura, per evitare che contaminanti potessero influenzare i risultati ottenuti. Analogamente,
la soluzione doveva risultare limpida al momento dell’inserimento nella cuvetta; questo
passaggio, per le soluzioni contenenti determinati alcoli, ha rappresentato un aspetto

critico.

Figura 2.2: Schema rappresentativo dello strumento (immagine creata con BioRender).

La procedura sperimentale dettagliata adottata per le misure DLS, inclusa la strategia a

due cicli di analisi con intervalli di temperatura progressivamente ridotti, ¢ descritta nella
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Sezione 3.1.3.
Lo strumento utilizzato ¢ I’analizzatore Malvern Panalytical Zetasizer Nano.

Figura 2.3: Strumento Malvern Zetasizer Nano utilizzato per le analisi di DLS.

2.2.4 Spettroscopia infrarossa

[’ analisi mediante spettroscopia IR ¢ stata utilizzata per effettuare la caratterizzazione della
polvere di curcumina, del campione titolato e dell’integratore, successivamente impiegati
per gli esperimenti di "cattura". La spettroscopia infrarossa (IR, Infrared Spectroscopy) ¢
una tecnica analitica non distruttiva utilizzata per I’identificazione e la caratterizzazione di
sostanze chimiche attraverso I’interazione tra la radiazione elettromagnetica nell’intervallo
dell’infrarosso e la materia. Il principio fisico su cui si basa ¢ I’assorbimento selettivo
di radiazione IR da parte delle molecole, che provoca transizioni tra livelli energetici
vibrazionali. Le frequenze a cui avviene I’assorbimento dipendono dalla massa degli
atomi coinvolti, dalla forza dei legami chimici e dalla geometria molecolare, dando luogo
a moti vibrazionali di stretching (allungamento) e bending (deformazione angolare). Lo
spettro infrarosso di ogni sostanza costituisce una sorta di “impronta digitale” molecolare,
utile per il riconoscimento dei composti e I’analisi della struttura.

Lo strumento utilizzato & lo spettrometro Thermo Scientific Nicolet iS20.

Figura 2.4: Spettrometro Thermo Scientific Nicolet iS20.
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2.2.5 Diffrattometro a raggi X

Un ulteriore metodo utilizzato per caratterizzare la polvere di curcumina ¢ stata la dif-
frattometria a raggi X su polveri (XRPD, X-Ray Powder Diffraction). La cristallografia a
raggi X rappresenta il metodo di elezione per la caratterizzazione dello stato solido. L ap-
parecchio registra un pattern prodotto dalla diffrazione dei raggi X da parte del reticolo
cristallino, fornendo informazioni sulla struttura della sostanza in esame e sulla tipologia
di reticolo cristallino.

Il principio fisico alla base della tecnica ¢ descritto dalla legge di Bragg:
nd = 2dsin (2)

dove n ¢ un numero intero (ordine di diffrazione), A la lunghezza d’onda della radiazione
incidente, d la distanza interplanare tra i piani cristallini e # I’angolo di incidenza. Quando
la condizione espressa da questa equazione ¢ soddisfatta, si verifica interferenza costruttiva

tra le onde diffuse dai piani reticolari e si osserva un massimo di diffrazione.

Nel caso in cui il campione si trovi sotto forma di polvere, come nel presente lavoro, 1
cristalliti sono orientati in modo casuale nello spazio; si ottiene pertanto un pattern di
diffrazione caratteristico, che rappresenta il risultato della sovrapposizione dei contributi
diffrattivi di tutti i cristalliti dispersi in modo casuale.

Lo strumento necessita di un generatore di raggi X, costituito da un catodo (filamento)
e un anodo metallico. Gli elettroni emessi dal catodo vengono accelerati verso 1’anodo:
I’impatto provoca I’espulsione di elettroni dai livelli energetici interni degli atomi dell’a-
nodo, e la successiva transizione elettronica di rilassamento genera raggi X caratteristici,
con lunghezza d’onda dell’ordine degli Angstrém, molto pill piccola rispetto a quella della
luce visibile. Lo strumento ¢ dotato di un generatore di raggi X, il quale ruota di un
angolo 6 sulla circonferenza goniometrica, mentre il braccio dotato di rivelatore (conta-
tore) ruota di un angolo pari a 6 sulla stessa circonferenza in senso opposto (geometria
Bragg-Brentano).

Dall’analisi di una polvere ¢ generalmente difficile ottenere i parametri completi della cella
cristallina, ma il pattern ottenuto consente di confermare la natura cristallina o amorfa del
campione, di identificare le fasi cristalline presenti mediante confronto con banche dati e
di valutare il grado di cristallinita.

Lo strumento utilizzato ¢ il diffrattometro Bruker D6 PHASER.
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Figura 2.5: Diffrattometro a raggi X da banco Bruker D6 PHASER utilizzato per la caratterizza-
zione dei campioni in polvere.

2.2.6 Centrifuga

La centrifuga ¢ stata utilizzata nel presente lavoro per permettere un’efficiente separazione
tra la fase acquosa e la fase coacervata ricca di tensioattivo, nella quale ¢ concentrata la
curcumina estratta mediante CPE.

La centrifuga ¢ uno strumento di laboratorio che sfrutta 1’azione della forza centrifuga,
generata da una rapida rotazione, per separare i componenti di una miscela in base alla
loro densita. Questo processo consente di ottenere una separazione efficiente in tempi
relativamente brevi rispetto alla sedimentazione spontanea per gravita.

Dal punto di vista teorico, durante la rotazione le particelle sospese in un fluido sono
soggette a una forza proporzionale alla loro massa, alla distanza dall’asse di rotazione e
al quadrato della velocita angolare. La velocita con cui una particella sedimenta dipende
inoltre dalla viscosita del mezzo e dalle dimensioni della particella stessa. In ambito
pratico, I’efficacia della separazione viene espressa in termini di forza centrifuga relativa
(RCF, Relative Centrifugal Force), indicata come multiplo dell’accelerazione gravitazio-
nale (Xg); questo parametro permette di confrontare in modo oggettivo le condizioni
operative di centrifughe diverse. Il parametro giri al minuto (RPM, Revolutions Per Mi-
nute) indica la velocita di rotazione del rotore, ossia quante volte il rotore compie un giro
completo in un minuto. Tuttavia, a differenza della RCF, il valore di RPM da solo non
fornisce informazioni sulla forza effettiva che agisce sui campioni, poiché questa dipende
anche dal raggio del rotore.

La centrifuga ¢ costituita da un rotore, componente meccanico progettato per ospitare
provette o contenitori per campioni e capace di ruotare a elevate velocita (ne esistono
diverse tipologie: ad angolo fisso, oscillante, verticale); da un motore elettrico controllato

elettronicamente, che permette di impostare la velocita, il tempo di centrifugazione e altre
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condizioni operative; il tutto ¢ racchiuso in una camera protettiva dotata di sistemi di
sicurezza che impediscono I’apertura durante il funzionamento. Alcune centrifughe sono
dotate di un sistema di termostatazione per permettere di eseguire la centrifugazione a
temperature controllate.

Lo strumento utilizzato ¢ la centrifuga da banco refrigerata VWR Mega Star 1.6R.

Figura 2.6: Centrifuga da banco refrigerata VWR Mega Star 1.6R utilizzata per la ripartizione
dei campioni.

2.2.7 Spettroscopia UV-Vis

La spettroscopia UV-Vis ¢ stata utilizzata per eseguire le analisi delle soluzioni contenenti
curcumina, al fine di determinare la quantita di principio attivo presente in soluzione dopo
il processo di estrazione.
La spettroscopia UV-Vis ¢ una tecnica analitica basata sull’interazione tra la radiazione
elettromagnetica nelle regioni dell’ultravioletto (190—400 nm) e del visibile (400-800 nm)
e la materia. Permette di ottenere informazioni sia qualitative sia quantitative su specie
chimiche in soluzione, attraverso la misura dell’assorbimento della luce a specifiche
lunghezze d’onda. Il principio fondamentale su cui si fonda ¢ che le molecole possono
assorbire fotoni la cui energia corrisponde alla differenza tra livelli energetici elettronici,
promuovendo transizioni da orbitali di legame (o, 7r) 0 non leganti (n) a orbitali antileganti
(o*, m*). Tali transizioni si verificano a lunghezze d’onda caratteristiche, dipendenti dalla
struttura elettronica della specie chimica in esame. Quando un fascio di radiazione
monocromatica attraversa una soluzione contenente un analita, una parte della luce viene
assorbita e la restante viene trasmessa. L'entita dell’assorbimento ¢ descritta dalla legge
di Lambert-Beer:

A=¢-l-c 3)

dove A ¢ I’assorbanza (grandezza adimensionale), € il coefficiente di estinzione molare
(Lmol~!cm™!), I il cammino ottico (cm) e ¢ la concentrazione della specie assorbente

(mol L™1). Questa relazione lineare costituisce la base per le determinazioni quantitati-
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ve: misurando I’assorbanza a una lunghezza d’onda opportuna, ¢ possibile risalire alla
concentrazione dell’analita. Lo strumento impiegato per questa analisi prende il nome di
spettrofotometro, il quale ¢ costituito da diverse componenti: una sorgente luminosa, che
produce radiazione policromatica; un monocromatore, in grado di selezionare le singole
componenti monocromatiche; una fenditura, che definisce la banda passante spettrale; una
cuvetta, che contiene la soluzione in esame; un rivelatore, che misura 'intensita della
luce trasmessa attraverso il campione e converte il segnale ottico in un segnale elettrico,
successivamente elaborato per fornire il valore di assorbanza. Il risultato dell’analisi ¢
uno spettro di assorbimento in cui sull’asse delle ascisse ¢ riportata la lunghezza d’onda
e sull’asse delle ordinate 1’assorbanza.

Filtro I |
—_— o~ —_— |

el monocromatore I [ \

Figura 2.7: Schema rappresentativo dello strumento (immagine creata con BioRender).

Le applicazioni della spettroscopia UV-Vis sono estremamente ampie, sia in ambito chi-
mico sia in ambito biologico e biochimico. Nell’industria farmaceutica e nel controllo
qualita ¢ utilizzata per determinazioni di purezza e concentrazione di principi attivi.

Nel contesto delle analisi quantitative, la spettroscopia UV-Vis viene frequentemente uti-
lizzata per la costruzione di curve di taratura. In queste ultime si misurano le assorbanze
di soluzioni standard a concentrazione nota dell’analita, ottenendo una relazione lineare
tra assorbanza e concentrazione. Tale curva di taratura consente di determinare la con-
centrazione di campioni incogniti, purché siano rispettate le condizioni di linearita della
legge di Lambert-Beer e sia selezionata la lunghezza d’onda corrispondente al massimo
di assorbanza dell’analita.

In questo studio, tale procedura ha rappresentato un passaggio fondamentale per quantifi-
care la curcumina estratta dalle soluzioni micellari di TX-100.

Lo strumento utilizzato ¢ lo spettrometro Agilent Cary 60 UV-Vis.
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Figura 2.8: Spettrometro Agilent Cary 60 UV-Vis utilizzato per le caratterizzazioni ottiche dei
campioni.

2.2.8 Calorimetria Differenziale a Scansione

La Calorimetria Differenziale a Scansione (DSC, Differential Scanning Calorimetry) ¢ una
tecnica termoanalitica impiegata per la caratterizzazione dello stato solido e la valutazione
del profilo termico delle sostanze in esame. In questo lavoro di tesi, si € rivelata utile per
indagare le transizioni di fase (come la fusione) e confermare 1’identita e la purezza della
polvere di curcumina.

Il principio di base della DSC consiste nel misurare la differenza di flusso di calore richiesto
per mantenere un campione in esame e un riferimento inerte alla stessa temperatura,
mentre entrambi vengono sottoposti a un programma termico controllato (riscaldamento
o raffreddamento).

Durante 1’analisi, se il campione va incontro a una transizione di fase o a un processo
chimico-fisico, si verifichera un assorbimento di calore (processo endotermico, come nel
caso della fusione o della transizione vetrosa) o un rilascio di calore (processo esotermico,
come nella cristallizzazione o degradazione). Il sistema di controllo dello strumento
compensa immediatamente questa differenza di energia per mantenere le due posizioni
alla medesima temperatura. Lo strumento registra queste variazioni energetiche generando
un termogramma, in cui sull’asse delle ascisse ¢ riportata la temperatura e sull’asse delle
ordinate il flusso di calore. Dall’analisi del termogramma (dalla posizione, dalla forma e
dall’area dei picchi) ¢ possibile ricavare parametri termodinamici fondamentali, quali la
temperatura di onset (inizio della transizione), la temperatura di picco e la variazione di
entalpia del processo (AH).

L’apparecchiatura ¢ costituita principalmente da una cella calorimetrica contenente due
alloggiamenti posizionati su un sensore termoelettrico ad alta sensibilita: uno destinato al
crogiolo (generalmente in alluminio) contenente il campione da analizzare, e uno destinato
a un crogiolo vuoto che funge da riferimento. Il sistema ¢ completato da una fornace di

riscaldamento, un sistema di raffreddamento e un circuito per il passaggio di un gas di
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spurgo inerte (solitamente azoto o argon). L’'utilizzo del gas inerte ¢ fondamentale per
garantire una distribuzione omogenea del calore e per prevenire eventuali fenomeni di
ossidazione del campione alle alte temperature. Lo strumento utilizzato ¢ il calorimetro a
flusso di calore TA Instruments DSC Q2000.

Figura 2.9: Calorimetro differenziale a scansione (DSC) modello Q2000 della TA Instruments.
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3 Metodologie sperimentali

In questo capitolo sono descritte le procedure sperimentali adottate per lo studio del sistema
acqua/Triton X-100 e per la successiva ottimizzazione dell’estrazione della curcumina
mediante Cloud Point Extraction. L’impostazione metodologica si articola in due fasi
consecutive: una fase di caratterizzazione fisico-chimica del sistema micellare e una fase
applicativa dedicata alla validazione del protocollo estrattivo su matrici a complessita

crescente.

3.1 Caratterizzazione del comportamento di fase del sistema acqua/-
Triton X-100

Questa prima sezione ¢ dedicata allo studio della separazione di fase del sistema acqua/-
Triton X-100 in funzione della temperatura e della composizione. In ordine cronologico,

le procedure eseguite sono state le seguenti:

* preparazione della soluzione di riferimento di Triton X-100 all’1% in peso (p/p);

 preparazione delle soluzioni contenenti Triton X-100 1% (p/p), sale e alcol in
concentrazioni variabili;

* analisi delle soluzioni mediante bagno termostatato per la determinazione della
temperatura di intorbidimento;

* analisi delle soluzioni mediante Dynamic Light Scattering (DLS) per ottenere un

valore il pill preciso possibile della temperatura di cloud point.

L’additivo utilizzato per modificare il comportamento di fase del sistema ¢ stato il cloruro
di sodio (NaCl), in quanto permette di modulare efficacemente la temperatura di cloud
point del sistema micellare e risulta essere di facile reperibilita e basso costo. Le analisi
sono state condotte a tre diverse concentrazioni molali di sale: Om, 1 me 2 m.

Le analisi sono state condotte anche con 1’aggiunta di alcoli differenti a concentrazioni
variabili, allo scopo di valutare 1’effetto di un co-solvente organico sulla stabilita delle
micelle e sulla temperatura di cloud point. Come discusso nella Sezione 1.4, gli alcoli
possono interagire con il sistema micellare modificandone la struttura e le proprieta ter-
modinamiche, con un effetto sulla TCP che dipende dalla lunghezza della catena alchilica.
Gli alcoli utilizzati sono stati: etanolo, metanolo, 1-propanolo e 2-propanolo (isopropa-
nolo). Le concentrazioni di alcol sono state espresse in termini di frazione molare (xroy)
e scelte in modo da coprire un intervallo significativo; 1 valori specifici sono stati: 0,005;
0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05 e 0,08.

La prima fase dello studio si inserisce nel contesto di un lavoro di caratterizzazione

avviato precedentemente nel medesimo gruppo di ricerca, i cui risultati preliminari hanno
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permesso di identificare le condizioni di base per la formazione delle micelle di Triton
X-100 e per la determinazione della temperatura di cloud point. Tali risultati sono stati
fondamentali per completare 1 diagrammi di fase in termini di punti sperimentali, in modo
da poter effettuare un confronto sistematico tra i diversi additivi e le diverse condizioni

sperimentali.

3.1.1 Preparazione delle soluzioni di TX-100

La soluzione di riferimento ¢ stata preparata pesando 1 g di Triton X-100 e aggiungendo
acqua Milli-Q fino a una massa totale di 100 g, ottenendo una concentrazione dell’ 1%
in peso (p/p). La soluzione ¢ stata lasciata sotto agitazione su piastra magnetica fino a
completa dissoluzione del tensioattivo. La soluzione ¢ stata considerata pronta per 1’uso
quando risultava perfettamente limpida e priva di particelle sospese visibili a occhio nudo.
A partire da questa soluzione madre, sono state preparate le miscele di lavoro contenenti
Triton X-100 e gli additivi selezionati (NaCl e alcoli). Una preparazione accurata e
riproducibile ¢ stata fondamentale per garantire I’affidabilita delle successive misure di
cloud point. Le soluzioni di TX-100 + NaCl + ROH sono state preparate per pesata,
utilizzando bilance analitiche per garantire la precisione delle concentrazioni.

La massa totale di ciascuna soluzione di lavoro ¢ stata fissata a 10 g. La massa di NaCl

necessaria ¢ stata calcolata mediante la seguente relazione:

Msolvente (4)

mnacl = bnact - M Mnac - 1000

dove mn,cr € la massa di cloruro di sodio (g), bnact € la molalita desiderata (mol/kg),
M My,c1 € la massa molare del cloruro di sodio (58,44 g/mol) e mggvente € 1a massa del

solvente (acqua) espressa in grammi.

La massa di soluzione di TX-100 all’1% da aggiungere ¢ stata calcolata sottraendo alla
massa totale della soluzione (10 g) la massa di NaCl necessaria.

Dopo aver calcolato e pesato la quantita di sale corretta, questa ¢ stata inserita nel vial.
La bilancia ¢ stata quindi tarata e la soluzione di TX-100 all’1% ¢ stata aggiunta goccia a
goccia, mediante pipetta in vetro, fino al raggiungimento della massa calcolata.

Come ultimo passaggio, ¢ stato aggiunto 1’alcol. La massa di alcol da aggiungere ¢ stata

calcolata a partire dalla frazione molare desiderata mediante la seguente relazione:

XROH Molvente
I —xron M Mu,o0

MROH = « M MRron (5)

dove mgrop ¢ la massa di alcol da aggiungere (g), xron ¢ la frazione molare desiderata
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dell’alcol, msolvente € la massa del solvente (g), M Mpu,o ¢ la massa molare dell’acqua
(18,015 g/mol) e M Mroy € la massa molare dell’alcol (g/mol).

La bilancia ¢ stata tarata e 1’alcol ¢ stato aggiunto goccia a goccia all’interno del vial
contenente gia il sale e la soluzione di Triton, fino al raggiungimento della massa calcolata.
Nel caso in cui il sale non risultasse completamente disciolto, si € ricorso all’utilizzo del

bagno a ultrasuoni per alcuni minuti.

Figura 3.1: Esempio delle soluzioni preparate per 1’analisi. I vial contengono miscele a base di
TX-100, NaCl e ROH.

Durante lo studio della separazione di fase ¢ stato seguito un ordine logico nella
preparazione e nell’analisi delle soluzioni: per ciascun alcol, sono state dapprima preparate
e analizzate tutte le soluzioni con NaCl a concentrazione 0 m, successivamente quelle con

NaCl 1 m e infine quelle con NaCl 2 m.

3.1.2 Analisi delle soluzioni mediante bagno termostatato

Le soluzioni preparate sono state analizzate in bagno termostatato per determinare spe-
rimentalmente la temperatura di intorbidimento. Il monitoraggio visivo della comparsa
di torbidita, associato al controllo della temperatura, ha consentito di individuare il punto
di transizione tra regime monofasico e bifasico. Questa fase ha rappresentato un primo
passo fondamentale per la costruzione dei diagrammi di fase: 1’analisi al termostato ha
permesso di ottenere un valore approssimativo di TCP, utile per identificare il range di
temperatura da analizzare successivamente con il DLS al fine di ottenere una stima piu
precisa.

Il vial contenente la soluzione in esame, dotato di ancoretta magnetica, ¢ stato inserito nel
bagno d’acqua termostatato. La temperatura ¢ stata incrementata gradualmente e la solu-
zione ¢ stata monitorata visivamente. Quando ¢ stata osservata la comparsa di torbidita
(Figura 3.2), ¢ stata annotata la temperatura corrispondente letta sul termometro immerso
nel bagno. Tale valore ha costituito la stima approssimativa della TCP.

E importante sottolineare che 1’analisi al termostato & stata eseguita inserendo direttamente
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il vial all’interno del bagno d’acqua, senza consumo di campione. Inoltre, il processo ¢
risultato completamente reversibile: raffreddando la soluzione a temperatura ambiente,
questa ha riacquistato la propria limpidezza.

In alcuni casi, nonostante la temperatura del termostato fosse stata portata fino a 80 °C,
non ¢ stata osservata la comparsa di torbidita. Queste soluzioni non sono state sottoposte
all’analisi DLS, poiché la mancanza di intorbidimento visibile ha suggerito che la TCP
fosse superiore al limite operativo raggiungibile con il setup sperimentale. Tali soluzioni

non sono state pertanto considerate per la costruzione dei diagrammi di fase.

Figura 3.2: Confronto visivo del fenomeno del cloud point. Si osserva il passaggio dalla fase
limpida (vial a destra) alla fase torbida (vial a sinistra), segno dell’avvenuta transizione di fase nel
sistema.

Nel presente lavoro, 1’indagine ¢ stata completata analizzando i sistemi non ancora

caratterizzati in studi precedenti, ovvero:

* le soluzioni con NaCl 2 m contenenti metanolo;
* le soluzioni con NaCl 0 m contenenti 1-propanolo;

* le soluzioni con NaCl 2 m contenenti 2-propanolo.

Una volta ottenute le temperature di cloud point approssimative per ciascuna soluzione, si

¢ proceduto con I’analisi al DLS per affinare la determinazione.

3.1.3 Analisi delle soluzioni mediante DLS

Le misure mediante Dynamic Light Scattering (DLS) sono state impiegate come tecnica
complementare per valutare la variazione della dimensione idrodinamica degli aggregati
micellari al variare della temperatura. Questo approccio ha permesso di supportare
quantitativamente i risultati ottenuti con il termostato e di affinare la stima della temperatura
di cloud point.

Per I’analisi al DLS ¢ stata utilizzata una cuvetta in quarzo ottico dotata di tappo in
teflon, le cui caratteristiche sono descritte nella Sezione 2.2.3. Prima di ogni misura,

la cuvetta ¢ stata accuratamente lavata con acqua Milli-Q e completamente asciugata,
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in modo da evitare contaminazioni o la presenza di acqua residua che avrebbero potuto
alterare le misure di scattering. Successivamente, un’aliquota di campione (1 mL) ¢ stata
prelevata dal vial mediante micropipetta e trasferita all’interno della cuvetta, avendo cura
di non introdurre bolle d’aria, in quanto anch’esse avrebbero potuto interferire con la
misura. Una volta inserito il campione, la cuvetta ¢ stata chiusa con il tappo in teflon
per prevenire 1’evaporazione del solvente durante I’analisi a temperature elevate. La
cuvetta ¢ stata quindi inserita all’interno dell’apposito alloggiamento dello strumento e il
protocollo di misura ¢ stato impostato in modalita temperature trend, con acquisizione del
diametro idrodinamico medio (z-average) a intervalli di temperatura crescenti, partendo
da una temperatura inferiore alla stima approssimativa della TCP ottenuta al termostato.
Il range di temperatura ¢ stato scelto considerando il valore ottenuto mediante 1’analisi al
termostato, in modo da coprire un intervallo che includesse la TCP stimata.

Mediante il DLS sono state effettuate due serie di misure successive per ogni singola

soluzione:

1. Scansione preliminare a intervallo ampio: ¢ stato considerato un intervallo di
temperatura pilt ampio, con incrementi di 2 °C, allo scopo di identificare in modo
generale la zona di transizione;

2. Scansione di affinamento a intervallo ristretto: sulla base della TCP individuata
nella prima scansione, ¢ stata eseguita una seconda misura con un intervallo di
temperatura piu stretto e centrato intorno alla TCP stimata, con incrementi di 0,5 °C,

al fine di ottenere una determinazione piu precisa della temperatura di cloud point.

Durante 1’analisi ¢ stata monitorata la variazione della dimensione idrodinamica degli
aggregati micellari. La TCP ¢ stata definita operativamente come la temperatura alla
quale si € osservato un aumento brusco e significativo del diametro idrodinamico medio
(z-average, Figura 3.3), corrispondente alla formazione di aggregati di dimensioni molto
superiori rispetto alle micelle singole e indicativo dell’insorgenza della separazione di
fase.

Questo iter procedurale a due stadi ¢ stato seguito sistematicamente per tutte le solu-
zioni preparate, con I’obiettivo di costruire diagrammi di fase completi e accurati, in grado
di evidenziare I’effetto di ciascun additivo sulla stabilita delle micelle e sulla temperatura
di cloud point del sistema acqua/Triton X-100.

I diagrammi di fase ottenuti e la discussione dei risultati sono riportati nel Capitolo 4.
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TX-100 1%; 2m NaCl; 0,03 mg/ml EtOH
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Temperatura (°C)

Figura 3.3: Esempio di grafico che si ottiene da un’analisi al DLS. Profilo termico dello z-average
per il sistema TX-100/NaCl/EtOH. L’improvviso incremento dimensionale (da valori inferiori a
100 nm a oltre 2500 nm) evidenzia la formazione di aggregati di grandi dimensioni, fenomeno che
identifica sperimentalmente il cloud point.

3.2 Caratterizzazione chimico-fisica delle polveri di partenza

Prima di procedere con le analisi del processo di estrazione, sono stati effettuati degli
studi di caratterizzazione chimico-fisica sulle polveri di partenza, al fine di confermare
la composizione e la struttura chimica delle sostanze in esame. In particolare, sono
state eseguite analisi mediante spettroscopia infrarossa (IR), calorimetria differenziale
a scansione (DSC) e diffrattometria a raggi X (XRD) sulle polveri dello standard di
curcumina, campione a titolo noto di curcuminoidi e integratore alimentare.

Per tutte le analisi IR descritte nelle sezioni seguenti, sono stati impiegati 1 medesimi

parametri strumentali, riportati nella Tabella 3.1.

Tabella 3.1: Parametri strumentali utilizzati per 1’acquisizione degli spettri IR di tutti i campioni
analizzati (standard di curcumina, campione a titolo noto di curcuminoidi e integratore
alimentare).

Parametro Valore

Accessorio Smart iTX — Diamond Crystal (ATR)
Numero di scansioni 64

Risoluzione 4 cm™!

Data spacing 0,482 cm™!

Formato finale % Transmittance

Correzione Nessuna

Soppressione atmosferica automatica  Attivata

Acquisizione del background Ogni 120 minuti (64 scansioni)
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3.2.1 Caratterizzazione chimico-fisica dello standard di curcumina

Analisi spettroscopica IR. L’analisi spettroscopica nell’infrarosso (IR) dello standard
di curcumina ¢ stata eseguita al fine di confermare la presenza dei principali gruppi

funzionali caratteristici della molecola. L’acquisizione dello spettro ¢ stata condotta

mediante i parametri riassunti nella Tabella 3.1.

Analisi calorimetrica differenziale a scansione (DSC). L’analisi calorimetrica diffe-
renziale a scansione (DSC) dello standard di curcumina ¢ stata condotta al fine di deter-
minarne il comportamento termico e confermarne la purezza e 1’identita sulla base del
punto di fusione e dell’entalpia associata. LLa misura ¢ stata eseguita mediante i parametri
strumentali riassunti nella Tabella 3.2.

Tabella 3.2: Parametri strumentali utilizzati per 1’acquisizione del termogramma DSC dello
standard di curcumina.

Parametro Valore
Strumento DSC Q2000 V24.10 Build 122 (TA Instruments)
Massa del campione 2,2000 mg

Intervallo di temperatura —50 — 350 °C

Velocita di riscaldamento 10 °C/min

Atmosfera Azoto

Portacampione Crogiolo in alluminio sigillato

Analisi diffrattometrica araggi X (XRD). L analisi diffrattometrica araggi X su polveri
(XRD) dello standard di curcumina ¢ stata condotta allo scopo di valutare lo stato fisico,
I’ordine strutturale e il grado di cristallinita del campione di partenza. Le misurazioni
sono state effettuate al fine di confermare la natura cristallina del solido, gia suggerita
dalle precedenti analisi termiche. I parametri strumentali impostati tramite il software

operativo per 1’acquisizione del diffrattogramma sono riassunti nella Tabella 3.3.

Tabella 3.3: Parametri strumentali utilizzati per 1’acquisizione del diffrattogramma a raggi X
(XRD) dello standard di curcumina.

Parametro Valore

Sorgente Tubo a raggi X in Cu (Ka, A = 1,54184 A)
Tensione del generatore 40 kV

Corrente del generatore 15 mA

Tipo di scansione Coupled 26/6

Modalita di scansione Continuous PSD fast

Range angolare (26) 5% =170°

Incremento (Step size) ~ 0,02°
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3.2.2 Caratterizzazione chimico-fisica del campione a titolo noto di curcuminoidi

Analisi spettroscopica IR. L’analisi spettroscopica nell’infrarosso (IR) del campione a
titolo noto di curcuminoidi ¢ stata eseguita al fine di verificare la presenza dei principali
gruppi funzionali caratteristici della miscela e di confermarne la compatibilita con una
composizione costituita prevalentemente da curcuminoidi, comprendenti curcumina, de-
metossicurcumina e bisdemetossicurcumina. L’acquisizione dello spettro ¢ stata eseguita

mediante i parametri strumentali riportati nella Tabella 3.1.

Analisi calorimetrica differenziale a scansione (DSC). L’analisi calorimetrica diffe-
renziale a scansione (DSC) del campione a titolo noto di curcuminoidi ¢ stata eseguita con
lo scopo di valutarne il comportamento termico complessivo e verificare la presenza della
frazione cristallina riconducibile alla classe dei curcuminoidi, costituita principalmente
da curcumina, demetossicurcumina e bisdemetossicurcumina. I parametri strumentali

impiegati per 1’acquisizione del termogramma sono riportati nella Tabella 3.4.

Tabella 3.4: Parametri strumentali utilizzati per 1’acquisizione del termogramma DSC del
campione a titolo noto di curcuminoidi.

Parametro Valore
Strumento DSC Q2000 V24.11 Build 124 (TA Instruments)
Massa del campione 4,4000 mg

Intervallo di temperatura 0 — 250 °C
Velocita di riscaldamento 10 °C/min
Atmosfera Azoto

Portacampione Crogiolo in alluminio sigillato

Analisi diffrattometrica araggi X (XRD). L’analisi diffrattometrica araggi X su polveri
(XRD) del campione a titolo noto di curcuminoidi ¢ stata condotta allo scopo di indagarne
lo stato solido e valutarne il grado di cristallinita. La misura ¢ stata eseguita impiegando
il diffrattometro da banco Bruker D6 PHASER (descritto nella Sezione 2.2). La polvere ¢
stata posizionata sull’apposito portacampione e analizzata operando in geometria Bragg-
Brentano. I parametri operativi dettagliati utilizzati per I’acquisizione del diffrattogramma

sono riassunti nella Tabella 3.5.
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Tabella 3.5: Parametri strumentali utilizzati per 1’acquisizione del diffrattogramma a raggi X del
campione titolato di curcuminoidi.

Parametro Valore

Sorgente radiogena Tubo a Cu (Ka, A1 = 1.54184 A)
Tensione del generatore 40 kV

Corrente del generatore 15 mA

Tipo di scansione Coupled 260/6

Modalita di scansione Continuous PSD fast

Intervallo angolare di scansione (26) 5.000° —49.995°

Incremento (Step size) 0.0206°

Tempo per step 3.000 s

Rivelatore SSD160_2 (Modalita 1D)

3.2.3 Caratterizzazione chimico-fisica dell’integratore alimentare

Analisi spettroscopica IR. L’analisi spettroscopica nell’infrarosso (IR) ¢ stata condotta
su un campione di integratore alimentare la cui formulazione comprende glucosamina,
condroitina, metilsulfonilmetano (MSM), collagene marino idrolizzato, curcuminoidi ed
estratto di Boswellia. L’obiettivo dell’analisi & stato quello di ottenere un’impronta spettrale
complessiva della matrice e, in particolare, di verificare la presenza di bande riconducibili
ai curcuminoidi. L’acquisizione dello spettro ¢ stata effettuata mediante i parametri

strumentali riassunti nella Tabella 3.1.

Analisi calorimetrica differenziale a scansione (DSC). L analisi calorimetrica diffe-
renziale a scansione (DSC) dell’integratore alimentare ¢ stata eseguita al fine di valutarne
il comportamento termico complessivo e, in particolare, di verificare la presenza dei cur-
cuminoidi all’interno della matrice formulativa. Poiché il campione ¢ costituito da una
miscela complessa di componenti con diversa natura chimica e differente stabilita termica,
il profilo DSC risulta necessariamente piu articolato rispetto a quello dello standard puro

di curcumina. La misura ¢ stata effettuata utilizzando i1 parametri strumentali riportati
nella Tabella 3.6.

Analisi diffrattometrica a raggi X (XRD). Al fine di caratterizzare lo stato solido della
complessa matrice formulativa, & stata condotta un’analisi diffrattometrica a raggi X su
polveri (XRD) anche sul campione di integratore alimentare commerciale. L analisi ¢

stata eseguita utilizzando la stessa configurazione impiegata per il campione titolato. La
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polvere, prelevata direttamente dall’interno delle capsule senza subire pretrattamenti, ¢
stata posta sul portacampione e analizzata in geometria Bragg-Brentano. Le condizioni
operative e 1 parametri di acquisizione, mantenuti costanti per garantire la confrontabilita
dei risultati, sono riportati nella Tabella 3.5.

Tabella 3.6: Parametri strumentali utilizzati per 1’acquisizione del termogramma DSC
dell’integratore alimentare.

Parametro Valore
Strumento DSC Q2000 V24.11 Build 124 (TA Instruments)
Massa del campione 4,4000 mg

Intervallo di temperatura 0 — 250 °C

Velocita di riscaldamento 10 °C/min

Atmosfera Azoto

Portacampione Crogiolo in alluminio sigillato

3.3 Ottimizzazione del processo di estrazione

La seconda parte del lavoro riguarda I’ottimizzazione del protocollo CPE per I’estrazione
della curcumina. La procedura ¢ stata messa a punto in modo progressivo, partendo da
sistemi modello fino ad arrivare a matrici reali, cosi da valutarne efficienza, accuratezza e

robustezza. In ordine cronologico, le fasi di ottimizzazione sono state le seguenti:

* prove di solubilita dello standard di curcumina;

 costruzione della curva di calibrazione per la quantificazione della curcumina
mediante spettrofotometria UV-Vis;

* analisi del processo di estrazione con campione standard di curcumina, utilizzando
concentrazioni di sale diverse;

* ottimizzazione del processo di estrazione con lo standard di curcumina;

* analisi del processo di estrazione utilizzando campione titolato;

* analisi del processo di estrazione utilizzando integratore alimentare.

Le prestazioni del processo di estrazione sono state valutate in termini di resa di estrazione
(extraction efficiency, E%) e percentuale di recupero (recovery, R%), calcolate a partire
dalla quantificazione della curcumina sia nella fase micellare sia nella fase acquosa residua
mediante spettrofotometria UV-Vis. Le definizioni operative di tali grandezze e le relative

equazioni sono riportate nella Sezione 4.3.2.

3.3.1 Studio della solubilita dello standard di curcumina

La prima fase ha riguardato I’analisi della solubilita dello standard di curcumina in diversi

solventi o miscele di solventi, al fine di identificare la matrice piu adatta per la preparazione
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delle soluzioni standard e per I’applicazione del protocollo CPE. Come discusso nella
Sezione 1.7, la curcumina ¢ un composto idrofobico con scarsa solubilita in acqua, mentre
risulta piu solubile in solventi organici come etanolo, metanolo e acetone.

Analizzando i dati ottenuti mediante la costruzione dei diagrammi di fase, si € scelto come
alcol ottimale per il processo di estrazione I’etanolo, in quanto ha mostrato un effetto
moderato sulla temperatura di cloud point, consentendo di mantenere una buona stabilita
delle micelle e una temperatura di separazione accessibile. Inoltre, I’etanolo € un solvente
comunemente utilizzato in applicazioni alimentari e farmaceutiche, risultando compatibile
con la matrice di interesse (integratore alimentare) e con la curcumina stessa.

Al fine di identificare la minor percentuale di alcol necessaria per garantire una completa

dissoluzione della molecola, sono state condotte prove sistematiche di solubilita:

* Provain acqua pura: In un becher da 50 mL sono stati pesati 30,5 mg di curcumina
a cui sono stati aggiunti 10 mL di acqua Milli-Q. A seguito di sonicazione per 20
minuti, il soluto & rimasto macroscopicamente insolubile, evidenziando una torbidita

persistente.

* Prova in etanolo assoluto: L’aggiunta di 10 mL di etanolo a 25,8 mg di curcumina,
seguita da pochi minuti di sonicazione, ha restituito una soluzione perfettamente

limpida, confermando ’ottima affinita del soluto per questo solvente.

* Prova in miscela idroalcolica: Sono stati inseriti 22,5 mg di curcumina in 10 mL
di acqua Milli-Q. Successivamente, si ¢ proceduto con aggiunte sequenziali di 1 mL
di etanolo, seguite ciascuna da sonicazione. La completa solubilizzazione, indicata
dall’assenza di particolato in sospensione, si ¢ ottenuta dopo 1’aggiunta totale di 15

mL di etanolo e 10 minuti di sonicazione.

In conclusione, si € dimostrato che la curcumina risulta stabilmente solubile in una miscela
etanolo/acqua in rapporto 60:40 v/v; tale composizione ¢ stata pertanto adottata come
matrice di riferimento per la preparazione delle soluzioni standard e 1’applicazione del

protocollo.

3.3.2 Determinazione della retta di calibrazione in matrice idroalcolica

Prima di poter applicare il protocollo CPE per I’estrazione della curcumina, € stato neces-
sario costruire la curva di calibrazione per la quantificazione della curcumina mediante
spettrofotometria UV-Vis. Questa curva ¢ necessaria per poter quantificare la quantita di
curcumina estratta nei campioni di interesse. In particolare, ¢ stato necessario costruire

due curve di calibrazione distinte: una per la quantificazione della curcumina nella fase
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micellare (fase estrattiva), costruita in matrice etanolo/acqua 60:40, e una per la quantifica-
zione della curcumina nella fase acquosa (fase residua), costruita in matrice TX-100/NaCl
(descritta nella Sezione 3.3.3), in modo da poter valutare le rese di estrazione e di recupero

in modo accurato.

Preparazione della soluzione madre di curcumina. Seguendo i risultati ottenuti dalle
prove di solubilita, si € preparata una miscela di etanolo/acqua 60:40 (v/v) in un matraccio
da 100 mL, con I’aiuto di pipette in vetro (da 10 mL). Successivamente ¢ stata aggiunta la
polvere di curcumina, precedentemente pesata mediante bilancia analitica (massa effettiva:
20,4 mg). La soluzione ¢ stata sottoposta a sonicazione per 5 minuti, per ottenere una
soluzione completamente limpida e priva di particelle sospese. In questo modo ¢ stata

ottenuta una soluzione madre di curcumina con concentrazione pari a 0,204 mg/mL.

Figura 3.4: Matraccio tarato contenente la soluzione madre di curcumina a concentrazione 0,204
mg/mL.

Preparazione degli standard. A partire dalla soluzione madre di curcumina, sono state
preparate una serie di soluzioni standard a concentrazioni decrescenti, mediante diluizione
con la stessa matrice etanolo/acqua 60:40. Le concentrazioni finali degli standard sono
state: 0,001; 0,003; 0,005; 0,007; 0,009 mg/mL. I volumi di soluzione madre e di matrice

sono stati calcolati mediante la seguente formula di diluizione:
Ci\Vi =GV, (6)

dove C| ¢ la concentrazione della soluzione madre, V; € il volume di soluzione madre da
prelevare, C, ¢ la concentrazione desiderata dello standard e V; ¢ il volume finale dello
standard (1 mL).

Il volume esatto della soluzione madre e della matrice sono stati prelevati mediante
I’utilizzo di micropipette (con portata massima di 1 mL, 200 L. e 20 uL). I volumi
prelevati per la preparazione delle soluzioni standard sono rappresentati nella Tabella

3.7. Inoltre ¢ stata preparata anche una soluzione di matrice pura (etanolo/acqua 60:40)
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da utilizzare come bianco per la calibrazione e per le misure successive, in modo da

correggere eventuali assorbimenti di fondo dovuti alla matrice stessa.

Tabella 3.7: Volumi di soluzione madre e di matrice utilizzati per la preparazione degli standard
della curva di taratura della curcumina (intervallo di concentrazione 0,001-0,009 M).

[EtOH] (M) \ V Sol. madre (uL) V matrice (uL)

Bianco - 1000
0,001 5 995
0,003 15 985
0,005 25 975
0,007 35 965
0,009 45 955

. -

4 gitent Techn

Figura 3.5: Soluzioni standard preparate mediante soluzione madre (matraccio), all’interno di
Eppendorf.

Misurazione allo spettrofotometro UV-Vis. Le soluzioni standard preparate sono state
misurate mediante spettrofotometria UV-Vis, al fine di ottenere i valori di assorbanza
corrispondenti a ciascuna concentrazione di curcumina. Per eseguire le analisi, la solu-
zione standard & stata trasferita all’interno della cuvetta, che a sua volta & stata inserita nel
portacampione dello strumento. La cuvetta ¢ stata pulita e asciugata accuratamente prima
di ogni misura, per evitare contaminazioni.

I parametri utilizzati per eseguire I’analisi mediante spettrofotometro UV-Vis sono rias-
sunti nella Tabella 3.8.

Dopo aver impostato il setup, ¢ stata eseguita la misura del bianco (soluzione di matri-
ce pura) e successivamente sono state misurate le soluzioni standard, procedendo dalla
soluzione meno concentrata a quella pitl concentrata, in modo da minimizzare il rischio
di contaminazioni dovute a residui di campione pill concentrato nella cuvetta. In questo
modo il software dello strumento ha generato un grafico di assorbanza in funzione della
lunghezza d’onda, contenente lo spettro del bianco e i cinque spettri di assorbimento delle

soluzioni standard di curcumina a concentrazioni crescenti (Figura 3.6).
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Tabella 3.8: Parametri sperimentali impostati per le analisi UV-Vis.

Parametro Valore

Intervallo di scansione 300 — 1100 nm

Modalita Assorbanza (Abs)
Configurazione ottica Doppio raggio (Dual Beam)
Velocita di scansione Fast

Correzione linea di base Attiva (Baseline correction)

I dati ottenuti dall’analisi allo spettrofotometro sono stati esportati in formato .csv e
successivamente elaborati mediante Microsoft Excel, in modo da costruire la curva di

calibrazione discussa nella Sezione 4.
Curva di taratura in matrice idroalcolica
Baseline

0,001
—0,003

Assorbanza

0,005
—0,007

- 0,009

e
sy

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Lunghezza d'onda (nm)

Figura 3.6: Esempio di spettro UV acquisito dall’analisi della Replica 1.

Per garantire 1’affidabilita e la riproducibilita dei dati, sono state eseguite tre repliche per
ciascuna soluzione standard, in tre giorni diversi. I valori con cui ¢ stata costruita la curva
di calibrazione sono stati ottenuti come media dei tre valori di assorbanza misurati per
ciascuna soluzione standard; 1’errore associato a ciascun punto della curva di calibrazione

¢ stato calcolato come deviazione standard dei tre valori di assorbanza.

3.3.3 Valutazione dell’effetto matrice nel sistema micellare (TX-100/NaCl)

Per consentire la corretta quantificazione della frazione di curcumina non estratta (ovvero
rimasta nella fase acquosa residua), ¢ stata costruita una seconda curva di calibrazione in
grado di riprodurre 1I’effetto matrice generato dalla concomitante presenza di Triton X-100
(1% p/p) e sale ad elevata forza ionica.

Per la costruzione di questa curva si ¢ seguita la stessa procedura descritta nella Se-
zione 3.3.2, con la differenza che le soluzioni standard sono state preparate diluendo la
soluzione madre di curcumina con una soluzione contenente TX-100 1% (p/p) e NaCl 3 m,

in modo da simulare la matrice presente nella fase acquosa residua dopo 1’estrazione.
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Preparazione della soluzione madre di curcumina. In seguito a una serie di prove
preliminari, la soluzione madre ¢ stata preparata solubilizzando 10 mg di curcumina
(massa effettiva: 10,19 mg) in 50 mL di etanolo. In questo modo si ¢ ottenuta una
soluzione madre di curcumina con concentrazione pari a 0,2038 mg/mL.

La matrice della soluzione madre qui ¢ etanolo puro, mentre nella sezione precedente era
etanolo/acqua 60:40. Questa differenza ¢ intenzionale, teoricamente in questo caso, la
curcumina doveva essere solubilizzata nella matrice TX-100 1% e NaCl, ma data la sua
solubilita non ¢ possibile solubilizzarla in una matrice acquosa. Per questo motivo ¢ stato
deciso di solubilizzarla in etanolo e successivamente creare delle soluzioni standard con

la matrice in esame.

Preparazione degli standard. A partire dalla soluzione madre di curcumina, sono state
preparate una serie di soluzioni standard a concentrazioni decrescenti, mediante diluizione
con la matrice costituita da Triton X-100 1% (p/p) e NaCl 3 m. Le concentrazioni finali
degli standard sono state: 0,001; 0,003; 0,005; 0,007; 0,009 mg/mL. I volumi di soluzione
madre e di matrice sono stati calcolati mediante I’Equazione 6.

I volumi prelevati per la preparazione delle soluzioni standard sono rappresentati nella
Tabella 3.7. Inoltre ¢ stata preparata anche una soluzione di matrice pura (Triton X-100
1% e NaCl 3 m) da utilizzare come bianco per la calibrazione e per le misure successive,

in modo da correggere eventuali assorbimenti di fondo dovuti alla matrice stessa.

Misurazione allo spettrofotometro UV-Vis. Le soluzioni standard preparate sono state
misurate mediante spettrofotometria UV-Vis, al fine di ottenere i valori di assorbanza
corrispondenti a ciascuna concentrazione di curcumina. Il setup strumentale utilizzato ¢
il medesimo riportato nella Tabella 3.8. Dopo aver impostato il setup, ¢ stata eseguita
la misura del bianco (soluzione di matrice pura) e successivamente sono state misurate
le soluzioni standard (Figura 3.7). I dati ottenuti sono stati esportati in formato .csv
e successivamente elaborati mediante Microsoft Excel, in modo da costruire la curva di
calibrazione discussa nella Sezione 4.

Analogamente a quanto descritto nella Sezione 3.3.2, sono state eseguite tre repliche per
ciascuna soluzione standard, in tre giorni diversi. I valori della curva di calibrazione sono
stati ottenuti come media dei tre valori di assorbanza e I’errore associato ¢ stato calcolato

come deviazione standard.
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Curva di taratura in matrice acquosa
14
1.2
| - Baseline
08 [ 0,001

0.6 | { ——0,003

Assorbanza

04 0,005

03 —0,007

-0,009

300 500 700 900 l]:OO

Lunghezza d'onda (nm)

Figura 3.7: Esempio di spettro UV acquisito dall’analisi della Replica 1.

3.3.4 Studio dell’influenza della forza ionica sull’efficienza di estrazione della cur-

cumina

A questo punto si ¢ focalizzata I’ attenzione sull’ottimizzazione del processo di estrazione,
con l’obiettivo di identificare le condizioni operative che massimizzassero la resa di
estrazione della curcumina. In particolare, si ¢ deciso che la temperatura massima di
cloud point da raggiungere durante il processo di estrazione non dovesse superare i 35 °C.
Inoltre, si ¢ effettuata una serie di prove di estrazione al fine di utilizzare una concentrazione
molale di sale il piu bassa possibile, in modo da ridurre al minimo I’impatto ambientale
del processo di estrazione. Le concentrazioni molali di sale studiate sono le seguenti:
4,5 m; 4 m; 3,5 m; 3 m; 2,5 m; 2 m. A concentrazioni superiori a 4,5 m si raggiunge
il limite di solubilita del sale e non ¢ stato possibile preparare la soluzione di estrazione.
A concentrazioni inferiori a 2 m, invece, la temperatura di cloud point risulta superiore a
35 °C e non ¢ stato possibile raggiungere la separazione di fase alle condizioni operative
desiderate.

Preparazione della soluzione madre di curcumina. E stato necessario preparare una
soluzione madre di curcumina solubilizzata in etanolo, utilizzata per tutte le prove di
estrazione; in questo modo si ¢ garantita la stessa concentrazione di curcumina in tutte
le prove e si € potuto valutare 1’effetto della forza ionica sulla resa di estrazione in modo
accurato. In 25 mL di etanolo sono stati solubilizzati 100 mg di curcumina, ottenendo
una soluzione madre con concentrazione pari a 4 mg/mL (Figura 3.8). La scelta di questa
concentrazione ¢ stata dettata dalla necessita di far rientrare la concentrazione finale di
curcumina nella fase estrattiva all’interno del range di concentrazioni degli standard della
curva di calibrazione, in modo da poter quantificare la curcumina estratta con buona

accuratezza.
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Figura 3.8: Becher contenente la soluzione madre di curcumina a concentrazione 4 mg/ml.

Preparazione della soluzione di TX-100 all’1%. La soluzione di TX-100 all’1% (p/p)
¢ stata preparata fresca prima di ogni serie di prove di estrazione, in modo da garantire
la riproducibilita dei risultati. Come gia descritto nella Sezione 3.1.1, ¢ stata preparata
pesando 1 g di TX-100 e aggiungendo acqua Milli-Q fino a raggiungere una massa totale
di 100 g. La soluzione ¢ stata sottoposta ad agitazione mediante piastra magnetica fino
a completa dissoluzione del tensioattivo, ottenendo una soluzione limpida e priva di

particelle sospese.

Procedura generale di estrazione. La procedura di estrazione, comune a tutte le con-
centrazioni di sale studiate, ¢ di seguito descritta. Le variazioni specifiche per ciascuna
concentrazione sono riportate nella Tabella 3.9.

In un becher da 250 mL sono stati inseriti 100 mL di soluzione di TX-100 all’1% (p/p) e
la quantita di NaCl necessaria per ottenere la concentrazione molale desiderata. La solu-
zione ¢ stata sottoposta a sonicazione per favorire la completa solubilizzazione del sale.
Successivamente ¢ stata verificata la temperatura di cloud point della soluzione, mediante
monitoraggio visivo su piastra riscaldante dotata di agitazione magnetica e termometro
immerso nella soluzione. Nel caso delle soluzioni a piu alta concentrazione salina (4,5 m),
la separazione di fase ¢ avvenuta spontaneamente a temperatura ambiente; per le altre con-
centrazioni ¢ stato necessario un blando riscaldamento fino al raggiungimento della TCP.
A questo punto sono stati aggiunti 100 uL di soluzione madre di curcumina (4 mg/mL),
ottenendo una concentrazione finale di curcumina pari a 0,004 mg/mL. Mediante leggera
agitazione, la curcumina si ¢ distribuita in modo omogeneo all’interno della soluzione e
il fenomeno del cloud point ¢ stato verificato.

Un volume pari a 14 mL della soluzione ¢ stato trasferito in ciascuna delle 6 Fal-
con da 15 mL (provette coniche con tappo a vite e guarnizione in teflon, idonee alla

centrifugazione), come mostrato in Figura 3.9.
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Figura 3.9: In 6 Falcon sono stati inseriti 14 mL della soluzione da centrifugare.

Le Falcon sono state sottoposte a centrifugazione nelle condizioni riportate in Tabella 3.9.
Dopo la centrifugazione (Figura 3.10), la fase estrattiva (fase micellare superiore, di colore

giallo intenso) ¢ stata prelevata in due aliquote successive:

* Primo prelievo (V}): aliquota destinata all’analisi UV-Vis. Questo volume ¢& sta-
to trasferito in una Falcon da 15 mL e ridisperso in un volume noto di miscela
etanolo/acqua 60:40 (Viigisp), al fine di ottenere una concentrazione di curcumina
compresa nel range della curva di calibrazione. Per recuperare quantitativamente
il campione, il puntale della micropipetta ¢ stato lavato piu volte con la miscela di
ridispersione. La concentrazione di curcumina in questa aliquota (Cy, ) € stata deter-
minata mediante spettrofotometria UV-Vis (Figura 3.11), utilizzando come bianco
la miscela etanolo/acqua 60:40 e la curva di calibrazione costruita nella medesima
matrice (Sezione 3.3.2).

* Secondo prelievo (V;): aliquota residua della fase estrattiva, prelevata con partico-
lare cura per evitare di aspirare la fase acquosa sottostante. Si ¢ preferito prelevare
un volume leggermente inferiore a quello effettivamente presente piuttosto che ri-
schiare la contaminazione con la fase acquosa. Assumendo che la concentrazione di
curcumina sia uniforme all’interno della fase estrattiva, la massa di curcumina nella
seconda aliquota ¢ stata stimata per proporzione diretta rispetto a quella determinata

analiticamente nella prima aliquota:

Mcure,V;

Vi

La massa totale di curcumina nella fase estrattiva & stata calcolata come somma del

X Vo (7)

Mcure,V, =

contributo determinato analiticamente (V1) e di quello stimato (V>):

Mecurc,estratta = Meurc,V; + Meure,V, (8)
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Figura 3.10: Dopo aver eseguito la centrifugazione, si ottiene la ripartizione della soluzione:
superiormente si ripartisce la fase estrattiva, contenente la curcumina; inferiormente vi ¢ la fase
residua. A questo punto ¢ possibile eseguire i prelievi della fase estrattiva, per poter quantificare
la curcumina estratta.

Tabella 3.9: Parametri operativi delle prove di estrazione a diverse concentrazioni di NaCl. Vi:
volume del primo prelievo della fase estrattiva; V;: volume del secondo prelievo; Viigisp: volume
di ridispersione in etanolo/acqua 60:40; TCP: temperatura di cloud point osservata; Centr.:
condizioni di centrifugazione (RCF X g, tempo, temperatura).

[NaCl] mnaaa TCP Centrifugazione 1% Vo Vridisp
(m) (g) (°C) (L) (uL) (mL)
4,5 26,3  ~Tamb 13000%g, 20 min, 35 °C 250 200 7
4,0 23,4 21 13000xg, 20 min, 35 °C 250 300 7
3,5 20,45 24 13000xg, 20 min, 35 °C 500 500 7
3,0 17,53 30 13000xg, 20 min, 35 °C (x2) 500 400 7
2,5 14,61 >35 — — — —
2,0 11,69 >35 — — — —

E stata inoltre eseguita un’analisi UV-Vis sulla fase acquosa residua, in modo da quan-
tificare la curcumina non