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Prefazione 

 

Il self-assembly è un processo chiave nell'organizzazione e nel funzionamento 

dei sistemi viventi e svolge un ruolo critico nell'evoluzione della vita sulla Terra. Esso 

può portare alla formazione di specifiche architetture che possiedono nuove 

caratteristiche come la chiralità, un’intrigante proprietà che, partendo dal livello 

molecolare, può essere espressa anche a livello mesoscopico. Complesse strutture 

chirali possono dare luogo a diverse proprietà ottiche, elettroniche e magnetiche che 

possono essere sfruttate in un'ampia varietà di settori. Questo progetto di tesi si 

inquadra nell’affascinante mondo della chimica supramolecolare e si propone di dare 

un contributo alla comprensione di alcune proprietà esibite da sistemi porfirinici 

aggregati.  

Nel capitolo 2 viene descritta una dettagliata indagine spettroscopica e cinetica 

del processo di demetallazione acida di uno zinco derivato di una porfirina cationica 

condotto in condizioni inusuali di pH e per mezzo dell’azione catalitica esercitata da 

polielettroliti ad alta densità di carica. Uno studio sistematico condotto con 

polivinilsolfonato ha permesso la proposizione di un complesso meccanismo di 

reazione validato da simulazioni numeriche.  

Il capitolo 3 verte sullo studio del processo di self-assembly di porfirine in 

soluzione acquosa. Un dettagliato studio cinetico condotto sia sulla formazione di 

clusters di una porfirina dicationica che sugli aggregati di tipo J di una porfirina 

tetraanionica, ha permesso di evidenziare il ruolo chiave assunto dalla natura del 

contro-ione del sale impiegato per indurre i processi di aggregazione. L’esistenza di 

un effetto dello ione specifico è stata evidenziata mediante correlazioni con i 

parametri termodinamici di Marcus e con la serie di Hofmeister.  

Nel capitolo 4 viene evidenziata la capacità di clusters porfirinici otticamente 

inattivi di comportarsi da sonda chirottica per interazione con biopolimeri carichi. 



VI 

L’amplificazione della chiralità varia in funzione della struttura e dimensione dei 

clusters, parametri determinati dalla natura del sale impiegato nel promuovere il 

processo cinetico di aggregazione. I clusters preformati chirali sono stati anche 

impiegati come templante cationico per la formazione di eteroaggregati con una 

porfirina tetraanionica evidenziando la possibilità di indurre la formazione di 

aggregati J chirali in condizioni inusuali.  

Nel capitolo 5 viene illustrata la peculiare interazione non covalente di una 

porfirina dicationica con un legante dianionico che determina la formazione di una 

struttura supramolecolare contraddistinta da emissione di fluorescenza e da un 

marcato splitting eccitonico con intenso accoppiamento elettronico tra i cromofori. 

Studi effettuati su alcuni metallo derivati della porfirina insieme ai risultati ottenuti 

mediante esperimenti di diffusione di luce depolarizzata, hanno permesso la 

proposizione di un modello strutturale di tipo J. 
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1.1 - Chimica Supramolecolare 

La Chimica Supramolecolare è uno dei settori della ricerca scientifica 

multidisciplinare più attivi e fruttuosi degli ultimi decenni come testimoniato 

dal recente premio Nobel conferito nel 2016 a Feringa, Sauvage e Stoddart per 

gli studi condotti sulle macchine molecolari.1-3 La “chimica delle interazioni 

non covalenti” o anche “la chimica delle interazioni intermolecolari” sono 

soltanto alcune delle definizioni più comuni per meglio specificare la chimica 

supramolecolare, la quale si occupa dello studio della formazione di strutture 

complesse costituite dall’associazione di più specie con una particolare 

attenzione che viene rivolta alle nuove proprietà esibite da questi sistemi e 

derivanti dalla maggiore complessità acquisita.4 Il suo sviluppo richiede quindi 

l'impiego di tutte le risorse teoriche e sperimentali della chimica molecolare 

combinate con manipolazioni ben progettate delle interazioni non covalenti 

così da potere formare nuove entità denominate “supramolecolari”, ovvero 

supramolecole aventi caratteristiche ben definite e atte a svolgere funzioni e 

realizzare processi anche complessi. La natura riesce quindi a superare i limiti 

della sintesi organica nella realizzazione di specie complesse adottando una 

logica molecolare che permette di evitare l’uso di legami covalenti e prevede 

invece l’impiego di modalità di interazione tramite forze intermolecolari. I 

sistemi supramolecolari sono infatti essenziali per la sopravvivenza di ogni 

organismo essendo alla base dei complessi processi biologici, della struttura e 

della funzionalità di moltissimi enzimi, del riconoscimento antigene-anticorpo, 

della trasmissione neuronale, della trascrizione e traduzione del DNA nonché 

del trasporto attivo attraverso le membrane lipofile. Il concetto ed il termine di 

chimica supramolecolare furono introdotti da Jean-Marie Lehn nel 1978,5 sulla 

base di lavori precedentemente condotti in cui veniva introdotto il termine di 

“supermolecole”, ossia entità chimiche originate da interazioni molto più 
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deboli dei legami covalenti.6 Da allora il concetto di chimica supramolecolare 

è stato riformulato in varie occasioni, ad esempio:  

“La chimica supramolecolare può essere definita come la chimica al di 

là della molecola, che si occupa delle entità organizzate ottenute 

dall’associazione di due o più specie chimiche tenute insieme da forze 

intermolecolari”.7  

Gran parte della chimica supramolecolare è nata, tra la metà e la fine 

degli anni '60, dagli sviluppi della sintesi dei leganti macrociclici per cationi 

metallici. In tal senso bisogna menzionare le quattro classi di leganti, di 

fondamentale importanza, preparati dai gruppi di Curtis, Busch, Jäger e 

Pedersen. Concettualmente questi sistemi possono essere considerati come uno 

sviluppo dei macrocicli di origine naturale (ionofori, eme, porfirine ecc.). 

Accanto a questi si devono annoverare anche i ciclofani (primi anni '50), gli 

sferandi e i carcerandi progettati da D. Cram ed ovviamente non ultimo, il 

mirabile contributo di Lehn che sintetizzò i criptandi alla fine degli anni '60. 

Le specie supramolecolari sono caratterizzate sia dalla disposizione 

spaziale dei loro componenti, dalla loro architettura o sovrastruttura, sia dalla 

natura dei legami intermolecolari necessari alla loro formazione. Esse 

possiedono proprietà strutturali, conformazionali, termodinamiche, cinetiche e 

dinamiche ben definite. In questi sistemi, si possono distinguere vari tipi di 

interazioni che presentano diversi gradi di forza, direzionalità, dipendenza 

dalla distanza e dagli angoli: coordinazione degli ioni metallici, forze 

elettrostatiche, legame idrogeno, interazioni di van der Waals, interazioni 

donatore-accettore, ecc.  

Le interazioni possono essere (i) deboli o moderate, come nei legami 

idrogeno, (ii) forti o molto forti, come nel caso della coordinazione di ioni 

metallici. Le prime determinano associazioni di stabilità paragonabili alle 

specie enzima-substrato, mentre le seconde rendono disponibili, per mezzo di 
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un singolo ione metallico, forze di legame che si trovano nel dominio dei 

complessi antigene-anticorpo (o superiori), dove sono coinvolte molte 

interazioni individuali.  

Le forze intermolecolari sono tuttavia più deboli dei legami covalenti, 

così che le specie supramolecolari risultano termodinamicamente meno stabili, 

cineticamente più labili e dinamicamente più flessibili delle singole molecole. 

Inoltre, l’instaurarsi di queste interazioni è in grado di garantire versatilità e 

stabilità agli addotti supramolecolari risultanti. Le interazioni deboli sono 

quindi alla base dei fenomeni di “riconoscimento molecolare”, i quali si 

possono realizzare tra molecole che hanno caratteristiche stereoelettroniche 

complementari. Questa condizione richiede la presenza di gruppi funzionali i 

cui dipoli possono interagire in modo complementare ed inoltre, che le 

conformazioni delle specie interagenti siano adatte.  

Generalmente l’adattamento conformazionale finalizzato al 

raggiungimento di una geometria ottimale per l’interazione intermolecolare 

comporta un costo entropico. Pertanto, se uno o entrambi i partners che entrano 

a far parte del complesso supramolecolare sono già “pre-organizzati”, ovvero 

hanno delle limitazioni conformazionali opportune, tutto ciò può accrescere sia 

la selettività del processo di riconoscimento che la forza dell’interazione.  

L’individuazione dei meccanismi di complementarità che presiedono un 

processo di associazione molecolare è quindi di fondamentale importanza sia 

per la comprensione del funzionamento dei sistemi biologici naturali sia per lo 

sviluppo di nuovi sistemi supramolecolari artificiali.  
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1.2 - Le porfirine 

Le porfirine naturali sono un’importante classe di composti che 

svolgono un ruolo primario nella vita delle cellule animali e vegetali essendo 

presenti nel sito attivo di molti sistemi biologici costituendone la parte non 

proteica (gruppo prostetico - eme). Nelle emoproteine (Figura 1) esse svolgono 

diverse funzioni tra cui: il trasporto di ossigeno nel sangue (emoglobina), la 

riserva di ossigeno nel muscolo (mioglobina), il coinvolgimento nella catena 

di trasporto degli elettroni (citocromo c), il coinvolgimento nel metabolismo 

degli xenobiotici (citocromo P450), la decomposizione del perossido di 

idrogeno (catalasi) e l’ossidazione del triptofano (triptofano 2,3-diossigenasi).8  

 

Figura 1. Struttura di alcune emoproteine contenenti il gruppo prostetico eme: (a) 

emoglobina,9 (b) mioglobina,10 (c) citocromo c,11 (d) citocromo P450,12 (e) catalasi,13 (f) 

triptofano 2,3-diossigenasi.14 
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Un'altra importante funzione biologica delle porfirine è quella delle 

clorine naturali, come la clorofilla a e b (Figura 2) le quali nei cloroplasti delle 

piante assolvono il ruolo da assorbitori di energia e sono parte essenziale del 

complesso apparato preposto alla trasformazione dell'energia solare in energia 

chimica, ossia del processo di fotosintesi clorofilliana.15 

 

Figura 2. Struttura molecolare della clorofilla a e b. 

Dunque, le porfirine ricoprono ruoli vitali nei sistemi biologici, ma una 

notevole importanza assumono anche i derivati di sintesi specialmente per la 

grande propensione di questa classe di molecole a dare luogo a reazioni 

fotoindotte di trasferimento elettronico. Pertanto, queste molecole trovano 

impiego in una straordinaria varietà di applicazioni tra cui: (i) progettazione di 

sistemi mimetici di sistemi naturali;16-19 (ii) sonde spettroscopiche per la 

definizione della struttura e delle dinamiche degli acidi nucleici o dei 

polipeptidi;20-23 (iii) celle solari, dove vengono utilizzati come sensibilizzatori 

per la titania nanostrutturata in celle di terza generazione (DSSC, Dye 

Sensitized Solar Cells);24-29 (iv) sensori chimici nei quali l’interazione tra 

porfirine ed analita può essere elaborata da una grande varietà di meccanismi 

di trasduzione determinando sensori con proprietà diverse che trovano 

un'ampia gamma di applicazioni in aria e in soluzione;30,31 (v) ottica non 

lineare, dove le specifiche proprietà ottiche del macrociclo tetrapirrolico, 

unitamente alle conoscenze teoriche e spettroscopiche vengono combinate con 
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le moderne metodologie sintetiche;32 (vi) elettrocromismo, ossia la proprietà 

di cambiare colore, in modo reversibile, quando ad esse viene applicata una 

differenza di potenziale;33 (vii) fotocatalizzatori nei sistemi per la 

trasformazione, conservazione ed accumulo di energia.34,35 Inoltre, grazie 

all’elevata sensibilità nei confronti delle cellule tumorali e alla loro capacità di 

agire da sensibilizzatori per la fotoproduzione di ossigeno singoletto (specie 

estremamente reattiva e agente ad attività citotossica)36 i derivati porfirinici 

rivestono un ruolo sempre più importante nella terapia fotodinamica (PDT)37-

40 di tumori cutanei e nella terapia a cattura neutronica del boro (BNCT).41,42 

Le porfirine, dal punto di vista strutturale, sono una classe di composti 

macrociclici costituiti da quattro unità pirroliche legate tra loro mediante ponti 

metinici. La molecola capostipite delle porfirine è la porfina (Figura 3).  

 

Figura 3. (a) Struttura della porfina e (b) spettro generico di assorbimento UV/Vis. 

Tutte le porfirine si prestano ad un elevato numero di modificazioni 

chimiche tramite sintesi che portano all’introduzione di opportuni gruppi 

funzionali sia sugli anelli pirrolici (posizioni ) sia nelle posizioni meso (5, 10, 

15, 20) dell’anello, nonché mediante la coordinazione di opportuni ioni 

metallici all’interno della cavità macrociclica.  

In letteratura sono riportate diverse procedure di sintesi mirate ad 

ottenere porfirine simmetriche e nelle quali vengono adoperati una vasta 
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gamma di sostituenti. Rothemund nei primi anni ‘30 realizzò la prima sintesi 

“one pot” impiegando pirrolo ed un gran numero di aldeidi in metanolo o 

piridina a varie temperature (Figura 4).43 

 

Figura 4. Schema di sintesi di una porfirina meso-sostituita (tetrafenilporfirina) secondo 

il metodo di Rothemund. 

Attualmente i metodi sintetici più comunemente impiegati sono due. Il 

primo, sviluppato da Adler e Longo negli anni ‘60,44 è sostanzialmente un 

perfezionamento della sintesi originale di Rothemund e prevede lo 

svolgimento di una reazione di condensazione tra aldeide e pirrolo in  solvente 

acido in condizioni di riflusso ed all’aria per circa 30 minuti, una metodica che 

in genere fornisce rese di circa il 20% per le porfirine tetraariliche (Figura 5).  

 

Figura 5. Schema di sintesi di una porfirina meso-sostituita (tetrafenilporfirina) secondo 

il metodo di Adler. 

Il secondo approccio sintetico, noto come metodo Lindsey,45 consiste di 

un processo che avviene in due fasi caratterizzato da condizioni di reazione più 
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blande e da una maggiore resa (Figura 6). Nella prima fase, la reazione di 

condensazione tra pirrolo e aldeidi, catalizzata da acido trifluoroacetico (TFA) 

o boro trifluoruro eterato (BF3Et2O) porta alla formazione di un composto 

porfirinogeno, che viene successivamente convertito in porfirina mediante 

ossidazione con 2,3-Dicloro-5,6-diciano-1,4-benzochinone (DDQ). Un 

vantaggio importante del metodo di Lindsey riguarda la possibilità di potere 

impiegare anche aldeidi instabili in ambiente acido ed il cui utilizzo è precluso 

con il metodo di Adler-Longo. 

 

Figura 6. Schema di sintesi in due fasi ed a temperatura ambiente di una generica 

porfirina meso- sostituita secondo il metodo di Lindsey. 

Generalmente, all’aumentare del grado di sostituzione del sistema 

porfirinico, segue un aumento della solubilità in solventi organici e al tempo 

stesso aumenta l’impedimento sterico che causa una parziale perdita di 

planarità del sistema macrociclico. Inoltre, studi cristallografici hanno 

dimostrato che la presenza di sostituenti sull’anello comporta delle variazioni 

nella dimensione del core porfirinico (Figura 7).46 
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Figura 7. Determinazione, mediante studi cristallografici, della variazione delle 

dimensioni (in pm) delle cavità porfiriniche in funzione dei sostituenti presenti sull’anello. (a) 

porfina;47-49 (b) 5,10,15,20-tetrafenilporfirina (TPP);50,51 (c) 5,15-difenilporfirina. Figura 

adattata da Bond et al.46 

La sensibilità del core porfirinico alla presenza di sostituenti riveste un 

grande impatto sulla forza del legame idrogeno intramolecolare e sulla velocità 

di trasferimento del protone. Nella molecola di base sono presenti 22 

elettroni di cui 18 conferiscono l’aromaticità al sistema. Il carattere 

aromatico di questi sistemi è evidente negli spettri NMR. Infatti, 

quest’ultimi sono caratterizzati da segnali dei protoni meso e   a campi 

bassi, in un intervallo compreso tra 8 e 10 ppm. Tale intervallo è indice 

della presenza di protoni soggetti a deschermaggio ad opera della corrente 

ad anello della porfirina. Invece, i segnali dei protoni N–H, situati 

all’interno del core porfirinico, si trovano a campi più alti rispetto al 

segnale N–H del pirrolo (8 ppm) a causa dell’effetto di schermo esercitato 

dal campo magnetico indotto (Figura 8). 
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Figura 8. Schema rappresentativo della corrente ad anello di una porfirina e simulazione 

di uno spettro NMR mediante software Gaussian09 (Basic set: B3LYP 6-31++G(d,p)). 

Nella sua forma di base libera la porfirina presenta, al centro 

dell’anello, gli atomi di azoto imminici, i quali possono essere soggetti ad 

attacco sia da parte di agenti elettrofili che eventualmente essere protonati 

per dar luogo a specie mono- e dicationiche.52-54 I gruppi N–H sono invece 

leggermente acidi, possono essere deprotonati in presenza di basi forti e 

presentano un equilibrio tautomerico.55,56 I due protoni interni possono 

essere disposti tra i quattro azoti in diversi modi (Figura 9). Nella forma 

trans (1), i protoni sono posizionati sugli anelli pirrolici opposti, mentre 

nelle posizioni cis (1a) sono disposti sui pirroli adiacenti. Naturalmente, a 

causa delle interazioni repulsive, gli isomeri trans sono quelli 

termodinamicamente più stabili (Tabella 1). 

Tabella 1. Energie relative espresse in kcal/mol e momento di dipolo calcolato 

(B3LYP/6-31G**) per gli isomeri cis e trans della porfina.57 

Isomero Energia Relativa (kcal/mol) Momento di dipolo (D) 

trans (1) 0.0 (0.0) 0 

Cis (1a) 8.2 (7.8) 2.10 
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Figura 9. Isomeri trans (sopra) e cis (sotto) della porfina. Adattata da Kadish et al.57 

L’acidificazione del core porfirinico determina importanti effetti sulla 

geometria della molecola. Infatti, la protonazione comporta una perdita di 

planarità del sistema sia per ridurre la repulsione elettrostatica sia per diminuire 

l’impedimento sterico.52 Per quanto riguarda la formazione delle specie acide 

la presenza di due siti suscettibili di protonazione suggerisce la possibilità di 

ottenere specie sia mono (pKa1) che diacide (pKa2) come descritto in Figura 

10. 

 

Figura 10. Schema semplificato della protonazione della forma base libera di una 

porfina (a) alle forme monoacida (b) e diacida (c). 

In realtà la forma monoacida non è una specie facilmente isolabile a 

causa degli equilibri di protonazione in quanto la facilità di addizione del 

secondo protone è senz’altro maggiore di quella del primo.52 Questo 

comportamento è alquanto inusuale poiché in linea di principio una specie 
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basica dovrebbe potere subire una protonazione successiva con difficoltà 

maggiore rispetto alla precedente. Tale andamento è interpretabile con una 

minore aromaticità della specie monoacida rispetto la base libera. Al contrario, 

l’aggiunta di un secondo protone è in grado di determinare una maggiore 

delocalizzazione di carica e quindi di stabilita. È inoltre possibile fare delle 

considerazioni circa i requisiti sterici del sistema: l’addizione del primo 

protone risulta essere difficile in quanto i gruppi –NH puntano verso il centro 

della porfirina, determinando così una disposizione stericamente impedita. La 

distorsione dell’anello porfirinico generato nella forma monoacida può invece 

giustificare la maggiore disponibilità del sito basico all’attacco del secondo 

protone.52 La forma monoacida delle porfirine non è dunque facilmente 

isolabile né distintamente osservabile ed i primi studi condotti da Aronoff e 

Calvin58 conclusero che la forma monoacida non poteva essere osservata a 

causa della sua stabilità in un intervallo limitato di pH. Soltanto 

successivamente venne caratterizzata la specie monoacida della 

tetrafenilporfirina (TPP) stabilizzata attraverso l'interazione con anioni 

ingombranti e debolmente coordinanti59  e un derivato della TPP recante una 

struttura “capped” su una faccia del core.60 

Le porfirine sono una classe di leganti macrociclici e come tali possono 

coordinare un gran numero di ioni metallici..61 Lo schema generale per la 

formazione di metallo derivati prevede la reazione tra la forma base libera H2P 

ed un sale del tipo MX2, per formare M(P):  

𝐻2𝑃 + 𝑀𝑋2 𝑀(𝑃) + 2𝐻𝑋 

Questo processo è chiamato “metallazione” mentre quello contrario 

“demetallazione”.61,62 

I complessi di carattere tipicamente ionico, come ad esempio quelli di 

sodio, potassio o calcio, vengono facilmente decomposti dall'acqua. La facilità 

di demetallazione di quelli a carattere covalente varia invece 



Capitolo 1 

 

15 

considerevolmente da caso a caso: il magnesio può essere rimosso con acido 

acetico, lo zinco ed il ferro(II) con gli acidi minerali diluiti, mentre altri come 

il ferro(III), il rame, il cobalto e il nichel richiedono un trattamento più 

energico. In generale i metalli i cui legami con il nucleo porfirinico sono molto 

forti possono sostituire i metalli legati più debolmente mediante reazione di 

“transmetallazione”.63 La configurazione elettronica dello ione metallico 

assume una grande importanza poiché impone diverse geometrie alle 

metalloporfirine.64 Tra queste, le più comuni sono la geometria planare 

quadrata per la tetra-coordinata, la piramidale quadrata per la penta-coordinata 

e l’ottaedrica per l’esa-coordinata (Figura 11). 

 

Figura 11. Rappresentazione schematica delle geometrie più comuni per le 

metalloporfirine: (a) planare quadrata; (b) ottaedrica; (c) piramidale quadrata. 

La velocità di formazione di un derivato metallico dipende da alcuni 

fattori tra i quali: (i) natura dello ione metallico; (ii) presenza di leganti in 

soluzione; (iii) proprietà del solvente; (iv) natura dei sostituenti presenti sul 

macrociclo porfirinico.65 Numerosi studi sono stati rivolti  alla comprensione 

del meccanismo della reazione di metallazione che in linea di principio può 

avvenire secondo due possibili processi elaborati sulla base delle reazioni SN2 

e SN1, ossia il meccanismo A ed il meccanismo B.61 Il meccanismo A prevede 

l’inserzione del metallo nel core porfirinico, con la formazione di una specie 

𝐻2𝑃𝑀2+ che in seguito subisce deprotonazione per generare la specie PM: 
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𝑀2+ + 𝐻2𝑃 →  𝐻2𝑃𝑀2+ → 𝑃𝑀 + 2𝐻+ 

Il meccanismo B invece prevede stadi successivi di deprotonazione fino 

alla formazione di una specie monoanionica o dianionica, la quale è in grado 

di coordinare lo ione metallico: 

𝐻2𝑃 → 𝐻𝑃− + 𝐻+ → 𝑃2− + 𝐻+ →  𝑃2− + 𝑀2+ → 𝑃𝑀 

Sulla base del meccanismo A in passato è stata postulata la possibilità 

di formazione di un complesso 1:1 tra lo ione metallico e la porfirina 

geometricamente deformata, denominato “sitting-atop” (SAT) e che 

costituirebbe il “rate determining step” del processo.66 In questo contesto, un 

ruolo importante assume anche la desolvatazione dello ione metallico nel 

permettere l’interazione con la cavità porfirinica. Nella fase successiva, uno 

ione immediatamente adiacente al sito di reazione si inserisce nel macrociclo 

porfirinico con formazione del metallo derivato. Il modello descritto è stato 

ampiamente dibattuto in letteratura e ad oggi, nonostante l’evidenza in varie 

condizioni sperimentali di vari complessi di tipo SAT67-72 non si è arrivata ad 

una definizione unica del meccanismo di metallazione. 

La stabilità dei derivati metallici delle porfirine dipende dalle 

dimensioni relative del raggio ionico dello ione metallico e di quella della 

cavità del macrociclo, pertanto se ne deduce che metalloporfirine costituite da 

ioni metallici di dimensioni paragonabili alla cavità risultano essere più stabili 

e viceversa.73 Ioni metallici quali Zn(II), Cu(II), Ni(II), Co(III) ecc. sono in 

grado di adattarsi perfettamente nella cavità del macrociclo e danno luogo alla 

formazione di metalloporfirine coplanari o “in-plane”. La maggior parte dei 

derivati metallici di porfirine che si trovano nei sistemi naturali appartengono 

a questa categoria. Ioni metallici con raggi più grandi di 80-90 pm come 

La(III), Ag(II), Bi(III) ecc. portano alla formazione di metalloporfirine “out of 

plane” in cui il macrociclo porfirinico risulta distorto con formazione di un 

complesso di tipo SAT. Queste specie sono cineticamente labili e 



Capitolo 1 

 

17 

termodinamicamente meno stabili ed inoltre possiedono caratteristiche 

strutturali e fotofisiche peculiari ben diverse dalle metalloporfirine “in-plane” 

(Figura 12). 

 

Figura 12. Rappresentazione 3D di una metalloporfirina caratterizzata da una struttura 

“in-plane” e “out of plane”. 

Molti gruppi di ricerca61,74,75 hanno dimostrato che la velocità di 

metallazione in soluzione acquosa dipende dalla natura dello ione, dai leganti 

presenti in soluzione e dai sostituenti sull’anello porfirinico e segue 

approssimativamente il seguente ordine:61 

𝐶𝑢2+ > 𝑍𝑛2+ > 𝐶𝑜2+, 𝐹𝑒2+, 𝑀𝑛2+ > 𝑀𝑔2+,  𝑁𝑖2+ ≫ 𝐴𝑙3+, 𝐹𝑒3+, 𝐶𝑟3+ 

Tra i vari metodi impiegati per verificare la stabilità degli ioni metallici 

nelle metalloporfirine c’è il processo di dissociazione o “demetallazione 

acida”, la cui espressione generale è descrivibile nel modo seguente: 

𝑃𝑀 + 2𝐻+  𝑃𝐻2 + 𝑀2+ 

Nelle metalloporfirine in cui il legame è caratterizzato da un minore 

carattere covalente, come nel caso dello ione Mg2+, la demetallazione acida 

risulta essere un processo estremamente veloce. Uno studio di demetallazione 

acida condotto in soluzione acquosa sulla porfirina ZnTMpyP ha evidenziato 
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una diversa efficienza dell’acido impiegato e strettamente correlata alla natura 

dell’anione:76,77  

𝐻𝐼 <  𝐻2𝑆𝑂4 <  𝐻𝑁𝑂3  <  𝐻𝐵𝑟 <  𝐻𝐶𝑙 

In generale, le colorazioni delle soluzioni di porfirina derivano da un 

sistema di elettroni  altamente coniugato che conferisce proprietà peculiari 

agli spettri di assorbimento elettronico. Infatti, lo spettro UV/Vis di una tipica 

porfirina presenta un’intensa banda nell’intervallo 400 - 500 nm dovuta alla 

transizione al secondo stato elettronico eccitato (S0 →S2), chiamata banda di 

Soret o banda B (𝜀 ≈ 105𝑀−1𝑐𝑚−1) e delle bande ad intensità minore 

nell’intervallo 600 - 700 nm dovute alla transizione al primo stato elettronico 

eccitato (S0 →S1), chiamate bande Q (𝜀 ≈ 104𝑀−1𝑐𝑚−1) (Figura 13). Il 

numero e l’intensità relativa delle bande Q sono estremamente diagnostici 

nella determinazione dei cambiamenti strutturali e/o del coordinamento 

dell’anello macrociclico.  

Infatti, la protonazione o la coordinazione con alcuni metalli, comporta 

un aumento del grado di simmetria del sistema rispetto alla porfirina base 

libera. Formalmente si ha il passaggio da una simmetria D2h ad una D4h e ciò 

comporta una diminuzione delle bande Q da quattro a due. Le bande B e Q 

sono originate da transizioni π – π* e trovano la loro spiegazione nel modello 

dei quattro orbitali proposto da Martin Gouterman nel 1963.78 
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Figura 13. Spettro di assorbimento (blu e nero) e di emissione di fluorescenza (ex = 

418 nm; rosso) della porfirina TPP in toluene. Adattata da Uttamlal et al.79 

Le porfirine sono molecole fotosensibilizzanti, ossia possono assorbire 

la luce e utilizzarla per eseguire delle reazioni chimiche. Tutte le reazioni 

fotochimiche delle porfirine si verificano nei loro stati eccitati e la formazione 

di queste specie può essere spiegato attraverso il diagramma di Jablonski 

mostrato in Figura 14. 

I fotosensibilizzatori nel loro stato fondamentale di singoletto possono 

assorbire un fotone di luce in modo da passare al loro stato eccitato di 

singoletto. Quest’ultimo può tornare al suo stato fondamentale mediante un 

processo di decadimento radiativo, chiamato fluorescenza, oppure può andare 

incontro al processo di intersystem crossing e passare allo stato eccitato di 

tripletto, dal quale può tornare allo stato fondamentale di singoletto mediante 

un processo di decadimento radiativo che prende il nome di fosforescenza. 

L’emissione di fluorescenza è evidenziata dalla presenza di una tipica doppia 

banda nella regione tra i 600 - 700 nm, originata dalle transizioni Q (0,0) e Q 

(0,1) (Figura 13).79 
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Figura 14. Diagramma di Jablonski. 

Una fondamentale importanza dal punto di vista applicativo è data dalla 

transizione 𝑇1 → 𝑆0 la quale viene sfruttata per la terapia fotodinamica (PDT). 

La collisione tra la porfirina nel suo stato di tripletto e una molecola di ossigeno 

(3O2) provoca l’eccitazione di quest’ultima al suo stato di singoletto (1O2) e la 

disattivazione del cromoforo allo stato fondamentale (Figura 15).  

 

Figura 15. Diagramma di Jablonski per la formazione di ossigeno singoletto attraverso 

l’interazione con una porfirina nel suo stato di tripletto. Figura dattata da Maharjan et al.80 
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L’ossigeno singoletto è un radicale libero molto reattivo e presenta 

attività citotossica. Le porfirine presentano una certa selettività nei confronti 

dei tessuti tumorali, ragione per la quale, dopo che il farmaco è stato iniettato 

nel paziente ed in seguito ad irradiazione, si ha una generazione locale di 1O2 

ed altre specie in grado di distruggere le cellule tumorali.80-82 

Le porfirine rappresentano candidati molto versatili come elementi 

costitutivi da impiegare nella progettazione di sistemi in grado di imitare i 

processi fotosintetici o nella creazione di nuovi materiali funzionali.83 Gli 

arrays di porfirine possono essere ottenuti attraverso un approccio covalente o 

mediante autoassemblaggio non covalente, nonché mediante una 

combinazione dei due. Esempi interessanti di arrays covalenti di porfirine sono 

stati sintetizzati da Osuka e collaboratori con l'intento di poterli impiegare nello 

sviluppo di nuovi materiali fotonici e dispositivi molecolari. Oligomeri multi-

porfirinici covalenti sono stati progettati utilizzando diversi leganti 

idrocarburici di lunghezza idonea al fine di realizzare, attraverso la formazione 

di legami nelle posizioni meso, delle architetture di tipo lineare o anche più 

complesse di tipo ciclico e/o reticolare.84-86 Ancora più interessanti sono i 

lunghi arrays di porfirine rod-like in cui fino a 128 unità porfiriniche sono fuse 

tra loro attraverso le posizioni meso, senza l’ausilio di alcun legante (Figura 

16).87  

 

Figura 16. Array di porfirine ortogonale con n fino a 126 unità ed array lineare con n 

fino a 12 unità. Adattata da Kim et al.87  

Questo tipo di array evidenzia uno splitting della banda di Soret a causa 

dell’accoppiamento eccitonico. All’aumentare del numero di unità di porfirine, 
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la banda Soret a bassa energia subisce spostamento batocromico ed 

ipercromico, mentre quella ad alta energia rimane pressoché invariata, 

risultando, in tal modo, un progressivo aumento dell’energia dello splitting. 

Le interazioni elettroniche ed eccitoniche vengono dunque regolate con 

precisione posizionando i cromofori porfirinici in degli arrangiamenti ben 

definiti esibendo una promettente capacità di raccolta della luce. L'approccio 

di tipo non covalente è una valida alternativa per costruire arrays di porfirine 

costituiti da una moltitudine di legami ad idrogeno88,89 o attraverso legami 

mediati da metalli coordinati al core porfirinico. A tale riguardo, un eccellente 

esempio è rappresentato dal self-assembly di metalloporfirine riportato da 

Kobuke.90 In particolare, a partire dal dimero (Figura 17a)  di una zinco 

porfirina recante un residuo imidazolico in posizione meso, sono stati realizzati 

una varietà di arrays polimerici e ciclici la cui struttura e proprietà sono molto 

simili a quelle riscontrate nei sistemi LH (complessi light-harvesting) (Figura 

17b). 

 

Figura 17. Struttura di dimero della imidazolil-zinco porfirina (a) e macroanello 

supramolecolare di porfirina (b). Figura adattata da Satake et al.90  

Le porfirine rappresentano degli ottimi building blocks in quanto sono 

relativamente semplici da sintetizzare e risultano essere piuttosto stabili. Esse, 
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dipendentemene dalle loro proprietà steriche ed elettroniche, possono 

spontaneamente dare luogo a fenomeni di self assembly per formare dimeri o 

aggregati superiori attraverso interazioni non covalenti. Questo aspetto è ormai 

ben noto nella chimica delle porfirine ed esercita un notevole impatto su molte 

proprietà chimico-fisiche di queste molecole. In particolare, la possibilità di 

apportare delle variazioni alla struttura mesoscopica delle specie risultanti 

attraverso una scelta appropriata dei componenti molecolari, consente di 

progettare e realizzare materiali in grado di esibire proprietà e funzioni 

specifiche.91 In questi sistemi aggregati sono possibili variazioni significative 

delle proprietà fotofisiche sulla base dell'interazione dei momenti dipolari di 

transizione dei cromofori che sono coinvolti nella formazione della struttura. 

Da un punto di vista teorico queste interazioni sono state interpretate attraverso 

il modello di accoppiamento degli eccitoni proposto da Kasha negli anni '60.92 

La formazione di sistemi aggregati, siano essi dimeri, trimeri o aggregati più 

complessi, comporta una perturbazione, in termini di energia, degli stati di 

transizione relativi al monomero. In virtù delle interazioni dei momenti 

dipolari di transizione dei monomeri, si ottiene una stabilizzazione energetica 

dello stato eccitato dell'aggregato con conseguente splitting eccitonico di 

energia che fa riferimento all'orbitale LUMO ed è dipendente dalle diverse 

geometrie che i monomeri assumono avvicinandosi reciprocamente per dare 

l'interazione. Questo fenomeno dovrebbe essere rigorosamente descritto 

mediante una trattazione meccanico quantistica dettagliata, ma è possibile 

approssimare l'interazione di risonanza dello stato eccitato considerando 

l'interazione elettrostatica reciproca dei momenti di dipolo di transizione. In 

tale modo, si ottengono due forme limite per la disposizione dei momenti di 

dipolo, una face-to-face ed una head-to-tail. Nel primo caso (Figura 18), ossia 

nel caso in cui i dipoli di transizione sono paralleli tra di loro, la disposizione 

fuori fase corrisponde elettrostaticamente ad un abbassamento di energia; E’ 

(energia dello stato eccitato dell’aggregato con momenti di dipolo fuori fase) 

risulta inferiore a E (energia dello stato eccitato del monomero), mentre nel 
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caso in cui i momenti di dipolo sono in fase, l’interazione determina repulsione 

e l’energia dello stato eccitato E” risulta maggiore di E. In accordo con regole 

di selezione quantomeccaniche e poiché il momento di transizione è dato dalla 

somma vettoriale dei singoli momenti dipolari di transizione nella molecola 

risultante, si ha che le transizioni dallo stato fondamentale allo stato eccitonico 

E' sono proibite, mentre le transizioni dallo stato fondamentale allo stato 

eccitonico E" sono permesse. L’effetto dello splitting eccitonico è prontamente 

osservabile dal punto di vista spettroscopico. Infatti, come è immediatamente 

evidente dal diagramma, la transizione elettronica singoletto-singoletto nel 

dimero sarà spostata verso il blu (blue-shift) rispetto a quella del monomero. 

Nel secondo caso, la disposizione dei dipoli di transizione in fase conduce ad 

un’attrazione elettrostatica che genera lo stato eccitato E’, mentre la 

disposizione fuori fase dei dipoli di transizione determina una repulsione 

producendo lo stato E”. La transizione dallo stato fondamentale allo stato 

eccitonico E” risulta proibita. Dal punto di vista spettroscopico, la transizione 

elettronica nel dimero sarà spostata verso il rosso (red-shift) rispetto a quella 

del monomero. Generalmente in letteratura, gli aggregati che presentano i 

monomeri in una geometria parallela face-to-face sono denominati come 

“aggregati H” (la lettera H sta per hypsochromic), mentre se la geometria è del 

tipo head-to-tail sono definiti “aggregati J” (la lettera J sta per Jelly, uno dei 

primi scienziati che ha studiato queste strutture) o talvolta anche “Scheibe-

type”. 
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Figura 18. Diagramma dei livelli energetici dello stato eccitato del monomero e degli 

aggregati secondo una disposizione parallela face-to-face (a sinistra) e head-to-tail (a destra). 

La freccia blu indica le transizioni consentite. 

L’energia relativa allo splitting degli eccitoni corrisponde alla differenza 

tra i due livelli E = (E” - E’) e può essere calcolata mediante l’equazione: 

∆𝐸 = 4 (
𝑁 − 1

𝑁
)

1

4𝜋𝜀0
(

𝜇2

𝑅3
) (1 − 3 cos2 𝜃) 

dove N è il numero di monomeri, 𝜇 è il momento di transizione 

elettronico del monomero, R è la distanza tra i centri di massa dei cromofori e 

𝜃 è l’angolo di inclinazione tra l’asse molecolare che collega i centri dei 

cromofori nell’aggregato e il momento di transizione di ciascun cromoforo. 

Un’attenta analisi dell’equazione mostra come l’energia dello splitting degli 

eccitoni dipende da: (i) dal numero di aggregati N; (ii) è proporzionale al 

quadrato del momento di transizione del monomero (∆𝐸 ∝ 𝜇2) e (iii) è 

inversamente proporzionale al cubo della distanza tra i monomeri (∆𝐸 ∝ 𝑅−3). 

La teoria prevede anche che per un angolo 𝜃 = 𝑎𝑟𝑐𝑐𝑜𝑠 (1 √3)⁄ = 54.7° 

(denominato “angolo magico”), i dipoli non sono interagenti per cui l’energia 

dello splitting eccitonico sarà uguale a zero e non sarà possibile osservare alcun 

spostamento delle bande di assorbimento. Questo è l'angolo per il quale 
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l'aggregato cambierà da una disposizione di tipo J a una di tipo H, come 

mostrato nella Figura 19. 

 

Figura 19. Diagramma energetico dello splitting eccitonico per un dimero molecolare 

avente i dipoli di transizione coplanari in funzione dell’angolo 𝜃. 

La formazione di aggregati molecolari determina quindi importanti 

effetti negli spettri di assorbimento, ma notevoli conseguenze sono osservabili 

anche in fotoluminescenza (Figura 20). Nel caso di un aggregato di tipo H per 

il quale lo stato eccitato è quello ad energia maggiore E”, generalmente è 

possibile osservare un quenching della fluorescenza nello spettro di emissione 

degli aggregati. Infatti, dallo stato eccitato E” segue una rapida conversione 

interna al livello dell’eccitone a più bassa energia E’. Poiché la transizione da 

E' allo stato fondamentale è proibita, il sistema si disattiva tramite un 

decadimento non radiativo o va incontro al processo di intersystem-crossing 

passando allo stato eccitato di tripletto. Sperimentalmente si riscontra 

un’emissione di fluorescenza spostata verso il rosso e caratterizzata da un 

notevole spostamento Stokes e bassa resa quantica. Nel caso degli aggregati di 

tipo J, l’emissione avviene dal livello a minore energia E’ e conseguentemente 

essi sono caratterizzati da un ridotto spostamento Stokes e da un’elevata resa 

quantica. 
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Figura 20. Diagramma di Jablonski per aggregati H (linea blu) e J (linea rossa). Le 

frecce arancioni e verdi indicano i percorsi comuni. 

La scoperta degli aggregati J avvenuta negli anni '30, rappresenta una 

delle più importanti pietre miliari della chimica dei dyes e dunque la premessa 

per la nascita della chimica supramolecolare. Le intriganti proprietà ottiche 

degli aggregati J (in particolare, bande di assorbimento molto strette e spostate 

verso il rosso rispetto a quelle del monomero e la loro capacità di delocalizzare 

e far migrare gli eccitoni) e la loro prospettiva di applicazione, hanno spinto 

gli scienziati a dedicarsi a questo settore e numerosi sono stati i contributi 

pubblicati. L’importanza degli aggregati J è stata realmente compresa quando 

alcuni aggregati di cianine trovarono una prima applicazione come 

sensibilizzanti nel processo fotografico con gli alogenuri di argento.93,94 Da 

allora, l'interesse scientifico per gli aggregati J è cresciuto continuamente e un 

numero enorme di aggregati di coloranti è stato preparato e le loro proprietà 

ottiche, fotofisiche e strutturali sono state studiate intensamente.95-97 Studi più 

sofisticati sulle proprietà elettroniche degli aggregati J rivelano che gli stati 

eccitati sono formati da estesi domini di dipoli di transizione molecolari 

coerentemente accoppiati, il che depone a favore dell'aggregazione J come 

fenomeno archetipo di una proprietà emergente dei sistemi a livello 

supramolecolare o su nanoscala.98 
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Negli ultimi decenni sono stati sviluppati aggregati J di una vasta 

gamma di coloranti, come cianine, merocianine, squaraine, clorofille, 

porfirine, ftalocianine e perileni bisimmide.95 Per quanto concerne gli studi di 

aggregati J costituiti da porfirine, una considerevole mole di lavoro è stata 

svolta sulla porfirina meso-tetrakis(4-solfonatofenil)porfirina (TPPS4).
99 A 

valore di pH neutro, la base libera è nella sua forma tetraanionica a causa della 

presenza di quattro sostituenti solfonatofenilici carichi negativamente nelle 

posizioni meso dell’anello macrociclico e presenta un equilibrio 

monomero/dimero in funzione del valore di forza ionica e della 

concentrazione.100,101 In condizioni appropriate di pH (< 1) e forza ionica, 

questa porfirina è in grado di formare arrays stabilizzati attraverso l’instaurarsi 

di un network di legami a idrogeno che intercorre tra i gruppi solfonati anionici 

di una porfirina e gli atomi di azoto protonati del core di una porfirina 

vicina.102,103 In letteratura sono stati riportati numerosi esempi sia di aggregati 

di tipo H (face-to-face) che di tipo J (head-to-tail) di porfirina TPPS4 ed un 

ampio dibattito è attualmente in corso riguardo alla disposizione dei monomeri 

all'interno di questi aggregati.104,105 Diverse tecniche sono state impiegate per 

caratterizzare gli aggregati J ed in particolare la spettroscopia UV/Vis si è 

dimostrata uno strumento semplice in grado di valutare sia la cinetica di 

aggregazione che i cambiamenti nelle strutture elettroniche. Gli aggregati J di 

TPPS4 sono stati anche studiati attraverso una varietà di tecniche di diffusione 

di luce che forniscono dettagli sulle dimensioni e sulla forma dell'aggregato, 

costituendo dunque uno strumento fondamentale per analizzare questi sistemi 

supramolecolari. In particolare, studi combinati di diffusione elastica della luce 

(ELS, Elastic Light Scattering) e diffusione dinamica della luce (DLS, 

Dynamic Light Scattering) hanno evidenziato la formazione di strutture 

cilindriche di tipo rod-like con un diametro di 70 nm e una lunghezza di 0,6 

m.106 Dati di scattering di raggi X a piccolo angolo (SAXS, Small-Angle X-

ray Scattering) hanno suggerito un modello che prevede la formazione di 

cilindri cavi con l’aggregato J costituito da 26 molecole di porfirina che si auto-
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assemblano in una configurazione ad anello nel piano della sezione trasversale 

del cilindro ed un'aggregazione di tipo H che viene stabilita tra gli strati del 

cilindro.107 Nonostante siano state suggerite diverse disposizioni spaziali per 

chiarire l'intima struttura degli aggregati della porfirina TPPS4, non è 

sorprendente ancora oggi l'apparente contrasto tra i dati riportati in letteratura. 

Infatti, le dimensioni e la struttura degli aggregati colloidali dipendono in 

modo significativo dai parametri del mezzo quale concentrazione, forza ionica, 

pH e temperatura nonché dal protocollo di mescolamento dei reagenti e non 

ultimo la “storia” del campione. È stato infatti dimostrato che, ottimizzando le 

proprietà del mezzo, è possibile ottenere aggregati di forma e dimensioni 

controllate. In particolare, il cambiamento strutturale da frattale a nanorods 

può avvenire semplicemente agendo sul potenziale di interazione 

intermolecolare. In particolare, un basso valore di forza ionica ed un'elevata 

concentrazione di porfirina inducono la porfirina TPPS4 ad auto-assemblarsi 

in disposizioni tipo rod-like, mentre a bassa concentrazione di porfirina ed 

elevata forza ionica, la schermatura del potenziale di repulsione sembrerebbe 

essere responsabile della formazione di strutture fractal-like.108 Altri studi, 

effettuati in particolari condizioni di pH e forza ionica hanno dimostrato che la 

porfirina solfonata è in grado di formare strutture di tipo frattalico di varia 

dimensione.109 La TPPS4 non è ovviamente l’unica porfirina in grado di 

formare aggregati di natura frattalica. Infatti, nel passato, la porfirina 

dicationica trans-bis(N-metilpiridinio-4-il)difenilporfirina (t-H2Pagg) è stata 

oggetto di ampi studi a causa del peculiare comportamento delle sue soluzioni 

acquose. All' aggiunta di sale, questa specie forma estesi aggregati di natura 

frattalica che sono stati ampiamente studiati in svariate condizioni sperimentali 

attraverso diverse tecniche di diffusione della luce.110 Una delle caratteristiche 

più comuni degli oggetti frattalici consiste nel fatto che essi si presentano come 

strutture “autosimilari”, vale a dire invarianti sotto certe trasformazioni di 

scala. Questo significa che selezionando una porzione di un frattale e andando 

ad esaminarla nei suoi dettagli più piccoli, esso risulterà sempre somigliante 
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all’oggetto originale.111 Si definisce quindi frattalico, un sistema la cui 

morfologia è indipendente dalla scala di osservazione e che può essere ottenuto 

tramite ripetizione casuale di un’unità iniziale (Figura 21). Un oggetto 

frattalico viene descritto tramite una legge di scala che mette in relazione la 

massa del sistema M con il corrispondente raggio R:111 

𝑀 ∝ 𝑅𝑑𝑓  

dove df è il coefficiente di Hausdorff o dimensione frattalica, ed è un 

numero non intero e minore di 3. Tale coefficiente, può essere ricavato 

sperimentalmente tramite misure di intensità di scattering112 e rappresenta una 

misura del grado di porosità di un frattale. 

 

Figura 21. Frattale visto come oggetto auto-similare. 

Analisi condotte tramite raggi X, microscopia elettronica e simulazioni 

al computer hanno portato alla definizione di differenti modelli di crescita per 

gli aggregati frattalici. Il primo importante modello di crescita è stato proposto 

da Witten e Sanders.113 Questi autori, attraverso uno studio di simulazione al 

computer, hanno dimostrato che mediante un moto di “random-walk” si può 

formare un aggregato che presenta caratteristiche frattaliche nella sua struttura. 

Il modello proposto consiste nel rilasciare una particella dal perimetro di un 

cerchio nel cui centro ne è presente un’altra che rappresenta il seme di crescita 
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del cluster (Figura 22). La particella che viene rilasciata dal perimetro 

effettuerà un cammino “random-walk” fino a quando non urterà una delle 

particelle poste al centro del cerchio, aggregandosi e diventando parte 

integrante di un cluster che continuerà la sua crescita fino a quando saranno 

presenti monomeri in soluzione. Tale modello di aggregazione prende il nome 

di Diffusion Limited Aggregation (DLA) e può essere considerato alla base di 

molti processi di crescita. Esso è caratterizzato da un valore ben preciso di 

dimensione frattalica (df = 2.5).  

 

Figura 22. (a) Simulazione di crescita tramite meccanismo di DLA per un aggregato 

secondo il modello proposto da Witten e Sander. (b) Frattale risultante da questo tipo di crescita. 

Una variante del modello precedentemente descritto è costituita dal 

processo di Diffusion Limited Cluster-Cluster Aggregation (DLCCA). 

Secondo tale modello si parte da una configurazione iniziale di particelle, le 

quali sono fatte muovere secondo un cammino “random-walk”. Attraverso gli 

urti successivi tra le particelle e i clusters di dimensione intermedia che da esse 

vengono generati, si formano strutture sempre più grandi con proprietà auto-

similari. Questo modello di crescita è caratterizzato da un valore di dimensione 

frattalica minore (df = 1.75). Un ulteriore importante processo di crescita è il 

Reaction Limited Aggregation (RLA) nel quale l’aggregazione tra le varie 

particelle è vincolata ad un meccanismo di attivazione (generalmente termica). 

Condizione necessaria perché abbia inizio il processo di aggregazione è il 
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superamento di una barriera energetica rappresentata da interazioni di natura 

repulsiva. La probabilità che due particelle si possano aggregare dopo un 

singolo urto risulta più bassa, è quindi necessario un numero maggiore di 

collisioni. Tale modello di crescita è caratterizzato da un valore intermedio di 

dimensione frattalica (df = 2.1). Il coefficiente di dimensione frattalica viene 

ricavato attraverso misure di intensità di luce diffusa I(q) in funzione del 

vettore d’onda scambiato q. L’intensità di scattering è proporzionale al 

prodotto tra il fattore di forma dell`unità monomera P(q) e il fattore di struttura 

S(q):114 I(q)  P(q)S(q). In particolari condizioni sperimentali ed in un 

determinato intervallo di q (regime di Porod) si ha che I(q)  S(q)  q-df per 

cui riportando in un grafico con scala logaritmica l’intensità di scattering I(q) 

in funzione di q si ottiene una retta la cui pendenza è pari a -df. Anche se 

inizialmente le tecniche di scattering venivano impiegate solo per esaminare 

gli aspetti geometrici degli aggregati, oggi esse rappresentano un ottimo 

strumento per esplorare le proprietà dinamiche di queste strutture, fornendo 

una relazione dettagliata tra le loro proprietà idrodinamiche e statiche. In 

particolare, negli studi di aggregazione sulla porfirina t-H2Pagg di cui sopra, le 

misure di scattering elastico e dinamico della luce indicano la presenza di 

grandi clusters monodispersi aventi caratteristiche di frattale realizzato tramite 

processo DLA.115 Le cinetiche di aggregazione, seguite per mezzo di 

esperimenti UV/Vis e monitorando la dipendenza temporale della 

concentrazione di monomero hanno fornito importanti dettagli sul 

comportamento cinetico dei clusters.115 E’ stato anche dimostrato come al 

variare della concentrazione di sale utilizzata per indurre l’aggregazione 

(quindi variando il potenziale di interazione) è possibile modulare la struttura 

e la dinamica di crescita degli aggregati.116 A tale proposito, la Figura 23 

mostra come è possibile accedere a diversi processi di crescita al variare delle 

condizioni di forza ionica: (i) DLA (df = 2.45) nell’intervallo 0.06M ≤ [NaCl] 

≤ 0.1M; (ii) RLA (df = 2.05) nell’intervallo 0.15M ≤ [NaCl] ≤ 0.25M; (iii) 

DLCCA (df = 1.7) a forza ionica elevata [NaCl] ≥ 0.4M.  
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Figura 23. Variazione del tempo medio di aggregazione al variare della concentrazione 

di sale. Nell’inset un tipico profilo cinetico in assorbimento per la formazione di questo genere 

di aggregati. Figura adattata da Monsù Scolaro et al.116 

Ulteriori studi hanno evidenziato che, nel caso di questa porfirina, la 

cinetica di aggregazione non inizia a partire da un semplice monomero, ma 

essa prevede un preliminare stadio iniziale di tipo RLA dopo il quale, a un 

certo punto, si verifica un passaggio al regime DLA.117 Inoltre, la dipendenza 

delle cinetiche di aggregazione al variare della temperatura, unitamente alla 

metodologia di preparazione dei campioni, che può determinare la formazione 

di nuclei preformati in grado di influenzare drasticamente il processo di 

crescita,118 sottolinea l’importanza della necessità di controllare al meglio tutti 

i parametri che svolgono un ruolo primario in tutti gli stadi di un processo di 

self assembly. 
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1.3 - Effetto dello ione specifico - serie 

di Hofmeister 

La formazione di strutture mediante self-assembly, come detto in 

precedenza, offre la possibilità di ottenere nuovi materiali funzionali. In questo 

tipo di processo il controllo dei vari parametri in grado di influenzare il 

meccanismo riveste un ruolo di fondamentale importanza. In letteratura sono 

riportati numerosi studi in soluzione che dimostrano come, attraverso 

l’aumento della forza ionica, si favorisce il processo di aggregazione. Questo 

effetto può essere facilmente compreso considerando che gli elettroliti aggiunti 

alla soluzione sono in grado di schermare le cariche presenti sui substrati e 

conseguentemente riducono la repulsione elettrostatica. Un esempio è dato da 

alcuni peptidi anfifilici, i quali, in funzione della forza ionica portano alla 

formazione di nanotubi o di una struttura aperta simile all’amiloide.119 Secondo 

la teoria di Debye-Huckel, la natura dell’elettrolita non comporta alcuna 

differenza poiché l’interazione tra gli ioni si basa sulla carica molecolare, ossia 

sull’interazione elettrostatica che essi esercitano.120 In letteratura sono riportati 

numerosi studi che hanno evidenziato come le caratteristiche strutturali 

dell’aggregato finale possano essere determinate attraverso l’impiego di uno 

specifico ione.121-123 Un esempio è costituito dal peptide (EAK16(II)GGH), che 

è in grado di formare fibre la cui lunghezza dipende dalla tipologia di anione 

che costituisce il sale impiegato per indurre il processo.124 Gli effetti specifici 

degli ioni, identificati con acronimo SIE (Specific Ions Effects), sono noti da 

circa un secolo e sono oggetto di studio in vari campi: scienze mediche, 

biologiche, chimiche e industriali. Tuttavia, data la complessità dei sistemi 

resta impossibile prevedere quando e come sarà presente un effetto dovuto agli 

ioni.  
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I SIE furono studiati per la prima volta da Lewith e Hofmeister intorno 

al 1890. Essi studiarono un elevato numero di anioni e li ordinarono in 

funzione della loro capacità di precipitare le proteine del siero del sangue e 

dell’albumina in soluzione acquosa:125,126 

𝑨𝒏𝒊𝒐𝒏𝒊: 𝐶4𝐻4𝑂6
2− > 𝑆𝑂4

2− > 𝐻𝑃𝑂4
2− > 𝐶3𝐻5𝑂(𝐶𝑂2)3

3−
> 𝐶𝐻3𝐶𝑂2

−

> 𝐻𝐶𝑂3
− > 𝐶𝑟𝑂4

2− > 𝐶𝑙− > 𝑁𝑂3
− > 𝐶𝑙𝑂3

−
 

Il simbolo “ > ” indica una maggiore capacità di precipitare la proteina 

(tale effetto prende il nome di salting-out) e di conseguenza, la possibilità di 

impiegare una concentrazione minore di ioni al fine di indurre la 

precipitazione.  

Hofmeister ipotizzò che il comportamento di ogni ione derivasse dalla 

sua capacità di assorbire acqua.126 Su questa base, gli ioni sono stati 

successivamente classificati rispettivamente cosmotropici (fortemente idratati, 

ordinano le molecole d’acqua all’interno della soluzione) e caotropici 

(debolmente idratati, interrompono l’ordine della struttura dell’acqua nella 

soluzione). La serie di Hofmeister ordina gli ioni dal più cosmotropico (che 

precipitano le proteine, “salting-out”) al più caotropico (mantengono in 

soluzione le proteine, “salting-in”). Tuttavia, mentre i termini cosmotropico e 

caotropico dipendono esclusivamente dall’identità dello ione, i termini 

“salting-in” e “salting-out” dipendono dal sistema che si considera. Nel corso 

degli anni sono state osservate SIE che seguono lo stesso ordine o un ordine 

simile in vari sistemi biologici,127,128 nei polimeri,129-132 ed in sistemi non 

acquosi.133-135 Tale fenomeno è stato comunemente definito come “effetto di 

Hofmeister” o più semplicemente “serie di Hofmeister”. Tuttavia, numerosi 

studi hanno riportato un effetto SIE in vari sistemi che si discosta 

dall’andamento sopracitato, un esempio è la serie liotropica.136 Questa serie si 

basa sul calore di idratazione degli ioni ed è stata anche usata in modo 

intercambiabile con la serie di Hofmeister, a causa della somiglianza del loro 
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ordinamento come mostrato in Figura 24. Un parametro utilizzato per spiegare 

quantitativamente l’effetto SIE è il coefficiente di viscosità B. Poiseuille, notò 

che l’aggiunta di alcuni sali all’acqua aumenta la viscosità mentre altri sali la 

diminuiscono.137 Jones e Dole formularono una relazione tra la variazione di 

viscosità e le interazioni elettrostatiche esercitate dai sali.138 Da tale relazione 

si evince che le interazioni elettrostatiche che agiscono per aumentare la 

viscosità di una soluzione, variano con la radice quadrata della concentrazione. 

Il loro risultato è stato espresso dall’equazione: 

𝜂

𝜂0
= 1 + 𝐴√𝑐 + 𝐵𝑐 

Dove c è la concentrazione dell’elettrolita 𝜂 e 𝜂0 sono rispettivamente 

la viscosità della soluzione e dell’acqua. Il coefficiente A è correlato alle forze 

interioniche, mentre il termine B è attribuito alle interazioni ione-solvente. Il 

termine (B) è ormai riconosciuto come parametro atto a fornire una misura 

quantitativa di SIE; esso tra l’altro, è stato il primo criterio impiegato per 

interpretare il ruolo “breaking/making della struttura dell’acqua” espletato 

dagli ioni.139 Mentre i coefficienti A sono sempre positivi, i coefficienti B  

assumono valori sia positivi che negativi. In particolare, questi valori 

dipendono dalla temperatura, il che suggerisce una relazione tra l’influenza 

dello ione sulla struttura del solvente e l’entropia presente nel sistema. Più il 

valore di tale parametro è negativo, più lo ione agisce come “structure-

breaking”.   
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Figura 24.  Serie di Hofmeister e serie liotropica di cationi ed anioni in acqua con alcune 

deviazioni, riportate nelle barre, che mostrano le variazioni di posizione riportate tra diverse 

pubblicazioni. L’estremità superiore (di cationi e anioni) riporta gli ioni che storicamente sono 

chiamati cosmotropici, ovvero che favoriscono la precipitazione delle proteine in soluzione 

acquosa. Gli ioni posti nell’estremità inferiore prendono il nome di caotropici e tendono a 

solubilizzare le proteine. Figura adattata da Mazzini et al.140  

La natura dell’effetto di uno ione su un sistema è determinata dalle 

proprietà dello ione, nonché dal soluto e dal solvente. In passato, Collins e 

Washabaugh avevano elencato una serie di proprietà delle soluzioni saline tra 
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le quali la dimensione degli ioni, la polarizzabilità e l’energia libera di 

idratazione seguono e spiegano l’andamento della serie di Hofmeinster.141 

Tuttavia, le variazioni e le eccezioni sono frequenti, per cui non sono stati 

stabiliti dei parametri universali per gli ioni Hofmeister. In un recente lavoro 

Leontidis riporta che la serie di Hofmeister ha comunque origine da una 

combinazione di parametri, tra cui distribuzione di carica ionica, dimensione, 

forma e idrofobicità (Figura 25).142 

 

Figura 25.  Schema delle principali proprietà dello ione (riquadro nero pieno) correlate 

agli effetti che forniscono un contributo maggiore (riquadro nero tratteggiato) e agli effetti che 

forniscono un contributo minore (riquadro grigio tratteggiato). Figura adattata da Gregory et 

al.143  
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È noto come gli effetti di Hofmeister influenzano vari fenomeni, tra cui 

la tensione superficiale,144 il potenziale zeta,145 il legame ionico delle 

proteine,146 le forze molecolari,146,147 ecc.. Tra questi fenomeni, un ruolo 

particolare assume l’effetto esercitato sul legame idrogeno dell’acqua. Infatti, 

tale interazione può rivestire un ruolo chiave nella stabilizzazione degli 

aggregati come sottolineato in un recente lavoro riportato in letteratura 

riguardo a studi cinetici relativi al processo di aggregazione di una porfirina 

anionica. Gli autori dimostrano la sussistenza di una correlazione tra le costanti 

di velocità, la serie di Hofmeister degli anioni e l’energia libera di Gibbs per 

il legame idrogeno.148 
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1.4 - Chiralità 

La chiralità, definita come “la proprietà di un oggetto di non essere 

sovrapponibile alla sua immagine speculare” è una caratteristica intrinseca dei 

sistemi biologici, che si è espressa in natura ad ogni livello strutturale da quello 

subatomico a quello galattico. Essa comprende le molecole, le supramolecole, 

assembly a livello micro- e macroscopico e persino le galassie, con dimensioni 

che vanno dagli angstrom agli anni luce.149 Su questa scala, anche il nostro 

sistema galattico è chirale, con i corpi celesti che si muovono tutti 

coerentemente su orbite circolari perfette e chirali. La chiralità, coinvolta sulla 

terra fin dall'origine della vita e ampiamente sfruttata nel corso dell'evoluzione, 

ha una moltitudine di ruoli nei sistemi biologici, dalla discriminazione alla 

regolazione, un aspetto intrigante che incuriosisce gli scienziati ormai da anni. 

I mattoni molecolari della vita quali aminoacidi e nucleotidi sono chirali, 

così come le loro forme polimeriche. La chiralità delle molecole biologiche è 

principalmente legata alla disposizione fissa di quattro gruppi diversi attorno a 

un atomo centrale stereogenico. Questa peculiarità è fondamentale per 

veicolare informazioni specifiche (gli aminoacidi L- e non D- vengono 

assorbiti dal nostro organismo, l'odore e il sapore delle molecole L- e D- sono 

diversi) ma ne limita il ruolo biologico. Al contrario, i biopolimeri chirali che 

presentano complesse correlazioni spaziali tra i costituenti monomerici sono 

flessibili e la loro chiralità conformazionale può essere modulata con profonde 

conseguenze sul loro significato biologico. In generale, per la chiralità si 

possono riconoscere due livelli importanti: quello molecolare e quello 

supramolecolare ed entrambi sono di fondamentale importanza per la vita 

quotidiana. Ad esempio, l'interazione di due forme enantiomeriche con il 

recettore biologico viene trasmessa in modo differente e può portare a effetti 

diversi ed a volte anche indesiderati. Ad esempio il carvone esiste come due 
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enantiomeri: l’R-(–)-carvone, che profuma come foglie di menta, e la sua 

immagine speculare S-(+)-carvone, il quale odora di semi di cumino; oppure 

l’R-(+)-limonene profuma di arancia mentre l’S-(-)-limonene profuma di 

limone. Il fatto che i due enantiomeri vengano percepiti in modo diverso è 

prova che nel sistema olfattivo ci sono dei recettori “chirali”, ossia che 

permettono una risposta diversa a seconda dell’enantiomero che percepiscono. 

Inoltre, anche le forme enantiomeriche dei farmaci possono comportarsi in 

modo molto diverso con i recettori nell'organismo causando degli effetti 

negativi, come nel caso della talidomide. L’enantiomero R(+) del principio 

attivo della talidomide ha infatti effetti sedativi e antinausea, mentre 

l’enantiomero S(-) ha tossicità elevata di carattere teratogeno sul feto tanto da 

provocare gravi malformazioni. Parimenti a quanto osservato per la chiralità 

molecolare a livello biologico, lo studio dell'espressione della chiralità a livello 

supramolecolare è particolarmente intrigante. Segnali chirotici sono osservati 

in sistemi molecolari che sono opportunamente classificati come (i) molecole 

intrinsecamente chirali, a causa della presenza di un centro chirale o di un asse 

chirale (Figura 26a e b) 150,151 e (ii) sistemi in cui unità molecolari achirali sono 

disposte in strutture supramolecolari dove la chiralità può emergere grazie alla 

complessazione di tipo host-guest (Figura 26c) o attraverso il self-assembly 

molecolare (Figura 26d).152,153 L'organizzazione supramolecolare delle 

molecole produce interessanti segnali dicroici, come il dicroismo circolare 

indotto (ICD) e il dicroismo circolare elettronico da accoppiamento eccitonico 

(ECD). Il trasferimento di chiralità può avvenire da composti chirali non 

racemici (host - ad esempio, ciclodestrina, sistemi biomolecolari, ecc.) a 

molecole achirali (guest - un cromoforo) durante l'organizzazione molecolare 

o supramolecolare, come illustrato nella Figura 26c.153 Il trasferimento di 

chiralità viene rilevato attraverso la formazione di un segnale di dicroismo 

circolare indotto (ICD) nella regione spettrale dell'assorbimento del guest 

(tipicamente nel visibile o nel vicino UV).154 Il segnale emerge principalmente 

a causa delle interazioni host-guest che comportano: (i) la riduzione della 

https://www.sigmaaldrich.com/IT/it/product/sigma/183164
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simmetria strutturale del guest achirale a causa dell’host chirale secondo un 

fenomeno che è chiamato chiralità strutturalmente indotta; oppure (ii) 

l'accoppiamento tra i momenti di dipolo di transizione dell' host e del guest 

senza alcuna perturbazione strutturale importante del guest.153,155 Gli spettri 

ICD sono di grande interesse, poiché forniscono indicazioni sulla 

configurazione assoluta del componente chirale, che spesso è trasparente nella 

regione UV-Vis. Ancora più interessante è il fatto che l'ICD fornisce 

informazioni sull'orientamento relativo delle molecole host e guest nel 

complesso. Gli spettri CD bisegnati osservati nei sistemi chirali 

supramolecolari derivano invece dall'accoppiamento dipolare degli eccitoni tra 

cromofori identici o molto simili tra loro. Nell'ICD, i dipoli interagenti 

corrispondono a transizioni attinenti all’host e al guest che si verificano 

tipicamente in diverse regioni dello spettro. Conseguentemente lo spettro ICD 

osservato nella regione spettrale che interessa il guest non è bisegnato, ma 

mostra una banda positiva o negativa. Naturalmente, nei sistemi in cui è 

presente più di un singolo cromoforo, le interazioni intercromoforiche possono 

sommarsi ai fenomeni di ICD, dando luogo a caratteristiche dello spettro ben 

più complesse. 
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Figura 26. Descrizione generale della chiralità molecolare (a e b) e supramolecolare (c 

e d). (a e b) spettro di assorbimento (pannello inferiore) e spettro CD (pannello superiore) di 

sistemi molecolari che mostrano un centro stereogenico (a)150 e molecole che hanno chiralità 

assiale (b), ovvero molecole che non hanno uno stereocentro, ma la chiralità che emerge è dovuta 

alla struttura come in P- e M-eliceni.151 (c e d) Chiralità supramolecolare derivante da interazioni 

non covalenti: (c) complesso di inclusione host-guest, rappresentato dal ferrocene all’interno 

della cavità di una ciclodestrina che evidenzia ICD;153 (d) self-assembly di molecole in elica 

destrorsa e sinistrorsa caratterizzate da ECD.152 Figura adattata da Nakai et al.151  

La perturbazione strutturale di un componente achirale può avvenire in 

vari modi. Distinguere questi contributi con l'analisi sperimentale è difficile 

nonché delicato dal punto di vista teorico. In verità, un host chirale può indurre 

una perturbazione strutturale dominante su una molecola achirale 

determinando così la formazione di una conformazione con una specifica 

chiralità. In alternativa, un host chirale può indurre l'organizzazione di 

cromofori achirali in modo elicoidale, dando luogo a un segnale CD da 

accoppiamento eccitonico con effetti Cotton bisegnati interpretabili in base alla 

“chirality rule” proposta da Nakanishi.156  
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1.4.1 - Chiralità nei sistemi porfirinici 

Nell’ambito dell’espressione della chiralità supramolecolare indotta dal 

processo di self-assembly di molecole achirali, un posto di rilevo occupano le 

porfirine. Un intrigante metodo per ottenere sistemi porfirinici aggregati chirali 

è proprio l’interazione non covalente tra porfirine achirali ed una vasta gamma 

di bias chirali tra cui si possono annoverare piccole molecole, 

biomacromolecole, polimeri, aggregati chirali e così via che verranno discussi 

a seguire riportando degli opportuni esempi. Questa strategia ha il pregio di 

aumentare la versatilità dei sistemi supramolecolari porfirinici nonché ne 

semplifica la sua realizzazione se confrontata alla laboriosità della sintesi di 

porfirine chirali. Inoltre, poiché il trasferimento di chiralità si realizza per 

mezzo di varie interazioni deboli, questi sistemi chirali possono essere 

facilmente modulati per esprimere caratteristiche diverse in risposta a stimoli 

esterni nel momento in cui si procede all’assembly molecolare. Estremamente 

importante, può risultare il rapporto con cui si mescolano unità chirali e 

porfirine achirali al momento di procedere alla realizzazione della specie 

finale, in quanto trovano applicazione i noti principi della “majority rule” e del 

“sergeants and soldiers”, effetti che influenzano l’amplificazione chirale a 

livello della supramolecola.157,158 Il primo è generalmente associato alla 

miscelazione di due enantiomeri, con la chiralità supramolecolare che è 

controllata dalla chiralità dell'enantiomero presente in leggero eccesso. In tal 

senso, Aida et al. hanno riportato un valido esempio di amplificazione dei 

segnali chirali nel caso di un polimero supramolecolare di porfirina.159 Il 

secondo effetto si riferisce a sistemi in cui una minima quantità di unità chirale 

può controllare la chiralità supramolecolare dell’assembly finale. A questo 

riguardo, Meijer et al. hanno dimostrato che quando un “sergente” chirale 

(Zn(II)-porfirina) è mescolato con un “soldato” achirale (Cu(II)-porfirina), 
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l’avvolgimento degli aggregati  elicoidali formati segue la chiralità molecolare 

del “sergente”.160 

Le molecole chirali, come aminoacidi, ammine chirali, alcoli chirali e 

zuccheri, possono essere utilizzate per indurre la chiralità supramolecolare con 

porfirine achirali, spesso verificata dalla presenza di segnali CD nella regione 

di assorbimento dei cromofori.161-164 È stato dimostrato come la porfirina 

TPPS4, in seguito all'aggiunta di vari aminoacidi, forma aggregati J chirali 

sottolineando, tra l’altro, gli effetti gerarchici che portano alla loro 

formazione.165 È stato realizzato in acqua un assembly gerarchico di un 

aggregato multi-metalloporfirina/calix[4]arene dimostrando che l'interazione 

non covalente può attivare un processo di trasferimento chirale a lungo raggio 

fino alla porfirina centrale (Figura 27). Questi risultati ribadiscono 

l'importanza della sintesi non covalente come strategia efficiente per la 

costruzione di complessi arrays supramolecolari con specifiche proprietà 

elettroniche e chirali.166  

 

Figura 27. (a) Spettri di dicroismo circolare a pH 2.0, degli aggregati 1:4:4:12-

(MnTPPS/BC4/CuTPPS/(R)-C4) (linea tratteggiata) e 1:4:4:12-(MnTPPS/BC4/CuTPPS/(S)-

C4) (linea intera). (b) Rappresentazione grafica della struttura chirale multicomponente chirale. 

Figura adattata da Randazzo et al.165 
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 Le biomacromolecole, come le proteine, il DNA e i polisaccaridi, sono 

state efficacemente impiegate come templanti per indurre molecole achirali ad 

esibire chiralità.167-169 Purrello et al. hanno svolto un lavoro eccellente 

sull'indagine del processo di aggregazione di porfirine sotto il controllo di 

biomacromolecole.170-173 In presenza di poliglutammato, sono stati realizzati 

eteroaggregati chirali di porfirina che hanno espresso la proprietà di “memoria 

chirale”, ovvero viene ad essere conservata anche dopo che la matrice chirale 

viene ad essere completamente rimossa dalla soluzione. Liu et al. hanno invece 

dimostrato come il self-assembly e la chiralità supramolecolare indotta della 

TPPS4 su polilisina è strettamente correlata al rapporto polimero/porfirina e 

all’ordine di mescolamento.174 Diverse modalità di preorganizzazione di 

ZnTPPS4 (zinco(II) meso-tetrakis-(4-solfonatofenil)porfirina) su polilisina 

influenzano la cinetica di demetallazione, la protonazione e la chiralità degli 

aggregati della porfirina a pH acido. In particolare, è stato dimostrato come il 

processo porta alla formazione di aggregati J altamente ordinati sulle catene di 

polisina più lunghe.175  Il gruppo di ricerca di Shi ha studiato a lungo 

l'aggregazione delle porfirine in spazio confinato formato da polimero 

block.176,177 Ad esempio, la complessazione tra la TPPS4 e il poli(etilenglicole)-

block-poli(L-lisina) (PEG-b-PLL) ha portato alla formazione di aggregati sia 

di tipo “wrapping” sia “pending” con chiralità supramolecolare al variare della 

procedura di mescolamento (Figura 28). Rimuovendo con il poli(sodio-

stirenesolfonato) (PSS) il PEG-b-PLL, gli aggregati mantengono memoria 

chirale evolvendo verso forme più complesse di tipo J.178 



Capitolo 1 

 

47 

 

Figura 28. Illustrazione della rimozione dell’array di tipo J di TPPS4 dal complesso 

PEG-b-PLL/TPPS4 mediante PSS. Figura adattata da Li et al.177 

L'interazione delle porfirine con aggregati chirali (formati da 

componenti chirali) per mezzo di interazioni non covalenti induce a porsi la 

seguente domanda: quale è l'importanza relativa della chiralità molecolare 

intrinseca e della chiralità supramolecolare nel determinare la chiralità delle 

porfirine? Zhang e Liu et al. hanno tentato di rispondere a questa domanda 

assemblando aggregati J di TPPS4 su un templante formato da un anfifilico 

cationico chirale per mezzo di gelazione supramolecolare (Figura 29). La 

chiralità degli aggregati J di porfirina è risultata essere influenzata dalla 

chiralità supramolecolare degli assemblies piuttosto che dalla chiralità 

molecolare intrinseca. Questo lavoro ha dimostrato che il trasferimento di 

chiralità avviene a livello dell'assembly supramolecolare.179 Nanoparticelle di 

carbonio chirali (nanodots) sono state facilmente preparate mediante sintesi 

idrotermale assistita da microonde ed utilizzate come templante per la 

formazione di aggregati porfirinici supramolecolari chirali, dimostrando che è 

possibile utilizzare e trasferire l'informazione chirale.180 Specie chirali possono 

indurre le porfirine achirali a formare aggregati otticamente attivi; 

successivamente, gli aggregati chirali di porfirina così preparati possono essere 

impiegati come templanti per l'imprinting chirale. Purrello et al. hanno 

preparato eteroaggregati di porfirina chirale, prodotti dalla meso-tetrakis(4-N-

metilpiridil) porfirina (TMPyP) e dalla Cu(II) meso-tetrakis(4-
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solfonatofenil)porfirina (CuTPPS4) mediante un effetto di imprinting in 

presenza di L-3,4-diidrossifenilalanina (L-DOPA). È stato evidenziato come 

le porfirine possono agire da templante per la generazione di strutture chirali 

durante la conversione ossidativa dell'amminoacido in melanina.181   

 

Figura 29. Struttura molecolare della porfirina TPPS4 e del gelificatore (PUDG o 

PULG). Figura adattata da Wang et al.179 

Oltre che per mezzo di specie otticamente attive, le porfirine achirali 

possono formare aggregati supramolecolari chirali attraverso il processo di 

self-assembly. Questo fenomeno viene definito “symmetry breaking” o rottura 

spontanea della simmetria ed è importante per ottenere assemblies con una 

chiralità preferenziale.182,183 Tra le varie porfirine achirali, la TPPS4 è la specie 

più intrigante per generare chiralità supramolecolare durante il processo di self-



Capitolo 1 

 

49 

assembly e molti esempi sono stati riportati in letteratura. In assenza di 

qualsiasi bias chirale, il segnale dicroico generalmente evidenzia un effetto 

Cotton positivo bisegnato,184 la cui entità e rapporto tra le bande è strettamente 

legato alle condizioni sperimentali utilizzate per la preparazione degli 

aggregati.185 Il primo tentativo di spiegare questo fenomeno è stato effettuato 

da El-Hachemi et al. che hanno riportato come, tracce di contaminazione di 

microrganismi non rilevabili presenti in acqua ultrapura, sono sufficiente a 

selezionare il segno chirale emergente nella rottura di simmetria spontanea che 

si verifica all’atto della formazione degli aggregati.186 Da allora molti studi 

sono stati rivolti alla comprensione del fenomeno della chiralità spontanea 

negli aggregati J e delle risposte in tal senso sono state correlate anche ad 

osservazioni relative alla loro struttura intima.104,105,187 Una proprietà 

particolarmente interessante di questi sistemi aggregati è però la possibilità di 

indurre l’insorgenza della chiralità anche utilizzando forze fisiche che agiscono 

come bias chirali. Il vortice è un noto esempio di chiralità macroscopica ed è 

stato applicato per indirizzare la formazione di strutture macroscopiche 

elicoidali durante l’assembly di molecole achirali. Il senso elicoidale destrorso 

o sinistrorso viene ad essere determinato in funzione del senso di rotazione. Un 

mirabile esempio in tal senso è stato riportato da Ribò et al. in relazione alla 

formazione di aggregati J della porfirina 5-fenil-10,15,20-tris(4-

solfonatofenil)porfirina (TPPS3) la cui diversa chiralità supramolecolare è stata 

selezionata sulla base del verso della rotazione dell'evaporatore rotante.188 

Questo risultato è stato confermato dagli spettri di dicroismo circolare nonché 

è stato direttamente osservato grazie a misure AFM, dimostrando che gli 

aggregati J di una porfirina achirale possano formare strutture elicoidali simili 

a nanoribbons evidenziando una chiralità supramolecolare su scala 

nanometrica.189 D’Urso et al. hanno successivamente studiato il 

comportamento della porfirina TPPS4 sottolineando come gli aggregati J 

rispondono dinamicamente ai vortici creati dall’agitazione con il segnale di 

dicroismo circolare che si inverte con il senso di agitazione e la sua intensità 
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aumenta. Un’agitazione prolungata determina, sulla parete della cuvetta, la 

deposizione di aggregati la cui chiralità dipende dal senso di agitazione.190 

Sebbene l'agitazione, e quindi l’effetto di un vortice, possa indurre molecole 

achirali a formare assemblies chirali, è stato dimostrato che l’avvolgimento 

degli aggregati elicoidali supramolecolari può essere orientato applicando 

forze rotazionali e gravitazionali durante il processo di self-assembly. In 

particolare, Micali et al. hanno dimostrato che l'applicazione di forze 

rotazionali e di levitazione magnetica all’inizio del processo di aggregazione 

della TPPS3, porta alla selezione della chiralità nella fase di nucleazione del 

processo di self-assembly della porfirina, la quale viene poi amplificata durante 

la crescita degli aggregati (Figura 30).191 Altri studi sono stati effettuati 

avvalendosi di sistemi a miscelazione microfluidica dimostrando che la 

chiralità indotta può essere controllata influenzando efficacemente la fase di 

nucleazione nelle primissime fasi del processo di aggregazione (< 20 ms), 

ottenendo una chiralità opposta rispetto a quella riscontrata con miscelazione 

normale.192 Liu et al. hanno invece applicato una piattaforma microfluidica 

versatile progettata per indurre microvortici chirali laminari in grado di indurre 

una rapida selezione idrodinamica del bias chirale (< 10 ms) correlato al senso 

di rotazione. L’informazione chirale indotta sui primi nuclei aggregati di 

porfirina TPPS4 viene amplificata durante il processo di aggregazione 

determinando il controllo della chiralità in gels supramolecolari o nanotubi.193 

Scolaro et al. hanno affrontato un altro aspetto fondamentale che ha profonde 

implicazioni sulla formazione degli aggregati J della porfirina TPPS4 

evidenziando il ruolo dei parametri cinetici nell'espressione e nella 

trasmissione della chiralità148,164,194-196 suggerendo in taluni casi, come la 

dimensione dei nanoaggregati e l'amplificazione chirale sono correlati alla 

velocità del processo di aggregazione.185 Il processo cinetico è dunque 

estremamente importante e condizionato da effetti gerachici, da qui 

l’importanza di adottare un idoneo protocollo di mescolamento dei reagenti e 
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la conseguente valutazione dei parametri cinetici sull'espressione della 

chiralità degli aggregati J.197  

 

Figura 30: Modello per la selezione e l’amplificazione chirale per l’aggregazione della 

porfirina TPPS3. Figura adattata da Micali et al.191  
 

Un’altra intrigante proprietà delle porfirine è che esse si trovano spesso 

ad auto-assemblarsi in uno spazio confinato, come l'interfaccia aria/acqua, 

un'emulsione, un gel supramolecolare o altre strutture ordinate. Aggregati J 

chirali di TPPS4 sono stati osservati all’interfaccia aria/acqua contenente 

TPPS4 e anfifilici achirali carichi positivamente.198 Emulsioni o vescicole 

forniscono uno spazio confinato dove è possibile fare crescere aggregati in 

modo controllato e favorire la comparsa di chiralità supramolecolare. Chen and 

Liu hanno dimostrato come aggiungendo goccia a goccia una soluzione in 

cloroformio della porfirina Zn(II) meso-tetra(4-piridil)-21H,23H-porfirina 

(ZnTPyP) ad una soluzione acquosa di cetiltrimetilammonio bromuro (CTAB) 

è possibile formare diverse nanostrutture a base di ZnTPyP tra le quali i 

nanorods hanno evidenziato una spiccata attività chirotica (Figura 31).199 
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Scolaro et al. hanno dimostrato che è possibile controllare le dimensioni e le 

proprietà ottiche degli aggregati J della porfirina TPPS4 utilizzando 

microemulsioni e che la loro chiralità può trasmettersi dal livello nano- fino al 

livello mesoscopico.200 Gli stessi autori hanno poi proposto un approccio 

diverso basato su tecnica litografica e che consente di ottenere con successo 

una distribuzione ordinata di strutture submicrometriche a base di aggregati 

supramolecolari di TPPS4 in posizioni precise e controllabili e con l’ulteriore 

vantaggio del controllo spaziale locale della chiralità.201   

 

Figura 31. (a) Illustrazione schematica che mostra la sintesi controllata di varie 

nanostrutture di porfirina per mezzo di un processo di self-assembly assistito da tensioattivi, 

mediante l’impiego di un mezzo oleoso/acquoso e (b) relative strutture risultanti. Figura adattata 

da Zhai et al.198 

Il riconoscimento di enantiomeri è una delle sfide più impegnative da 

affrontare per lo sviluppo di sensori chimici. L'abbondanza e la versatilità della 

chimica delle porfirine consentono di estendere la stereoselettività a diversi 

composti. In passato alcuni studi sono stati condotti su porfirine come sonde 

per distinguere vari tipi di acidi nucleici rivelando come l’identità l'identità del 
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metallo, inserito nel core porfirinico, e la composizione del DNA determinano 

modalità e specificità del legame.202-205 Studi più recenti hanno invece puntato 

l’attenzione sull’impiego di metalloporfirine sia cationiche che anioniche 

come sonde spettroscopiche in grado di percepire selettivamente la forma Z-

DNA.206 Ulteriori studi hanno poi sottolineato l’importanza dell’impiego di 

queste specie nel riconoscere, in maniera molto selettiva e sensibile, brevi tratti 

di Z-DNA sinistrorso incorporati nelle sequenze B-Z-B.207,208 In quest’ambito, 

con successo è stata anche progettata una porfirina di zinco(II) con quattro 

spermine coniugate in posizione meso al fine di ottenere una molecola 

multifunzionale in grado di rilevare, indurre e stabilizzare la forma Z-DNA.209 

In passato è stato anche dimostrato come la porfirina trans-bis(N-

metilpiridinio-4-yl)difenilporfirina (t-H2Pagg) e il suo derivato di Cu(II) (t-

CuPagg) sono in grado di formare estesi aggregati supramolecolari chirali sugli 

acidi nucleici.210,211 Più recentemente, alcuni studi hanno evidenziato come la 

porfirina t-CuPagg sia nella sua forma di semplice dimero212 che in forma di 

estesi aggregati di natura frattalica213,214 agisce da sensore chirottico in grado 

di rilevare la conformazione e la chiralità di un biopolimero quale il 

poliglutammato.  
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2.1 - Introduzione  

I fenomeni di aggregazione supramolecolare evidenziati da porfirine e/o 

metalloporfirine rappresentano un tema di grande interesse perché offrono 

l’importante possibilità di imitare i centri fotosintetici e di accedere a dispositivi 

supramolecolari.1 In questo ambito, le porfirine dotate di una carica elettrica netta 

possono facilmente interagire con una grande varietà di biopolimeri quali DNA,2,3 

RNA,4,5 semplici polipetdidi6-13 così come anche batteriofagi filamentosi.14,15 

Un’oculata scelta della matrice biologica di supporto permette la formazione di 

aggregati porfirinici organizzati a breve o lungo raggio stabilizzati dall’instaurarsi 

di una moltitudine di interazioni deboli come le forze di van der Waals, il legame 

idrogeno, le interazioni idrofobiche ed elettrostatiche le quali, in linea di principio, 

possono essere facilmente modulate variando le proprietà del mezzo. In questo 

contesto, l’impiego di semplici polielettroliti come matrice di supporto riduce il 

numero di modalità di interazione del cromoforo con lo scaffold agevolando 

eventuali studi mirati alla proposizione del meccanismo di formazione 

dell’assembling supramolecolare. Uno studio presente in letteratura ha 

evidenziato come, a seconda delle condizioni di pH, l'elevato campo elettrostatico 

esercitato da un polimero ad alta densità di carica come il polivinilsolfonato (PVS) 

sia in grado di stabilizzare la forma diacida della porfirina meso-tetrakis(N-

metilpiridinio-4-il)porfirina  (TMpyP), a valori di pH insoliti nonché esso è in 

grado di promuove la formazione di aggregati di tipo H.16 Sulla scorta dei risultati 

riportati in letteratura, il presente studio è stato progettato al fine di valutare se un 

semplice polielettrolita sia in grado di catalizzare il processo di demetallazione 

acida di porfirine e se ciò possa avvenire anche a valori di pH atipici.  

Le metalloporfirine in generale possono perdere i loro ioni metallici centrali 

in diverse condizioni sperimentali ed a seconda di diversi fattori, come la 

dimensione e la coordinazione del metallo, il grado di legame covalente e lo stato 



Demetallazione acida della porfirina ZnTMpyP catalizzata da polielettroliti  

 

 

72 

di ossidazione.17 La nostra scelta è ricaduta sull’impiego di alcuni derivati 

metallici della porfirina tetracationica TMpyP e gli studi condotti hanno 

evidenziato come lo zinco derivato ZnTMpyP è suscettibile di demetallazione 

acida in condizioni sperimentali inusuali in presenza di polivinilsolfonato (PVS) 

o anche polifosfato (PPA). Un dettagliato studio cinetico ha inoltre permesso di 

verificare quali sono i parametri in grado di influenzare il processo di 

demetallazione acida consentendo la proposizione di un meccanismo cinetico del 

processo.  

La porfirina ZnTMpyP, tra l’altro, è una tra le metalloporfirine più studiate 

in letteratura sia per l'importanza che lo zinco assume in biologia, ma anche per 

la sua applicazione nella fotocatalisi.18 Pertanto, lo studio della sua tendenza alla 

demetallazione ed eventualmente all'aggregazione è fondamentale per 

comprendere meglio il controllo della stabilità delle porfirine (in mezzo acido) 

nella fotocatalisi, nell’impiego nelle celle di Grätzel (DSSCs), nella terapia 

fotodinamica e in altri campi tecnologici. 
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2.2 - Risultati e discussioni 

La porfirina ZnTMpyP è solubile in ambiente acquoso ed in bulk è stabile 

in condizione di pH superiori ad 1.19 A valori di acidità maggiore la porfirina 

subisce demetallazione  attraverso un processo di solvolisi acida fortemente 

dipendente dalla natura del controanione (Schema 1).  

ZnTMpyP + 4H+ + 4𝑋−  𝐻2TMpyP2+ + Zn2+ + 4𝑋− 

Schema 1. Equilibrio chimico relativo al processo di demetallazione acida per la porfirina 

ZnTMpyP proposto da Hambright.20 

Il processo di demetallazione avviene senza che sia possibile l’osservazione  

della formazione della base libera TMpyP in quanto essa, una volta formatasi nelle 

condizioni sperimentali adottate, viene ad essere contestualmente diprotonata 

(pKa = 1.8)21,22 con formazione della specie diacida H2TMpyP2+ (Figura 1). 

 

Figura 1. Equilibrio tra la porfirina ZnTMpyP (a) e la sua forma diacida H2TMpyP2+ (b). 

Nei suoi studi pioneristici Hambright, utilizzando concentrazioni variabili di NaX 

e HX ha proposto l’espressione di velocità riportata nell’Eq. 1 con la ks che assume 

valori di (6.8 ± 0.3) ∙ 10−2 per lo ione Cl- e (1.9 ± 0.2) ∙ 10−2 nel caso dello ione 

Br-. 
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𝑅𝑎𝑡𝑒 = 𝑘𝑠[𝑍𝑛TMpyP][H+]2[𝑋−]𝟐                                                                                     (𝐄𝐪. 𝟏) 

La porfirina ZnTMpyP è caratterizzata dalla presenza di una  banda di Soret o 

banda B, centrata a 437 nm e due bande Q a 564 e 603 nm (Figura 2a).23 Gli spettri 

di emissione di fluorescenza sono stati registrati eccitando a 581 nm, lunghezza 

d’onda che rappresenta uno dei punti isosbestici del processo di demetallazione 

come verrà meglio chiarito in seguito. Il profilo di emissione di fluorescenza è 

caratterizzato da un picco a 631 nm ed una componente ad intensità minore, 

intorno a 669 nm (Figura 2b).24 In comparazione al metallo derivato, la specie 

diacida H2TMpyP2+ presenta uno spostamento batocromico della banda B a 444 

nm e delle due bande Q a 592 nm e 641 nm (Figura 2a).16 Il profilo di emissione 

di fluorescenza è invece caratterizzato da una doppia banda i cui picchi sono 

centrati a 663 nm e 710 nm (Figura 2b).16 

 

Figura 2. Spettri UV/Vis (a) e di emissione di fluorescenza (b) relativi alle porfirine: 

ZnTMpyP (linea nera) e H2TMpyP2+ (linea rossa). Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 M, 

pH = 0.5, T = 298 K, exc 581 nm. 

Come già accennato in fase di introduzione, in letteratura è stata dimostrata 

la possibilità di stabilizzare la specie diacida H2TMpyP2+ a valori di pH inusuali 

per mezzo di un polimero ad alta densità di carica.16 Questi risultati ci hanno 

indotto a progettare una serie di esperimenti volti alla possibilità di catalizzare il 

processo di demetallazione acida in condizioni sperimentali (pH > 0.75) per le 

quali, in assenza di templante, il metallo derivato risulta perfettamente stabile nel 
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tempo. L’aggiunta di moderate quantità di polivinilsolfonato (1 mM) ad una 

soluzione diluita di porfirina ZnTMpyP induce un moderato spostamento 

ipsocromico della banda B e batocromico delle due bande Q (Figura 3a). 

Dall’analisi degli spettri di emissione di fluorescenza si evince un sostanziale 

quenching di intensità delle due bande, in linea con il fatto che esiste una stretta 

interazione tra i cromofori ed il polimero (Figura 3b). Esperimenti di luce diffusa 

risonante (RLS – Resonance Light Scattering) escludono la formazione di 

aggregati organizzati sulla superficie del polimero, risultando i profili degli spettri 

di bassa intensità ed esclusivamente modulati dall’intenso assorbimento del 

cromoforo. Si può concludere affermando che la porfirina ZnTMpyP, anche per 

effetto della sua struttura penta-coordinata, è presente in forma dimera (e quindi 

non riscontrabile con tecnica RLS) o eventualmente come piccolo oligomero la 

cui formazione può essere mediata dall’interazione delle catene di polimero.  

In seguito all’aggiunta di una appropriata quantità di HCl al fine di 

determinare un valore di pH di 1.5 in soluzione, è possibile riscontrare una 

variazione cinetica che è facilmente monitorabile sia attraverso spettroscopia 

UV/Vis nonché di emissione di fluorescenza. 

 

Figura 3. Spettri UV/Vis (a) e di emissione di fluorescenza (b) relativi ai sistemi: ZnTMpyP 

(linea nera), ZnTMpyP/PVS (linea rossa) e H2TMpyP2+/PVS (linea blu). Condizioni sperimentali: 

[ZnTMpyP] = 5 M, [PVS] = 1mM, pH = 1.5, T = 298 K, exc 581 nm. 
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A tal riguardo, in Figura 4 è riportata la variazione cinetica seguita in 

estinzione da cui è possibile riscontrare l’assenza di specie intermedie in quanto 

sono osservabili ben tre punti isosbestici. Il processo catalitico di solvolisi acida 

una volta concluso, conduce alla formazione della specie H2TMpyP2+ la quale è 

presumibilmente presente non in bulk, ma più verosimilmente monodispersa sulla 

superficie del polimero. Questa assunzione è sostanziata dall’analisi degli spettri 

di estinzione e di emissione di fluorescenza della specie ottenuta al termine del 

processo cinetico, la quale tra l’altro, risulta essere stabile nel tempo. Più 

precisamente, lo spettro di estinzione evidenzia una banda B centrata a 447 nm 

( = + 3nm) e le bande Q a 592 nm e 641 nm (Figure 3a). 

 

Figura 4. Variazione spettrale UV/Vis corrispondente alla cinetica di solvolisi acida 

catalizzata da PVS. Nell’inset è riportato l’ingrandimento nella regione 500-700 nm. Condizioni 

sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 M, [PVS] = 1mM, pH = 1.5, T = 298 K, exc 581 nm. 

Questi valori sono diversi rispetto a quelli della specie H2TMpyP2+ presente 

in bulk e del tutto analoghi a quelli riportati in letteratura per la formazione della 

specie diacida mediata da PVS a pH inusuali (Tabella 1).16 Il medesimo discorso 

è valido per gli spettri di emissione di fluorescenza il cui profilo cambia 

sostanzialmente sia in termine di posizione delle bande che di rapporto relativo di 

intensità. Più dettagliatamente, come si evince in Figura 3b, si riscontrano due 

picchi posizionati a 660 nm e 710 nm in analogia con la formazione della 
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H2TMpyP2+ sul polimero.16 Un ulteriore conferma al fatto che la specie in 

questione è un monomero deriva dalla totale assenza di segnale di luce diffusa 

risonante, come tra l’altro è da aspettarsi per una specie altamente carica (6+) e 

quindi con una scarsa tendenza all’auto-aggregazione. 

Tabella 1. Caratteristiche spettrali delle porfirine H2TMpyP2+ e ZnTMpyP in assenza ed in 

presenza di PVS. 

Specie 
Banda B 

max / nm 

Bande Q 

max / nm 

Bande fluorescenza 

max / nm 

ZnTMpyP[a] 437 564, 603 631, 670 

ZnTMpyP / PVS[b] 434 569, 610 634, 670 

H2TMpyP2+[a] 444 592, 641 664, 709 

H2TMpyP2+/ PVS[b] 447 592, 641 660, 710 

[a]Ref.23, [b] Ref.16 

L’analisi cinetica può essere indifferentemente condotta sia mediante 

spettroscopia UV/Vis che di emissione di fluorescenza. Nel primo caso è 

preferibile monitorare la formazione della specie diacida H2TMpyP2+ facendo 

riferimento alla regione delle bande Q e più specificatamene alla lunghezza 

d’onda di 641 nm, alla quale il metallo derivato non presenta alcun assorbimento 

(Figura 3Figura a). In altre regioni significative dello spettro, come ad esempio 

le bande B, si ha invece una parziale sovrapposizione degli assorbimenti relativi 

alle due specie che rende difficile una rigorosa valutazione del profilo cinetico. 

Nel caso della spettroscopia di emissione di fluorescenza, per le motivazioni 

addotte in precedenza, la lunghezza d’onda di eccitazione corrispondente a 581 

nm è preferibile (isosbestico della cinetica UV/Vis) mentre l’emissione è centrata 

a 710 nm corrispondente al picco a minore intensità (Figura 3b). L’analisi cinetica 

dei dati (Figura 5) può essere condotta indifferentemente sia sui dati di estinzione 

che di emissione di fluorescenza per mezzo di una procedura di fitting non lineare 

e facendo riferimento all’Eq. 2 di tipo “stretched” proposta in letteratura da 

Pasternack.25 

𝐸 = 𝐸0 + (𝐸𝑖𝑛𝑓 − 𝐸0)(1 − 𝑒−(𝑘𝑡)𝑛
)                                                                                  (𝐄𝐪. 𝟐) 
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In questa relazione, completamente priva di un tempo di induzione iniziale, si ha 

che E, E0 ed Einf rappresentano rispettivamente i valori dell’estinzione al tempo t, 

all’inizio e al termine del processo di aggregazione; k indica la costante di velocità 

mentre il parametro n, espresso come funzione di potenza del tempo, rappresenta 

il fattore di crescita dell’aggregato.  

 

Figura 5. Analisi cinetica condotta attraverso spettroscopia UV/Vis ( = 641 nm) (a) e 

mediante spettroscopia di emissione di fluorescenza (em = 710 nm, exc 581 nm) (b). Condizioni 

sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 M, [PVS] = 1mM, pH = 1.5, T = 298 K. Parametri cinetici ottenuti 

per mezzo dell’Eq. 2: (a) 𝑘𝑠𝑡𝑟𝑒𝑡𝑐ℎ𝑒𝑑 = (2.70 ± 0.01) ∙ 10−3; 𝑛 = 1.23 ± 0.01; 𝑅2 = 0.999; (b) 

 𝑘𝑠𝑡𝑟𝑒𝑡𝑐ℎ𝑒𝑑 = (2.47 ± 0.01) ∙ 10−3; 𝑛 = 1.31 ± 0.01; 𝑅2 = 0.999. 
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2.2.1 - Effetto della concentrazione di polimero 

Al fine di stabilire le condizioni sperimentali più appropriate per 

intraprendere lo studio del processo di demetallazione, ovvero quelle in cui la 

porfirina risulta essere completamente legata al supporto polimerico, sono state 

preventivamente condotte delle titolazioni al variare della concentrazione di 

polimero. Tale indagine è stata effettuata attraverso l’ausilio combinato di più 

tecniche (UV/Vis, emissione di fluorescenza, diffusione di luce risonante) ed ha 

permesso di individuare tre diverse possibilità di interazione tra la porfirina ed il 

polielettrolita al variare della concentrazione di quest’ultimo. Nel caso 

dell’impiego di una bassa concentrazione di PVS (< 50 M, Figura 6 linea rossa), 

la porfirina interagisce con il polimero formando presumibilmente delle estese 

strutture aggregate. Questa ipotesi è sostanziata da una marcata ipocromicità della 

banda B unitamente ad un suo netto allargamento verso il rosso (Figura 6a), da un 

quenching di fluorescenza (Figura 6b) e principalmente, dalla presenza di un 

intenso picco RLS (Figura 6c). In queste condizioni, molto vicine ad un rapporto 

stechiometrico unitario in carica, è presumibile che si possano instaurare forti 

interazioni tra i cromofori mediate da varie catene del templante polimerico che 

però non è in grado di espletare alcun ruolo catalitico non osservando alcuna 

incipienza di demetallazione nel tempo al valore di pH pari a 1.5. Per contro, a 

concentrazione più elevata di polimero e più specificatamente nell’ampio 

intervallo 50 M – 6 mM, le caratteristiche spettroscopiche variano decisamente 

rispetto alla situazione precedente non avendo alcun riscontro di formazione di 

estese specie aggregate come evidenziato dall’assenza di segnale RLS (Figura 6c). 

Piuttosto, il piccolo spostamento ipsocromico ( = 3nm) della banda B (Figura 

6a) potrebbe fare pensare alla presenza di piccoli oligomeri di porfirina, come tra 

l’altro già riportato in letteratura.16 L’aspetto più interessante è che in queste 

condizioni e al valore di pH = 1.5 il polimero riesce ad esercitare un’azione 

catalitica riguardo al processo di demetallazione acida. In particolare, l’andamento 
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delle costanti di velocità del processo ottenute per mezzo di una procedura di 

fitting non lineare per mezzo dell’Eq. 2 mostrano un andamento di tipo non lineare 

e a saturazione al variare della concentrazione di polielettrolita (Figura 7). 

Dunque, un aumento progressivo della concentrazione della matrice (50M-

6mM) determina una maggiore efficacia del processo di catalisi presumibilmente 

a causa dell’incremento della concentrazione idrogenionica in prossimità del 

campo elettrostatico del polimero.26 

Come riportato nella Tabella 2, oltre un valore di soglia di concentrazione 

di PVS (> 6 mM) l’effetto catalitico diminuisce drammaticamente (Figura 7). In 

quest’ultimo caso le caratteristiche spettroscopiche (Figura 6, linea verde) sono 

del tutto simili a quelle della porfirina in bulk e suggeriscono una forte diluizione 

del sistema, con il cromoforo che probabilmente si trova monodisperso su singole 

catene di polimero. In queste condizioni, la condensazione protonica sulla 

superficie del polielettrolita ed in prossimità del cromoforo dovrebbe potere essere 

limitata al punto da determinare un forte rallentamento del processo di 

demetallazione acida. 
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Figura 6. Spettri UV/Vis (a), di emissione di fluorescenza (b) e di RLS (c) della porfirina 

ZnTMpyP (linea nera) e del sistema ZnTMpyP / PVS a varia concentrazione di polimero:             

[PVS] = 25 M (linea rossa); [PVS] = 6 mM (linea blu); [PVS] = 32mM (linea verde). Condizioni 

sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 M, [PVS] = 25 M / 6 mM / 32 mM, T = 298 K, exc 581 nm. 
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Figura 7. Andamento della costante di velocità kstretched in funzione della concentrazione di 

polimero. Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, pH = 1.5, T = 298 K. 

Tabella 2. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 2 e relativi al processo di 

demetallazione acida della porfirina ZnTMpyP condotto a varia concentrazione di PVS. 

[PVS] / mM kstretched / s-1 n 

0.25 (1.10 ± 0.01) ∙ 10−3 1.13 ± 0.01 

0.5 (1.18 ± 0.01) ∙ 10−3 1.14 ± 0.01 

0.6 (1.91 ± 0.01) ∙ 10−3 1.27 ± 0.01 

0.75 (2.23 ± 0.01) ∙ 10−3 1.24 ± 0.01 

1.00 (2.47 ± 0.01) ∙ 10−3 1.31 ± 0.01 

2.00 (3.28 ± 0.02) ∙ 10−3 1.20 ± 0.01 

3.00 (3.95 ± 0.01) ∙ 10−3 1.28 ± 0.01 

4.00 (3.97 ± 0.02) ∙ 10−3 1.28 ± 0.01 

6.00 (4.32 ± 0.01) ∙ 10−3 1.28 ± 0.01 

31.60 (8.32 ± 0.03) ∙ 10−4 1.15 ± 0.01 

Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, pH = 1.5, T = 298 K. 
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2.2.2 - Effetto della concentrazione idrogenionica 

Verificato che il polimero è in grado di indurre il processo di 

demetallazione in condizioni sperimentali nelle quali in bulk (pH ≥ 0.75) il 

processo non avviene completamente, è stato effettuato un ulteriore studio 

cinetico volto a verificare, alla massima concentrazione fruibile di polimero, 

l’effetto della variazione di pH. Il processo di solvolisi acida è stato condotto alla 

concentrazione di polimero di 1 mM e 6 mM (Figura 8) e nell’intervallo di pH 

(0.75 - 3.4). Nelle tabelle 3 e 4 sono riportati i parametri cinetici ottenuti tramite 

il fitting non lineare dei dati di estinzione ( = 641 nm) ed elaborati per mezzo 

dell’Eq. 2. La velocità di demetallazione aumenta in modo non lineare 

all’aumentare della concentrazione idrogenionica fino al valore di soglia di          

pH = 0.75 al di sotto della quale, come detto, il processo di demetallazione avviene 

anche in bulk in assenza di polimero (Figura 8). 

 

Figura 8. Andamento della costante di velocità kstretched in funzione della concentrazione 

idrogenionica. Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PVS] = 1 mM (blu), [PVS] = 6 mM 

(rosso), T = 298 K. 
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Tabella 3. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 2 e relativi al processo di 

demetallazione acida della porfirina ZnTMpyP catalizzato da PVS (1mM) a diverso valore di pH. 

pH 𝟏𝟎𝟑 ∙ 𝒌𝒔𝒕𝒓𝒆𝒕𝒄𝒉𝒆𝒅 /𝒔 n 

0.75 (4.51 ± 0.01) ∙ 10−3 1.26 ± 0.01 

1.12 (3.78 ± 0.01) ∙ 10−3 1.32 ± 0.01 

1.45 (2.59 ± 0.01) ∙ 10−3 1.26 ± 0.01 

1.96 (1.66 ± 0.01) ∙ 10−3 1.25 ± 0.01 

2.50 (7.73 ± 0.02) ∙ 10−4 1.19 ± 0.01 

3.04 (2.18 ± 0.01) ∙ 10−4 1.18 ± 0.01 

3.44 (6.76 ± 0.01) ∙ 10−5 1.13 ± 0.01 

Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PVS] = 1 mM, T = 298 K. 

Tabella 4. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 2 e relativi al processo di 

demetallazione acida della porfirina ZnTMpyP catalizzato da PVS (6mM) a diverso valore di pH. 

pH 𝟏𝟎𝟑 ∙ 𝒌𝒔𝒕𝒓𝒆𝒕𝒄𝒉𝒆𝒅 /𝒔 n 

0.75 (8.69 ± 0.06) ∙ 10−3 1.34 ± 0.01 

1.00 (7.15 ± 0.06) ∙ 10−3 1.36 ± 0.02 

1.30 (5.91 ± 0.06) ∙ 10−3 1.30 ± 0.02 

1.60 (3.63 ± 0.03) ∙ 10−3 1.35 ± 0.02 

2.10 (1.21 ± 0.01) ∙ 10−3 1.24 ± 0.01 

2.60 (2.99 ± 0.02) ∙ 10−4 1.20 ± 0.01 

Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PVS] = 6 mM, T = 298 K. 
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2.2.3 - Effetto del protocollo di mescolamento 

Come è noto, il controllo della sintesi supramolecolare in acqua è 

fortemente dipendente da effetti gerarchici che possono regolare il percorso 

termodinamico o cinetico delle specie aggregate.27 Al fine di verificare la 

sussistenza di effetti gerarchici si è pensato di adottare due diverse metodiche di 

mescolamento: PF (porphyrin first) nella quale i reattivi (PVS e HCl) vengono 

aggiunti in successione ad una soluzione prediluita di porfirina e PL (porphyrin 

last) nella quale la porfirina viene aggiunta come ultimo reagente ad una soluzione 

premiscelata di acido e polimero. Entrambi i protocolli sono stati impiegati per 

avviare, in diverse condizioni sperimentali, diversi run cinetici. Tuttavia, il 

sistema non risulta essere di natura gerarchica, avendo riscontrato sia costanti di 

velocità sia caratteristiche spettroscopiche del tutto invarianti in funzione del 

protocollo di mescolamento adottato. A titolo di esempio in Figura 9 vengono 

riportati i profili cinetici e le relative caratteristiche spettroscopiche per il processo 

di demetallazione avviato con entrambi i protocolli di mescolamento nelle 

condizioni di massima velocità (PVS = 6 mM, pH = 1.5). 

 

Figura 9. Profili cinetici, spettri UV/Vis e di emissione di fluorescenza per il processo di 

demetallazione avviato sulla base del protocollo di mescolamento PF (linea blu) e PL (linea rossa). 

Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PVS] = 6 mM, pH = 1.5, T = 298 K. 
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2.2.4 - Effetto della temperatura 

Nell’ottica di voler ottenere ulteriori informazioni riguardo il processo di 

demetallazione catalizzato da PVS è stato condotto uno studio al fine di 

determinare i parametri d’attivazione che caratterizzano lo stato attivato del 

processo attraverso l’equazione di Eyring la cui forma generale è rappresentata 

dall’equazione:17  

𝑘 =  (𝑘𝑏𝑇/ℎ) ∙ 𝐾ǂ                                                                                                                   (𝐄𝐪. 𝟑) 

dove kb è la costante di Boltzmann, h è la costante di Planck, T è la 

temperatura assoluta e 𝐾ǂ è la costante di pseudo equilibrio tra i reagenti e lo stato 

attivato. Applicando la relazione tra l’energia libera di Gibbs e la costante di 

equilibrio si ottiene l’equazione 

𝑘 =  (𝑘𝑏𝑇/ℎ)𝑒
(−

∆𝐺ǂ

𝑅𝑇
)

                                                                                                             (𝐄𝐪. 𝟒) 

che può ulteriormente essere riscritta esplicitando l’entalpia molare di 

attivazione (∆𝐻ǂ) e l’entropia molare di attivazione (∆𝑆ǂ): 

𝑘 = (
𝑘𝐵𝑇

ℎ
) 𝑒

(
∆𝑆ǂ

𝑅
)

𝑒
(−

∆𝐻ǂ

𝑅𝑇
)

                                                                                                     (𝐄𝐪. 𝟓) 

L’espressione in forma logaritmica è lineare ed utile ai fini della valutazione 

dei parametri di attivazione:  

ln
𝑘

𝑇
=

−∆𝐻ǂ

𝑅
∙

1

𝑇
+ ln

𝑘𝐵

ℎ
+

∆𝑆ǂ

𝑅
                                                                                           (𝐄𝐪. 𝟔) 

Lo studio della variazione della velocità di demetallazione al variare della 

temperatura è stato condotto sulla porfirina ZnTMpyP sia in bulk a pH 0.5 che in 

condizioni catalitiche a pH 1.5 e a diversa concentrazione di PVS (1 e 6 mM). In 

quest’ultimo caso, la scelta del valore del pH è giustificata sia dalla necessità di 

escludere qualsiasi incipienza di processo di demetallazione in bulk nonché 



Capitolo 2 

 

 

87 

dall’esigenza di ottenere delle cinetiche di reazione i cui tempi fossero 

monitorabili attraverso tecniche convenzionali. Infatti, come si evince dai dati di 

costanti di velocità riportati in Tabella 5 e 6, nel caso della demetallazione mediata 

dal supporto polimerico si ha un’accelerazione del processo di quasi due ordini di 

grandezza al variare della temperatura. In Tabella 7 sono invece riportate le 

costanti di velocità di pseudo-primo ordine per il processo di demetallazione in 

bulk ottenute per mezzo di una procedura di fitting non lineare impiegando        

l’Eq. 7: 

𝐸 =  𝐸∞ + (𝐸0 − 𝐸∞)𝑒(−𝑘𝑜𝑏𝑠∙𝑡)                                                                                           (𝐄𝐪. 𝟕) 

Tabella 5. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 2 e relativi al processo di 

demetallazione acida della porfirina ZnTMpyP catalizzato da PVS (1mM) al variare della 

temperatura. 

T / K kstretched / s-1 n 

289 (6.55 ± 0.01) ∙ 10−4 1.17 ± 0.03 

293 (1.01 ± 0.01) ∙ 10−3 1.14 ± 0.01 

298 (1.61 ± 0.01) ∙ 10−3 1.25 ± 0.01 

303 (2.63 ± 0.01) ∙ 10−3 1.16 ± 0.01 

307 (3.96 ± 0.02) ∙ 10−3 1.27 ± 0.01 

311 (5.92 ± 0.02) ∙ 10−3 1.31 ± 0.01 

317 (8.78 ± 0.04) ∙ 10−3 1.32 ± 0.01 

322 (1.28 ± 0.01) ∙ 10−2 1.40 ± 0.02 

326 (1.84 ± 0.02) ∙ 10−2 1.31 ± 0.02 

331 (2.66 ± 0.02) ∙ 10−2 1.21 ± 0.02 

Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PVS] = 1 mM, pH = 1.5. 
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Tabella 6. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 2 e relativi al processo di 

demetallazione acida della porfirina ZnTMpyP catalizzato da PVS (6mM) al variare della 

temperatura. 

T / K kstretched / s-1 n 

288 (9.00 ± 0.04) ∙ 10−4 1.23 ± 0.01 

293 (1.46 ± 0.01) ∙ 10−3 1.23 ± 0.01 

298 (2.30 ± 0.03) ∙ 10−3 1.20 ± 0.03 

303 (3.58 ± 0.04) ∙ 10−3 1.32 ± 0.03 

311 (7.59 ± 0.08) ∙ 10−3 1.34 ± 0.03 

325 (2.96 ± 0.08) ∙ 10−2 1.24 ± 0.06 

Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PVS] = 6 mM, pH = 1.5. 

Tabella 7. Costanti di velocità di pseudo-primo ordine ottenute attraverso una analisi di 

fitting non lineare dei dati (Eq. 7) e relative al processo di demetallazione acida della porfirina 

ZnTMpyP in bulk al variare della temperatura. 

T / K k / s-1 

298 (3.30 ± 0.01) ∙ 10−4 

306 (6.23 ± 0.03) ∙ 10−4 

310 (9.80 ± 0.08) ∙ 10−4 

315 (1.42 ± 0.01) ∙ 10−3 

318 (1.84 ± 0.02) ∙ 10−3 

Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, pH = 0.5. 

In Figura 10 è riportato l’andamento dei parametri cinetici ottenuti 

dall’analisi delle velocità del processo in funzione della temperatura sia in bulk 

che alle due diverse concentrazioni di polimero. I dati sperimentali rispettano 

pienamente l’equazione di Eyring rendendo possibile la determinazione dei 

parametri di attivazione (Tabella 8) relativi al processo di demetallazione dalla 

pendenza (∆𝐻ǂ) e dall’intercetta (∆𝑆ǂ).  
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Figura 10. Diagramma di Eyring delle costanti di velocità per il processo di demetallazione 

della porfirina ZnTMpyP in bulk a pH = 0.5 (linea nera) ed indotta a pH = 1.5 da PVS 1 mM (linea 

rossa) e 6 mM (linea blu). Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PVS] = 1 mM / 6 mM, 

pH = 0.5 / 1.5. Fitting lineare: R2 = 0.996 (nera), R2 = 0.999 (rossa), R2 = 0.997 (blu). 

Come facilmente prevedibile, i valori di ∆𝐻ǂ sono positivi e tra l’altro 

praticamente costanti nelle varie condizioni sperimentali, risultando di fatto il 

parametro poco diagnostico. La leggera diminuzione osservata in bulk potrebbe 

però essere ascrivibile ad un effetto di maggiore solvatazione dello stato di 

transizione. I valori di entropia di attivazione risultano invece essere tutti negativi, 

chiara indicazione di come la flessibilità dello stato attivato sia minore rispetto a 

quella del sistema reagente. L’insieme congiunto dei parametri di attivazione 

induce dunque a pensare che nel meccanismo di demetallazione assume senz’altro 

grande importanza il grado di solvatazione dello stato attivato che, nel caso del 

processo mediato da polimero, è da intendersi certamente di grado minore 

risultando in valori di ∆𝑆ǂ più piccoli al variare del carico di polimero. Altre 

considerazioni risulterebbero puramente speculative in virtù delle differenti 

condizioni di pH adottate, ma rese necessarie in virtù dell’intrinseca natura del 

sistema indagato. 
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Tabella 8. Parametri di attivazione ricavati in base all’equazione di Eyring per la solvolisi 

acida della porfirina ZnTMpyP in bulk a pH = 0.5 ed indotta da PVS a pH = 1.5. 

 Bulk [PVS] = 1 mM [PVS] = 6 mM 

∆𝐻ǂ / 𝑘𝐽 ∙ 𝑚𝑜𝑙−1 64.50 ± 0.01 67.43 ± 0.01 70.28 ± 0.01 

∆𝑆ǂ / 𝐽 ∙ 𝑚𝑜𝑙−1 −95.45 ± 0.01 −72.12 ± 0.01 −59.70 ± 0.01 

Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PVS] = 1 mM / 6 mM, pH = 0.5 / 1.5. 
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2.2.5 - Impiego di altri polimeri 

Verificata l’efficienza del PVS nella catalisi di demetallazione acida della 

porfirina ZnTMpyP, si è voluto procedere a verificare l’ipotesi che anche altri 

polielettroliti recanti elevata densità di carica, potessero essere in grado di 

svolgere il medesimo ruolo catalitico. I polimeri utilizzati sono stati il polifosfato 

di sodio (PPA) e il polistirensolfonato (PSS) (Figura11). 

 

Figura 11. Strutture dei polielettroliti polifosfato di sodio (PPA) e polistirensolfonato di 

sodio (PSS). 

Il comportamento della porfirina ZnTMpyP in presenza di PSS è ben 

diverso rispetto a quello riscontrato con il PVS. L’interazione con il polimero 

determina uno spostamento batocromico sia della banda di Soret (∆ = 5 nm) che 

delle bande Q (∆ = 2 e 4 nm) nonché una variazione dello spettro di emissione 

di fluorescenza sia in termini di rapporto relativo di intensità delle bande che delle 

loro posizioni (Figura 12). Le osservazioni sperimentali inducono a pensare 

all’esistenza di una forte interazione di stacking esistente tra gli anelli benzenici 

del supporto polimerico ed il sistema porfirinico. In letteratura sono noti numerosi 

esempi di spostamenti batocromici osservati in seguito ad interazioni di questa 

natura ed un esempio classico è costituito dall’intercalazione di alcune porfirine 
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con le nucleobasi di DNA.28 Una conferma sulla natura dell’interazione tra 

ZnTMpyP e PSS viene dalla completa incapacità da parte del polimero, di 

svolgere alcuna attività catalitica in seguito ad un abbassamento del pH. Infatti, 

nelle condizioni descritte in Figura 12, l’aggiunta di acido cloridrico (pH = 2.5) 

non comporta nel tempo alcuna variazione delle caratteristiche spettroscopiche 

descritte rimanendo la porfirina nella sua forma metallata. Un’ulteriore 

spiegazione della mancata demetallazione deriva dalla diversità strutturale del 

PSS rispetto al PVS. Il PSS impiegato in questo studio è caratterizzato dal 

possedere una catena molto estesa con un numero di residui carichi di circa un 

ordine di grandezza superiore al PVS (340 vs 38). L’estensione della catena, 

unitamente all’ingombro sterico determinato dal residuo benzensolfonato in 

interazione con la porfirina può senz’altro determinare una rigidità 

conformazionale in grado di limitare l’attività di condensazione protonica che nel 

PVS è invece senz’altro favorita dalle ridotte dimensioni delle singole catene. In 

questo caso, piccoli segmenti carichi possono interagire tra loro mediando le 

interazioni repulsive grazie alla mediazione di piccoli oligomeri di porfirina come 

descritto in precedenza.  

 

Figura 12. Spettri UV/Vis (a) e di emissione di fluorescenza (b) dei sistemi ZnTMpyP (linea 

nera) e ZnTMpyP / PSS (linea rossa). Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PSS] = 1 mM, 

pH = 2.5, T = 298 K, exc 581 nm. 
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Il comportamento della porfirina ZnTMpyP in presenza di PPA è invece del 

tutto simile a quanto riscontrato con il PVS. L’interazione con il polimero 

determina uno spostamento ipsocromico della banda di Soret (∆ = 5 nm) e 

batocromico delle bande Q (∆ = 4 e 5 nm) nonché un marcato quenching 

dell’emissione di fluorescenza della porfirina ZnTMpyP (Figura 13). Anche il 

PPA, per effetto del forte campo elettrostatico indotto dall’alta densità di carica 

dei residui fosfati, è dunque in grado di esercitare un effetto catalitico nel processo 

di solvolisi acida della porfirina ZnTMpyP. In Figura 13a è riportata la formazione 

sul polimero della specie diacida H2TMpyP2+ a pH 2.5, la quale è caratterizzata 

da un profilo di assorbimento simile a quello riscontrato sul PVS con la banda B 

posizionata a 449 nm e le bande Q rispettivamente a 593 nm e 644 nm. Il 

corrispondente profilo di emissione di fluorescenza presenta due picchi, uno di 

intensità maggiore a 665 nm e l’altro a 707 nm (Figura 13b). Una volta verificato 

che il PPA è in grado di svolgere un ruolo catalitico nella reazione di 

demetallazione della porfirina ZnTMpyP, si è quindi pensato di procedere ad una 

comparazione con il PVS unicamente per quanto riguarda la dipendenza delle 

costanti di velocità in funzione della temperatura. Le condizioni sperimentali 

scelte sono però condizionate dal fatto che il residuo carico sul PPA è suscettibile 

di protonazione a valori acidi ben più alti rispetto a quanto verificato su PVS. 

Prove preliminari hanno stabilito che a pH = 1.5 la porfirina viene estrusa dal 

polimero, una condizione che invece non si realizza alzando il pH a 2.5. Vista la 

similitudine delle caratteristiche spettroscopiche della porfirina ZnTMpyP su PVS 

e PPA, anche in questo caso è preferibile monitorare la formazione della specie 

diacida H2TMpyP2+ facendo riferimento alla regione delle bande Q e più 

specificamente alla lunghezza d’onda di 644 nm alla quale il metallo derivato non 

presenta alcun assorbimento. L’analisi cinetica dei dati è stata condotta, ancora 

una volta, per mezzo di una procedura di fitting non lineare dei dati di estinzione 

in funzione del tempo mediante l’Eq. 2 e i valori dei parametri cinetici calcolati 

sono riportati nella Tabella 9. 
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Figura 13. Spettri UV/Vis (a) e di emissione di fluorescenza (b) dei sistemi ZnTMpyP (linea 

nera), ZnTMpyP / PPA (linea rossa) e H2TMpyP2+ / PPA (linea blu). Condizioni sperimentali: 

[ZnTMpyP] = 5 μM, [PPA] = 1 mM, pH = 2.5, T = 298 K, exc 581 nm. 

Tabella 9. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 2 e relativi al processo di 

demetallazione acida della porfirina ZnTMpyP catalizzato da PPA (1 mM) al variare della 

temperatura. 

T / K kstretched / s-1 n 

298 (2.05 ± 0.01) ∙ 10−3 (8.56 ± 0.05) ∙ 10−1 

303 (3.28 ± 0.01) ∙ 10−3 (7.86 ± 0.03) ∙ 10−1 

309 (6.42 ± 0.04) ∙ 10−3 (7.76 ± 0.04) ∙ 10−1 

314 (9.41 ± 0.09) ∙ 10−3 (8.25 ± 0.07) ∙ 10−1 

318 (1.51 ± 0.02) ∙ 10−2 (8.45 ± 0.08) ∙ 10−1 

Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PPA] = 1 mM, pH = 2.5 

L’andamento dei dati di velocità in funzione della temperatura è in accordo 

con l’equazione di Eyring ed i parametri di attivazione del processo di 

demetallazione sono riportati nella didascalia della Figura 14. 
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Figura 14. Diagramma di Eyring delle costanti di velocità per il processo di demetallazione 

acida della porfirina ZnTMpyP indotta da PPA. Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, 

[PPA] = 1mM, pH = 2.5. Dall’analisi dei dati si ottiene ∆𝐻ǂ = (73 ± 1) 𝑘𝐽 ∙ 𝑚𝑜𝑙−1 e                                      

∆𝑆ǂ = (-52 ± 1) 𝐽 ∙ 𝐾−1. 

Come sopradetto, al fine di potere effettuare un confronto tra le attività catalitiche 

del PVS e del PPA nelle medesime condizioni sperimentali, sono stati condotti 

degli studi per verificare l’effetto della temperatura a pH 2.5 per il PVS. I valori 

dei parametri cinetici calcolati sono riportati nella Tabella 10 e l’andamento dei 

dati di velocità in funzione della temperatura ha permesso l’estrapolazione dei 

parametri di attivazione che sono riportati nella didascalia della Figura 15. 

Tabella 10. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 2 e relativi al processo di 

demetallazione acida della porfirina ZnTMpyP catalizzato da PVS (1mM) al variare della 

temperatura. 

T / K kstretched / s-1 n 

303 (7.73 ± 0.01) ∙ 10−4 1.19 ±  0.01 

309 (1.28 ± 0.01) ∙ 10−3 1.26 ±  0.01 

314 (1.85 ± 0.01) ∙ 10−3 1.22 ± 0.01 

318 (2.68 ± 0.01) ∙ 10−3 1.16 ± 0.01 

324 (4.42 ± 0.02) ∙ 10−3 1.32 ± 0.01 

Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PVS] = 1 mM, pH = 2.5 



Demetallazione acida della porfirina ZnTMpyP catalizzata da polielettroliti  

 

 

96 

 

Figura 15. Diagramma di Eyring delle costanti di velocità per il processo di demetallazione 

acida della porfirina ZnTMpyP indotta da PVS. Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, 

[PVS] = 1 mM, pH = 2.5. Dall’analisi dei dati si ottiene ∆𝐻ǂ = (65 ± 1) 𝑘𝐽 ∙ 𝑚𝑜𝑙−1 e                                    

∆𝑆ǂ = (-90 ± 1) 𝐽 ∙ 𝐾−1. 

Da un confronto dei dati di costanti di velocità si può evidenziare come, a parità 

di condizioni sperimentali, il processo di demetallazione acida sul PPA avviene 

più velocemente rispetto al PVS e con un valore associato di entropia di 

attivazione più piccolo ∆𝑆ǂ = (-52 ± 1) 𝐽 ∙ 𝐾−1 𝑣𝑠  (-90 ± 1) 𝐽 ∙ 𝐾−1. I due polimeri 

possiedono comunque delle strutture diverse e a parità di condizioni di pH 

di bulk gli stessi potrebbero determinare una concentrazione idrogenionica 

locale ben diversa in prossimità della porfirina cationica determinando tra 

l’altro, variazioni conformazionali a carico di una singola catena o anche 

promuovere l’associazione di più catene. In ogni caso, trattandosi di una catalisi 

su polimero è da escludere la possibilità di una reazione di tipo “anione assistita” 

come descritto da Hambright nelle condizioni di bulk29, ma piuttosto è più 

opportuno fare riferimento alla formazione di un complesso SAT (sitting-atop) 

mediato dal polimero. All’atto della dissociazione dello stato di transizione, a 

parte l’effetto del grado di solvatazione delle varie specie, un ruolo fondamentale 

ed in grado di giustificare la differenza in termini cinetici tra i due polimeri, 

potrebbe essere assolto dallo ione uscente Zn2+ che senz’altro, presenta una 

maggiore affinità per i residui fosfato. 
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2.2.6 - Meccanismo di reazione 

Le informazioni ottenute dagli studi precedentemente descritti hanno 

permesso l’elaborazione di un meccanismo di reazione. Il quale prevede 

innanzitutto l’equilibrio tra il PVS e la sua forma protonata (Eq. 8) con la relativa 

costante di equilibrio K1 (Eq. 9). Inoltre, è necessario considerare anche 

l’equilibrio tra il PVS e la metalloporfirina ZnTMpyP (Eq. 10) che per semplicità 

nel meccanismo chiameremo ZnP e la relativa costante di equilibrio (Eq. 11). 

𝑃𝑉𝑆 + 𝐻+

𝐾1

1

𝑃𝑉𝑆 ∙ 𝐻                                                                                          (𝐄𝐪. 𝟖) 

𝐾1 =
[𝑃𝑉𝑆 ∙ 𝐻]

[𝑃𝑉𝑆][𝐻+]
                                                                                                       (𝐄𝐪. 𝟗) 

𝑃𝑉𝑆 + 𝑍𝑛𝑃 

𝐾2

1

𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆                                                                                  (𝐄𝐪. 𝟏𝟎) 

𝐾2 =
[𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆]

[𝑃𝑉𝑆][𝑍𝑛𝑃]
                                                                                                  (𝐄𝐪. 𝟏𝟏) 

In seguito alla formazione dell’addotto 𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆, l’aggiunta di acido dà 

luogo al processo cinetico che porta al prodotto di reazione, ovvero alla 

formazione della specie diacida 𝐻2𝑇𝑀𝑝𝑦𝑃2+ legata al supporto polimerico, che 

per semplicità nella discussione seguente chiameremo 𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆.  

L’Eq. 12 descrive l’intero processo cinetico in esame nel quale è 

contemplata la formazione di un intermedio di reazione 𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆∗ il quale, per 

maggiore semplicità, verrà indicato in seguito come [I].  

Una volta formato, l’intermedio di reazione può riformare la specie 𝑍𝑛𝑃 ∙

𝑃𝑉𝑆 (secondo una 𝑘′
3) od evolvere, tramite l’addizione di un protone (secondo 

una 𝑘1) nella specie 𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆 ∙ 𝐻+ , la quale è da intendersi il labile complesso 
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sitting-atop che si converte molto rapidamente nella specie finale 𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆 in 

seguito all’addizione di un ulteriore protone. 

𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆

𝑘3

𝑘′
3

𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆∗
𝐻+

→
𝑘1

𝑍𝑛𝑃 ∙  𝑃𝑉𝑆 ∙ 𝐻+
𝐻+

→
𝑓𝑎𝑠𝑡

𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆                                     (𝐄𝐪. 𝟏𝟐) 

Considerando la variazione di concentrazione dell’intermedio di reazione 

nel tempo si ha:  

𝜕[𝐼]

𝜕𝑡
= −𝑘1[𝐻+][𝐼] −  𝑘′

3[𝐼] + 𝑘3[𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆]                                                            (𝐄𝐪. 𝟏𝟑) 

[𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆] può essere determinato dall’Eq.11 e quindi sostituito nell’Eq. 

13 per ottenere l’Eq. 14. 

𝜕[𝐼]

𝜕𝑡
= −[𝐼](𝑘1[𝐻+] + 𝑘′

3) +  𝐾2𝑘3[𝑍𝑛𝑃][𝑃𝑉𝑆]                                                        (𝐄𝐪. 𝟏𝟒) 

Supponendo di poter applicare l’approssimazione dello stato stazionario 

ovvero che è  
𝜕[𝐼]

𝜕𝑡
= 0 si avrà: 

𝐾2𝑘3[𝑍𝑛𝑃][𝑃𝑉𝑆] − [𝐼](𝑘1[𝐻+] + 𝑘′
3) = 0                                                                                   

da cui si ricava 

[𝐼] =  
𝐾2𝑘3[𝑍𝑛𝑃][𝑃𝑉𝑆]

𝑘1[𝐻+] + 𝑘′3
                                                                                                     (𝐄𝐪. 𝟏𝟓) 

L’espressione della velocità con la quale si forma il prodotto sarà data da:  

𝑣 =
𝜕[𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆]

𝜕𝑡
= 𝑘1[𝐼][𝐻+]                                                                                            (𝐄𝐪. 𝟏𝟔) 

Sostituendo l’Eq.15 nella Eq.16 si otterrà: 

𝑣 =
𝜕[𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆]

𝜕𝑡
= 𝑘1[𝐼][𝐻+] =

𝑘1𝑘3𝐾2[𝑃𝑉𝑆][𝐻+][𝑍𝑛𝑃]

𝑘1[𝐻+] + 𝑘′3
                                        (𝐄𝐪. 𝟏𝟕) 
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Considerando la concentrazione totale di porfirina ([𝑃]𝑇) otteniamo       

l’Eq. 18. 

[𝑃]𝑇 = [𝑍𝑛𝑃] + [𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆] + [𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆]                                                                     (𝐄𝐪. 𝟏𝟖) 

Ricavando [𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆] dall’Eq. 11, sostituendo nell’Eq. 18 e rielaborando 

l’espressione si ottiene l’Eq. 19: 

[𝑃]𝑇 = [𝑍𝑛𝑃]( 1 + 𝐾2[𝑃𝑉𝑆]) + [𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆]                                                                    (𝐄𝐪. 𝟏𝟗) 

Poiché la variazione della concentrazione totale di porfirina nel tempo non 

varia, si ha 
𝜕[𝑃]𝑇

𝜕𝑡
= 0. L’Eq. 19 può essere esplicitata rispetto ZnP per ottenere   

l’Eq. 20:  

−
𝜕[𝑍𝑛𝑃]

𝜕𝑡
=

𝜕[𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆]

𝜕𝑡
∙

1

 1 + 𝐾2[𝑃𝑉𝑆]
                                                                         (𝐄𝐪. 𝟐𝟎) 

La velocità del processo è determinata dalla diminuzione in concentrazione 

del metallo derivato ZnP, e sostituendo l’Eq. 17 nell’Eq. 20 si ottiene: 

𝑣 = −
𝜕[𝑍𝑛𝑃]

𝜕𝑡
=

𝑘1𝑘3𝐾2[𝑃𝑉𝑆][𝐻+][𝑍𝑛𝑃]

(𝑘1[𝐻+] + 𝑘′
3)(1 + 𝐾2[𝑃𝑉𝑆])

                                                        (𝐄𝐪. 𝟐𝟏) 

L’Eq. 21 mostra come la velocità del processo dipende anche dalla 

concentrazione del PVS, la quale varia nel tempo dovendo anche considerare gli 

equilibri descritti nelle Eq. 8 ed Eq. 10. La concentrazione totale del polimero è 

espressa da:  

[𝑃𝑉𝑆]𝑇 = [𝑃𝑉𝑆] + [𝑃𝑉𝑆 ∙ 𝐻+] + [𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆]                                                             (𝐄𝐪. 𝟐𝟐) 

Sostituendo [𝑃𝑉𝑆 ∙ 𝐻+] dall’Eq. 9 e [𝑍𝑛𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆] dall’Eq. 11 si ottiene l’Eq. 

23 che mostra come la concentrazione totale di PVS dipende anche dalle costanti 

𝐾1 e 𝐾2. 

[𝑃𝑉𝑆]𝑇 =  [𝑃𝑉𝑆](1 + 𝐾1[𝐻+] + 𝐾2[𝑍𝑛𝑃])                                                                  (𝐄𝐪. 𝟐𝟑) 

Esplicitando [𝑃𝑉𝑆] dall’Eq. 23, si ottiene l’Eq. 24: 
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[𝑃𝑉𝑆] =
[𝑃𝑉𝑆]𝑇

1 + 𝐾1[𝐻+] + 𝐾2[𝑍𝑛𝑃]
                                                                                    (𝐄𝐪. 𝟐𝟒) 

Quest’ultima può essere sostituita sia a numeratore che a denominatore 

nell’Eq. 21 così da ottenere l’Eq. 25 che permette di valutare tutti i parametri da 

cui dipende la velocità del processo, annoverando anche le specie che vedono 

coinvolto il polimero. 

𝑣 =
𝑘1𝑘3𝐾2

[𝑃𝑉𝑆]𝑇

1 + 𝐾1[𝐻+] + 𝐾2[𝑍𝑛𝑃]
[𝐻+][𝑍𝑛𝑃]

(𝑘1[𝐻+] + 𝑘′
3) (1 + 𝐾2

[𝑃𝑉𝑆]𝑇

1 + 𝐾1[𝐻+] + 𝐾2[𝑍𝑛𝑃]
)

                                             (𝐄𝐪. 𝟐𝟓) 

L’Eq. 25 determina un profilo a “campana” in funzione della 

concentrazione idrogenionica e la cui ampiezza dipende dalla concentrazione 

iniziale del polimero. Tuttavia, quando la concentrazione idrogenionica è talmente 

alta da causare anche la protonazione del PVS e la conseguente estrusione del 

cromoforo dal polimero, il processo di demetallazione avviene esclusivamente in 

bulk mediante un meccanismo di protonazione anione assistito riportato da 

Hambright (Eq. 1).29 Di conseguenza, l’Eq. 25 deve essere implementata da un 

termine additivo ricavabile dall’Eq. 1 così da ottenere l’Eq. 26. Poiché le 

condizioni di acidità in soluzione sono determinate dall’aggiunta di HCl, il valore 

della costante relativa al processo in bulk è nota in letteratura e risulta essere 𝑘𝑠 =

6.8 ∙ 10−2.29 Questo dato bibliografico è comunque stato ulteriormente verificato 

dal punto di vista sperimentale nel corso di questa tesi. 

𝑣 =
𝑘1𝑘3𝐾2

[𝑃𝑉𝑆]𝑇

1 + 𝐾1[𝐻+] + 𝐾2[𝑍𝑛𝑃]
[𝐻+][𝑍𝑛𝑃]

(𝑘1[𝐻+] + 𝑘′
3) (1 + 𝐾2

[𝑃𝑉𝑆]𝑇

1 + 𝐾1[𝐻+] + 𝐾2[𝑍𝑛𝑃]
)

+ 𝑘𝑠[𝑍𝑛𝑃][𝐻+]2[𝑋−]2       (𝐄𝐪. 𝟐𝟔) 

Poiché la concentrazione della metalloporfirina è dell’ordine della 

micromolarità, si può considerare l’approssimazione per cui (𝐾2[𝑍𝑛𝑃]) ≪ (1 +

𝐾1[𝐻+]) e tale da semplificare l’Eq. 26 nell’Eq. 27 che permette di esprimere la 

costante osservata: 
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𝑘𝑜𝑏𝑠 =
𝑘1𝑘3𝐾2

[𝑃𝑉𝑆]𝑇

1 + 𝐾1[𝐻+]
[𝐻+]

(𝑘1[𝐻+] + 𝑘′
3) (1 + 𝐾2

[𝑃𝑉𝑆]𝑇

1 + 𝐾1[𝐻+]
)

+ 𝑘𝑠[𝐻+]2[𝑋−]2                              (𝐄𝐪. 𝟐𝟕) 

Al fine di verificare la validità del meccanismo proposto sono state condotte 

delle misure di demetallazione acida impiegando le due concentrazioni di PVS 

precedentemente descritte (1 mM e 6 mM) ed utilizzando una concentrazione di 

acido cloridrico pari a 0.32 e 0.5 M. La Tabella 11 mostra i valori delle costanti 

ottenute per mezzo di una procedura di fitting non lineare e facendo riferimento 

all’Eq. 2 di tipo “stretched”. Dai dati ottenuti si evince come a valore di pH più 

acido, nel caso della più alta concentrazione di polimero, il processo di 

demetallazione rallenta significativamente. 

Tabella 11. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 2 e relativi al processo di 

demetallazione acida della porfirina ZnTMpyP catalizzato da PVS a diversa concentrazione 

idrogenionica. 

[H+] / M PVS 1 mM  

kstretched / s-1 

PVS 6 mM  

kstretched / s-1 

0.32 (4.52 ± 0.01) ∙ 10−3 (1.25 ± 0.01) ∙ 10−2 

0.50 (1.53 ± 0.01) ∙ 10−2 (6.12 ± 0.01) ∙ 10−3 

Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, [PVS] = 1 mM / 6 mM, [HCl] = 0.32 / 0.5 M, 

T = 303 K. 

In Figura 16 è riportato il confronto tra i valori sperimentali delle costanti 

di velocità in funzione della concentrazione protonica utilizzando le due 

concentrazioni di PVS precedentemente descritte e il risultato della simulazione 

ottenuta impiegando l’Eq. 27. Dal grafico è evidente che la simulazione della 

curva ottenuta alla più bassa concentrazione di polimero (1 mM) è in linea con i 

dati sperimentali. Più specificatamente, la curva prevede all’aumentare della 

concentrazione idrogenionica un iniziale profilo a campana che si modifica non 

appena vengono realizzate le condizioni di acidità per cui il processo di 

demetallazione in bulk diventa significativo (> 0.3 M). A valori di acidità 

maggiori la curva simulata, ovviamente, tende a seguire il medesimo andamento 
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della demetallazione in bulk previsto da Hambright. Per la concentrazione più 

elevata di polimero (6 mM) i dati sperimentali, come da modello proposto, 

mostrano un iniziale andamento a campana più ampia rispetto al caso precedente. 

Sfortunatamente, la simulazione non ha portato a dei risultati ottimali motivo per 

cui non è stata riportata. Probabilmente la motivazione potrebbe essere ricondotta 

alla mancanza di punti sperimentali immediatamente oltre la concentrazione pari 

a 0.5 M in linea con un’ampiezza maggiore del profilo della campana. In ogni 

caso, tutte le evidenze sperimentali riportate in Figura 17 sono in accordo con la 

formazione dell’unica specie finale 𝑃 ∙ 𝑃𝑉𝑆. Alla luce di quanto esposto, si rende 

comunque necessaria un’implementazione dei dati sperimentali per una 

correlazione ottimale della simulazione di un meccanismo così complesso. 

 

Figura 16. Andamento della costante di velocità sperimentale kstretched in funzione della 

concentrazione idrogenionica impiegando diverse concentrazioni di PVS: 1 mM (simboli rossi) e    

6 mM (simboli blu). Le linee rappresentano le simulazioni effettuate dell’Eq. 1 proposta da 

Hambright20 (linea verde) e dell’Eq. 27 (linea rossa). Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 μM, 

[PVS] = 1 / 6 mM, T = 303 K. 
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Figura 17. Spettri UV/Vis con inset delle tracce cinetiche a 642 (a) e spettri di emissione di 

fluorescenza (b) relativi al sistema H2TMpyP2+/PVS realizzando PVS 1 mM (linea rossa) e 6 mM 

(linea blu). Condizioni sperimentali: [ZnTMpyP] = 5 M, [PVS] = 1 mM / 6 mM, [HCl] = 0.5 M, 

T = 303 K, exc 581 nm. 
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2.3 - Conclusioni  

In questo capitolo viene riportata un’indagine spettroscopica e cinetica del 

processo di demetallazione della porfirina Zn(II) meso-tetrakis(N-metilpiridinio-

4-il) (ZnTMpyP) in condizioni inusuali di pH per mezzo dell’azione catalitica 

esercitata da polielettroliti.  Una particolare attenzione è stata rivolta al 

polivinilsolfonato (PVS), un polianione ad alta densità di carica il quale, in 

funzione della sua concentrazione, è stato dimostrato interagire con la porfirina 

ZnTMpyP formando tre diverse specie di cui soltanto una ha evidenziato attività 

catalitica nei confronti del processo di demetallazione ed a valori di pH (1 - 3.4) 

ben superiori a quello necessario in bulk (pH < 0.75). Una dettagliata indagine 

cinetica è stata condotta al variare sia della concentrazione di polimero che del 

pH, determinando, in tal modo, le condizioni più appropriate per il processo 

catalitico di solvolisi acida. Inoltre, un dettagliato studio cinetico mirato a valutare 

l’effetto della temperatura ha evidenziato come i dati di velocità rispettano 

pienamente l’equazione di Eyring potendo così determinare i parametri 

d’attivazione relativi al processo di demetallazione. Tutte le evidenze sperimentali 

hanno permesso l’elaborazione di un complesso meccanismo di reazione la cui 

validità è stata sostanziata da ulteriori sperimentazioni nonché da simulazioni 

numeriche.     
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2.4 - Sezione sperimentale 

Materiali e preparazione dei campioni 

La porfirina meso-tetrakis(N-metilpiridinio-4-il) (TMpyP) è stata acquista 

dalla Mid-Century Chemicals come cloruro ed è stata impiegata come ricevuta, 

senza ulteriori purificazioni. Il derivato di zinco(II) (ZnTMPyP) è stato preparato 

per reazione di metallazione dalla corrispondente base libera impiegando cloruro 

di zinco(II) ACS reagent grade e seguendo una metodica riportata in letteratura.2 

Soluzioni stock di porfirina sono state preparate sciogliendo i rispettivi solidi in 

acqua purificata millipore e sono state conservate al riparo dalla luce ed utilizzate 

entro una settimana dalla loro preparazione.  Le concentrazioni delle soluzioni 

sono state determinate per conoscenza del coefficiente di assorbitività molare alla 

lunghezza d’onda della banda B (TMpyP30: 𝜀422 = 2.34 ∙ 105 𝑀−1𝑐𝑚−1; 

ZnTMpyP23: 𝜀437 = 2.04 ∙ 105 𝑀−1𝑐𝑚−1). Il polivinilsolfonato di sodio (PVS) e 

il polistirensolfonato di sodio (PSS) sono stato acquistati dalla ditta Sigma-

Aldrich Corporation. Per quanto concerne il PVS, la massa molecolare media è 

circa 5000 g/mol per cui, tenendo in conto della massa di ogni residuo (130.1 

g/mol), è possibile stimare una media di 38 residui per catena, la quale possiede 

una lunghezza di circa 10 nm. Il PSS possiede una massa molecolare media di 

circa 70000 g/mol, una massa del monomero di 206,2 g/mol il che implica una 

media di 340 residui per catena. Il polifosfato di sodio 96% (PPA) è stato 

acquistato dalla ditta Acros Organics possiede forma lineare con una massa 

molecolare media di circa 1770 g/mol, una massa del monomero (102 g/mol) ed 

una media di 17 residui per catena. La concentrazione delle soluzioni dei vari 

polimeri è espressa come moli di unità di monomero per litro. Tutte le condizioni 

di pH citate sono state ottenute per mezzo dell’aggiunta di acido cloridrico di 

appropriata concentrazione. In generale, tutte le soluzioni impiegate in questo 
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studio sono state preparate impiegando acqua in fiale per preparazioni iniettabili 

acquistate dalla Galenica Senese. Tutti gli altri reagenti sono stati acquistati presso 

la Sigma-Aldrich Corporation ed impiegati senza ulteriore purificazione. 

Misure spettroscopiche 

Gli spettri di assorbimento UV/Vis sono stati eseguiti su uno 

spettrofotometro Agilent mod. 8453 a matrice di diodi utilizzando cuvette di 

quarzo con cammino ottico da 1 cm. Un filtro UV (Hoya UV-34, cut-off: 340 nm) 

è stato impiegato in tutte le misure al fine di tagliare la componente ultravioletta 

della sorgente luminosa così da prevenire fenomeni di fotodegradazione delle 

porfirine. Gli esperimenti cinetici sono stati effettuati con l’ausilio del 

portacampione termostato dello strumento e lasciando equilibrare la temperatura 

(con accuratezza di ± 0.1 K) per almeno 20 minuti prima di procedere all’avvio di 

ogni run cinetico. 

Gli spettri di emissione di fluorescenza e di resonance light scattering 

(RLS) sono stati effettuati per mezzo di uno spettrofluorimetro Jasco FP-750 

equipaggiato con un fotomoltiplicatore Hamamatsu R928 e dotato di una lampada 

Xenon da 150 W. Gli esperimenti RLS sono stati eseguiti adottando un assetto di 

rilevamento ad angolo retto.31 Gli spettri di emissione di fluorescenza e RLS non 

sono stati corretti per l’assorbimento dei campioni. 

Le misure di pH sono state eseguite utilizzando un phmetro Metrohm 744 

pH meter utilizzando un elettrodo a vetro combinato con un microelettrodo.  
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3.1 - Introduzione  

Il processo di “self-assembling molecolare” ha suscitato un crescente impegno 

ed interesse a livello internazionale per la sua importanza centrale in biologia e per il 

suo ruolo nella comprensione dell'origine molecolare di un'ampia gamma di 

malattie.1-3 Il fenomeno, per definizione, è un’organizzazione spontanea di molecole 

che avviene in condizioni di equilibrio quasi termodinamico e che conduce alla 

formazione di architetture supramolecolari di diverse dimensioni e forme attraverso 

l’instaurarsi di legami deboli non covalenti. Più specificatamente, tra quest’ultimi si 

annoverano le interazioni elettrostatiche, le interazioni idrofobiche e idrofile, i legami 

idrogeno mediati dall'acqua, le interazioni di -stacking e di van der Waals.  Sebbene 

ognuna di queste interazioni sia piuttosto debole, le interazioni collettive di queste 

forze possono però dar luogo ad organizzazioni gerarchiche sia strutturalmente che 

chimicamente stabili sebbene dinamicamente più flessibili. Dunque, il self-

assembling molecolare costituisce un fenomeno di estrema importanza che gli 

scienziati hanno preso in prestito dalla natura per progettare e realizzare una vasta 

gamma di nuove architetture supramolecolari. Un’opportuna scelta dei componenti 

molecolari può quindi aprire la strada alla progettazione e alla sintesi di materiali in 

grado di esibire specifiche proprietà e funzioni.4,5 In questo contesto, le porfirine 

costituiscono degli ottimi elementi costitutivi molecolari, in quanto, a seconda delle 

loro proprietà elettroniche e steriche, possono auto-assemblarsi spontaneamente 

formando strutture supramolecolari complesse aventi nuove caratteristiche di 

particolare interesse per numerosi settori come la nanomedicina,6 l’optoelettronica7 e 

la fotocatalisi.8 Le porfirine idrosolubili ed in particolare quelle dotate di una carica 

netta, offrono la possibilità di controllare il processo di self-assembling attraverso 

semplici variazioni del mezzo quali l’aumento di forza ionica e/o del pH le quali 

contribuiscono a schermare le repulsioni di carica esaltando le interazioni idrofobiche 

e solvofobiche in genere. 
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In letteratura sono presenti numerosi studi di aggregazione di porfirine sia 

cationiche, come la trans-bis(N-metilpiridinio-4-il)difenilporfirina  (t-H2Pagg), che 

anioniche, come la porfirina meso-tetrakis(4-solfonatofenil)porfirina (TPPS4). 

(Figura 1). 

 

Figura 1. Struttura molecolare della porfirina cationica t-H2Pagg (a) e della porfirina anionica 

TPPS4 (b). 

La porfirina t-H2Pagg evidenzia una grande tendenza all’auto-aggregazione e 

nel tempo sono stati riportati diversi esempi di formazione di strutture 

supramolecolari aggregate sulla superficie del DNA,9 di polinucleotidi sintetici10 e 

semplici polipeptidi.11 Studi più dettagliati sul processo di auto-aggregazione di 

questa porfirina hanno evidenziato la formazione di aggregati mesoscopici di natura 

frattalica la cui struttura è strettamente correlata alle cinetiche di crescita di queste 

specie.12-17 Più specificatamente, al variare della forza ionica così come anche della 

temperatura e della concentrazione di porfirina, si determina un cambiamento del 

potenziale DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) che comporta differenti 

regimi di crescita per gli aggregati. Quest’ultimi presentano delle strutture piuttosto 

porose e sono caratterizzati dall’avere dimensioni che vanno dalla scala nanometrica 

(> 100 nm) a quella micrometrica (1 - 2 M). Queste caratteristiche strutturali fanno 
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sì che il forte accoppiamento elettronico esistente tra cromofori attigui sia in grado di 

determinare la formazione di intensi segnali di luce diffusa risonante,18 una proprietà 

intrinseca di queste specie che ne permette la loro individuazione in modo semplice 

ed efficace con tecniche convenzionali. 

Negli ultimi anni la porfirina tetranionica TPPS4 ha attratto l’attenzione di vari 

ricercatori, in quanto a pH acido (< 1) e/o in condizioni di elevata forza ionica, essa 

è in grado di dare luogo alla formazione di aggregati di tipo J.15,19-22 In soluzione 

acquosa, la base libera è una specie tetra-anionica per la presenza di quattro gruppi 

benzensolfonato nelle posizioni meso dell’anello porfirinico. In condizioni neutre di 

pH ed in funzione della concentrazione della forza ionica si instaura un equilibrio tra 

la forma monomerica e il dimero.23,24 In ambiente blandamente acido (pKa ~ 4.9) gli 

atomi di azoto pirrolici del macrociclo subiscono protonazione con la conseguente 

formazione della specie diprotonata H2TPPS4
2- la quale di fatto, a valore più acidi, 

esiste anche come zwitterione (H4TPPS4)
 a causa della protonazione di due dei 

quattro gruppi benzensolfonato (Schema 1).25,26 

 

Schema 2. Ripartizione e relative posizioni dell’assorbimento della banda B per le diverse 

specie formate dalla porfirina TPPS4 a diversa condizione di pH. 

Entrambe le forme diprotonate sono in grado di auto-assemblarsi in aggregati 

J a seconda della forza ionica totale e del pH delle soluzioni acquose. La tendenza 

all’auto-aggregazione è dovuta sia all’aumento della forza ionica che è in grado di 

schermare le cariche elettrostatiche, sia all’instaurarsi di interazioni idrofobiche tra 

gli anelli porfirinici. La formazione di questi aggregati è quindi favorita 

dall’instaurarsi di interazioni di natura elettrostatica tra il residuo anionico 

dibenzensolfonato di una porfirina ed il core cationico di un’altra adiacente. In 
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letteratura è presente un ampio dibattito riguardo alla natura intrinseca dell’aggregato 

J, sebbene l’idea più accettata, verte su strutture di tipo rod-like. In letteratura è stata 

anche dimostrata la possibilità di ottenere un crossover di tipo strutturale agendo sul 

potenziale di interazione intermolecolare.27 Nel dettaglio, a bassa concentrazione di 

cromoforo ed alta forza ionica l’azione di schermo determina la formazione di 

strutture di tipo frattalico laddove, a bassa forza ionica ed alta concentrazione di 

cromoforo, l’aggregazione conduce invece alla formazione di strutture rod-like. 

L’apparente discrasia non deve comunque sorprendere, in quanto sia la struttura che 

la dimensione degli aggregati sono strettamente correlati al variare dei parametri del 

mezzo (concentrazione, forza ionica pH e temperatura) nonché al protocollo di 

mescolamento. A tal riguardo, anche la cinetica rappresenta un fattore discriminante 

nella determinazione delle strutture finali, soprattutto quando quest’ultime sono il 

risultato di una delicata interazione di fattori come le interazioni elettrostatiche e 

idrofobiche.27 In soluzione acquosa è però il legame a idrogeno che assume un ruolo 

determinante nella stabilizzazione delle strutture aggregate finali.28 È noto anche 

come gli ioni in soluzione esercitano un notevole impatto sul network di legami a 

idrogeno del solvente, potendosi comportare come ioni caotropici (water-structure 

breakers) o ioni cosmotropici (water-structure makers). 29 Le loro diverse attitudini 

sono alla base della serie empirica di Hofmeister che è stata utilizzata per spiegare la 

precipitazione delle proteine e altre proprietà dei sistemi colloidali.30  

Sulla scorta di quanto detto, in questo capitolo ci siamo prefissi di indagare 

dettagliatamente dal punto di vista cinetico sia la formazione degli aggregati frattalici 

della porfirina t-H2Pagg che degli aggregati di tipo J della TPPS4 al variare della natura 

del contro-ione del sale impiegato per indurre l’aggregazione. Dai risultati ottenuti 

emerge, nel caso di entrambi i processi di aggregazione, l’esistenza di un SIE 

(Specific Ion Effect) che in alcuni casi è anche correlabile alla serie di Hofmeister. 
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3.2 - Risultati e discussioni 

3.2.1 - Caratterizzazione spettroscopica della 

porfirina dicationica t-H2Pagg 

Dal punto di vista spettroscopico la porfirina t-H2Pagg è caratterizzata da una 

banda di Soret centrata a 419 nm e quattro bande Q posizionate rispettivamente a 

519, 559, 581 e 641 nm (Figura 2a). Gli spettri di emissione di fluorescenza sono stati 

registrati eccitando a 519 nm e sono caratterizzati da un tipico profilo a doppia banda 

con i massimi centrati a 667 e 716 nm (Figura 2b). In condizioni di forza ionica zero 

anche gli spettri di luce diffusa risonante escludono la formazione di aggregati in 

soluzione, risultando di bassa intensità e di fatto, comparabile al solvente. Il profilo 

dello spettro RLS (Figura 2c) è caratterizzato da un minimo a 419 nm determinato 

dalla perdita di luce dovuto al forte assorbimento del campione. In seguito 

all’aumento della forza ionica ([NaCl] = 0.1 M) della soluzione la porfirina è soggetta 

ad un processo di auto-aggregazione che nel tempo conduce alla diminuzione 

dell’intensità dell’assorbimento relativo al monomero (419 nm) e alla contemporanea 

formazione di una nuova specie attribuita all’aggregato e caratterizzata da un 

considerevole spostamento batocromico (450 nm). A riprova della formazione di 

specie aggregate, gli spettri di emissione di fluorescenza sono caratterizzati da un 

notevole quenching (Figura 2b) mentre lo spettro RLS evidenzia un intenso segnale 

posizionato intorno a 467 nm (Figura 2c). Le evidenze sperimentali sono in perfetto 

accordo con quanto già riportato in letteratura, ovvero con la formazione di grandi 

clusters monodispersi caratterizzati da una struttura frattalica e determinata da un 

regime di crescita di tipo DLA.15 
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Figura 2. Spettri UV/Vis (a), di emissione di fluorescenza (b) e di RLS (c), della porfirina             

t-H2Pagg in acqua (linea nera) ed alla fine del processo di aggregazione indotto da NaCl (linea rossa). 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaCl] = 0.1 M, T = 298 K, exc 519 nm. 

In Figura 3a è riportato l’andamento della variazione spettrale relativo al 

processo di formazione dei clusters porfirinici da cui si evince la formazione di un 

punto isosbestico centrato a 434 nm. In Figura 3b sono riportate le tracce cinetiche 

relative sia alla scomparsa del monomero (419 nm) che alla formazione 

dell’aggregato (450 nm). L’analisi cinetica dei dati può essere condotta 

indifferentemente utilizzando qualsivoglia delle due lunghezze d’onda e per mezzo 

di una procedura di fitting non lineare facendo riferimento all’Eq. 1 proposta da 

Pasternack come modello cinetico per l’aggregazione di porfirine sul DNA.31 
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Figura 3. Variazione spettrale UV/Vis registrata nel tempo all’aggiunta di NaCl ad una 

soluzione di t-H2Pagg (a) e corrispondenti profili cinetici seguiti a  = 419 nm (nero) e  = 450 nm (rosso) 

(b). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaCl] = 0.1 M, T = 298 K. 

Il modello è stato derivato ipotizzando che il “rate determining step” sia 

costituito dalla formazione di un piccolo oligomero avente un nucleo critico ed in 

grado di catalizzare la formazione di strutture più complesse. Questo meccanismo 

può essere considerato come una sorta di catalisi mediata dalla superficie 

dell’aggregato in crescita e la cui velocità dipende proprio dall’estensione della 

superficie. Tuttavia, quest’ultima, altro non rappresenta che la dimensione 

dell’oligomero che varia nel tempo, per cui ne consegue che anche le costanti di 

velocità del processo risultano essere dipendenti dal tempo. Nella forma integrata 

l’equazione vede la presenza di ben sei parametri di cui quattro sono quelli di 

interesse cinetico e che devono essere computati: E0 ed Einf rappresentano 

rispettivamente i valori dell’estinzione all’inizio e al termine del processo di 

aggregazione; k0 è la costante specifica di velocità per il processo non-catalizzato; 

kc è la costante specifica di velocità per il processo catalizzato; n un parametro 

che rappresenta la dipendenza della crescita dell’aggregato come funzione di 

potenza del tempo e che è correlato al numero di clusters che prendono parte alla 

fase autocatalitica; m rappresenta la dimensione del nucleo critico, la cui 

formazione rappresenta lo stadio determinante la cinetica del processo 

aggregativo. 

𝐸 = 𝐸∞ + (𝐸0 − 𝐸∞)(1 + (𝑚 − 1)(𝑘0𝑡 + (𝑛 + 1)
−1(𝑘𝑐𝑡)

𝑛+1))−
1

𝑚−1                           (𝐄𝐪. 𝟏) 
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3.2.2 - Effetto dei cationi sul processo di aggregazione 

della porfirina t-H2Pagg 

Uno studio cinetico dettagliato è stato condotto sul processo di aggregazione 

della porfirina t-H2Pagg al fine di valutare se l’identità del catione del sale aggiunto 

per indurre l’aggregazione potesse avere un qualche effetto sulla velocità del 

processo. A tale fine, per aumentare la forza ionica, sono stati impiegati diversi 

cloruri del primo e del secondo gruppo adottando un rigoroso protocollo di 

mescolamento dei reagenti che prevede l’aggiunta del sale come ultimo reattivo ad 

una soluzione acquosa diluita di t-H2Pagg. I risultati sperimentali evidenziano come al 

variare del tipo di sale aggiunto non è possibile osservare alcuna variazione in termini 

di posizione delle bande di assorbimento né del monomero residuo né dell’aggregato 

risultante, un’osservazione che sostanzia l’ipotesi della formazione in soluzione della 

stessa tipologia di aggregato (Figura 4a). Differenze sono invece riscontrabili in 

termini di rapporto relativo dell’intensità di assorbimento tra monomero ed aggregato 

(Tabella 1), di intensità del segnale RLS delle soluzioni finali (Figura 4b), nonché di 

velocità globale del processo di aggregazione i cui profili cinetici sono riportati 

nell’inset della Figura 4a. Inoltre, mediante misure di diffusione dinamica della luce 

(DLS – Dynamic Light Scattering) sono stati misurati i diametri idrodinamici (DH) 

dei clusters porfirinici ottenendo, per tutti i cationi in esame, valori superiori a 1 m. 
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Figura 4. (a) Spettri UV/Vis finali relativi al processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg 

(linea nera) indotto da differenti sali cloruro. Nell’inset sono riportati i corrispondenti profili cinetici 

registrati a  = 450 nm. (b) Corrispondenti spettri RLS. LiCl (linea rossa), NaCl (linea blu), KCl (linea 

verde), CsCl (linea viola), MgCl2 (linea arancione), CaCl2 (linea azzurra), SrCl2 (linea marrone), BaCl2 

(linea magenta). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [Mn+] = 0.1 M, T = 298 K. 

Tabella 1. Valori di estinzione della banda del monomero (419 nm) e dell’aggregato (450 nm), 

relativo rapporto di intensità delle bande (419 nm / 450 nm) ed intensità del segnale RLS per il processo 

di aggregazione della porfirina t-H2Pagg indotto da differenti sali cloruro. 

Mn+ Ext. 419 nm Ext. 450 nm 419 nm / 450 nm (IRLS)corr 

Li+ 0.55 0.38 1.45 204.74 

Na+ 0.51 0.43 1.19 169.55 

K+ 0.54 0.33 1.64 158.96 

Cs+ 0.59 0.30 1.97 163.89 

Mg2+ 0.30 0.39 0.77 381.02 

Ca2+ 0.33 0.36 0.92 353.56 

Sr2+ 0.36 0.36 1.00 266.07 

Ba2+ 0.32 0.35 0.91 330.12 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [Mn+Cln] = 0.1 M, T = 298 K. L’intensità degli 

spettri RLS è stata corretta per l’assorbimento mediante l’Eq. 2.32 

(𝐼𝑅𝐿𝑆)𝑐𝑜𝑟𝑟 = 𝐼𝑅𝐿𝑆 ∙ 10
−𝐸𝑥𝑡                                                                                                            (𝐄𝐪. 𝟐) 

Come si evince dalla Figura 4a tutte le cinetiche presentano un andamento di 

tipo sigmoidale con un periodo di induzione iniziale. L’analisi cinetica dei dati è stata 

condotta per mezzo di una procedura di fitting non lineare dei dati di estinzione in 
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funzione del tempo mediante l’Eq.1 e i valori dei parametri cinetici calcolati sono 

riportati nella Tabella 2. 

Tabella 2. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 1 e relativi al processo di aggregazione 

della porfirina t-H2Pagg indotto da differenti sali cloruro. 

Mn+ k0 / s-1 kc / s-1 m n 

Li+ (1.05 ± 0.07) ∙ 10−3 (1.20 ± 0.01) ∙ 10−2 4.87 ± 0.10 5.17 ± 0.13 

Na+ (1.41 ± 0.07) ∙ 10−3 (9.54 ± 0.03) ∙ 10−3 5.72 ± 0.12 5.27 ± 0.13 

K+ (2.88 ± 0.08) ∙ 10−4 (3.20 ± 0.01) ∙ 10−3 3.85 ± 0.01 5.42 ± 0.06 

Cs+ (1.62 ± 0.01) ∙ 10−4 (2.04 ± 0.01) ∙ 10−3 6.04 ± 0.15 8.00 ± 0.22 

Mg2+ (2.41 ± 0.67) ∙ 10−3 (4.74 ± 0.02) ∙ 10−2 2.66 ± 0.06 1.71 ± 0.07 

Ca2+ (5.36 ± 0.52) ∙ 10−3 (4.03 ± 0.02) ∙ 10−2 2.57 ± 0.05 1.82 ± 0.07 

Sr2+ (4.14 ± 0.35) ∙ 10−3 (3.94 ± 0.04) ∙ 10−2 2.64 ± 0.07 1.79 ± 0.07 

Ba2+ (1.03 ± 0.27) ∙ 10−3 (3.63 ± 0.07) ∙ 10−2 2.58 ± 0.03 165 ± 0.04 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [Mn+Cln] = 0.1 M, T = 298 K,  = 450 nm. 

Come accennato in fase di introduzione del capitolo, gli ioni sono in grado di 

influenzare la struttura dell'acqua influenzando il numero medio di legami idrogeno. 

In quest’ottica le costanti di velocità del processo catalizzato (kc) sono state correlate 

con alcuni parametri termodinamici riportati in letteratura da Marcus quali la 

variazione di entropia strutturale ∆𝑠𝑡𝑟𝑆 e la variazione di energia libera di Gibbs per 

la formazione di legami idrogeno ∆𝐺𝐻𝐵 che si ottiene tramite l’Eq. 3 riportata da 

Marcus33 (Tabella 3). Il risultato principale di questa correlazione è l’ottenimento di 

due distinti andamenti lineari per i monocationi e i dicationi. È possibile osservare 

come i cationi definiti “structure-making” (es. Mg2+ e Li+) sono i più efficienti nel 

promuovere la formazione degli aggregati, mentre quelli definiti “structure-

breaking” (es. Ba2+ e Cs+) rallentano il processo di aggregazione (Figura ).   

∆𝐺𝐻𝐵 = −(0.14 ± 0.006) − (8.16 ± 1.01) ∙ 10
−3(∆𝑠𝑡𝑟𝑆/𝐽 ∙ 𝐾

−1 ∙ 𝑚𝑜𝑙−1)                  (𝐄𝐪. 𝟑) 
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Tabella 3. Parametri caratteristici riportati in letteratura da Marcus per i cationi impiegati.
29,33

  

Mn+ ∆𝒔𝒕𝒓𝑺/𝑱 ∙ 𝑲
−𝟏𝒎𝒐𝒍−𝟏[a] ∆𝑯𝑩𝑮𝒄𝒂𝒍𝒄/𝒌𝑱𝒎𝒐𝒍

−𝟏[a] 𝑩/𝒅𝒎𝟑𝒎𝒐𝒍−𝟏[b] ∆𝒉𝒚𝒅𝑮/𝒌𝑱𝒎𝒐𝒍
−𝟏[c] 

Li+ -52 0.28 0.146 -475 

Na+ -14 -0.03 0.085 -365 

K+ 47 -0.52 -0.009 -295 

Cs+ 68 -0.70 -0.047 -250 

Mg2+ -113 0.78 0.385 -1830 

Ca2+ -59 0.34 0.284 -1505 

Sr2+ -53 0.29 0.261 -1380 

Ba2+ -18 0.01 0.216 -1250 

Ref. [a];33 Ref. [b];34 Ref. [c]35. 

 

Figura 5. Correlazione tra le costanti di velocità del processo di aggregazione (kc) ed i parametri 

∆𝑠𝑡𝑟𝑆 (a) e ∆𝐺𝐻𝐵 (b) per i cationi del primo gruppo (linea nera) e per i cationi del secondo gruppo (linea 

rossa). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [Mn+Cln] = 0.1 M, T = 298 K. Fitting lineare:              

R2 = 0.991 (a - linea nera), R2 = 0.988 (a - linea rossa), R2 = 0.991 (b - linea nera), R2 = 0.988 (b - linea 

rossa). 

Con l’obiettivo di volere trovare un’unica correlazione tra i dati cinetici relativi 

ai cationi in esame e la serie di Hofmeister, le costanti di velocità del processo di 

aggregazione sono state correlate al coefficiente di viscosità B di Jones-Dole il quale 

dipende dall’idratazione degli elettroliti. Tale parametro, come già riportato nel 

Capitolo 1, offre una misura quantitativa dell’effetto ionico specifico (SIE) ed inoltre, 

esso è in relazione con il parametro ∆𝑠𝑡𝑟𝑆 attraverso una funzione che tiene in 

considerazione anche il parametro della carica degli ioni (Eq. 4).34  



Effetto dello ione specifico sul processo di aggregazione di porfirine  

 

124 

𝐵

𝑑𝑚3𝑚𝑜𝑙−1
= 0.033(𝑧2 + |𝑧|) − 0.00165(∆𝑆𝑠𝑡𝑟/𝐽 ∙ 𝐾

−1𝑚𝑜𝑙−1)                                    (𝐄𝐪. 𝟒) 

La Figura  mostra il risultato di questa correlazione evidenziando un unico 

andamento lineare che include tutti i cationi studiati indipendentemente dalla loro 

carica. La serie di Hofmeister coinvolge gli effetti specifici degli ioni in soluzione ed 

è stata originariamente correlata alla solubilità delle proteine classificando gli anioni 

e i cationi in base al loro crescente potere di stabilizzazione delle soluzioni proteiche. 

La sequenza dei cationi riportata in Figura 7 descrive tale comportamento: a bassa 

concentrazione di sale in soluzioni contenenti gli ioni che compaiono a destra, la 

tendenza è a stabilizzare la struttura nativa ripiegata di una proteina e a diminuirne la 

solubilità. Per contro, gli ioni a sinistra tendono a facilitare la denaturazione della 

proteina e ad aumentarne la solubilità e quindi la stabilità anche ad alte concentrazioni 

di sale.36-41Da un’attenta analisi della figura 6 si evince come gli ioni a maggiore 

carattere cosmotropico siano quelli in grado di promuovere più velocemente il 

processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg. 

 

Figura 6. Correlazione tra le costanti di velocità del processo di aggregazione (kc) ed il 

coefficiente B di Jones-Dole.34 Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [Mn+Cln] = 0.1 M,                      

T = 298 K. Fitting lineare: R2 = 0.921. 
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Figura 7. Rappresentazione dell’andamento della serie di Hofmeister dei cationi in acqua. 

Da una comparazione dei risultati ottenuti con l’andamento della serie di 

Hofmeister per i cationi si evince quindi un andamento di tipo indiretto o “inverso” e 

questo è riconducibile al fatto che il processo di stabilizzazione in soluzione non 

riguarda una proteina carica negativamente, ma piuttosto dei cromofori cationici 

dall’elevato carattere idrofobico. Infatti, nella serie di Hofmeister il catione Mg2+ ha 

certamente il maggiore carattere cosmotropico, esso risulta quindi fortemente idratato 

ed è in grado di ordinare la struttura dell’acqua appartenente al “guscio” che ricopre 

le regioni idrofobiche dei cromofori facilitandone l’aggregazione e pertanto 

determinandone la loro precipitazione (fenomeno del salting-out). Ioni caotropici 

come il Cs+ sono invece in grado di agire in modo opposto stabilizzando l’interazione 

tra acqua e cromoforo e determinando il fenomeno del salting-in. 

Un ulteriore spiegazione di tale andamento sperimentale è data dalla “Legge 

di corrispondenza dell’affinità dell’acqua” (LMWA) proposta da Collins nel 1997.42 

Egli  propose un insieme di regole fenomenologiche in grado di classificare l’entità 

e quindi l'ordine delle interazioni ione-ione e ione-sito di superficie a livello 

qualitativo. Collins tenta dunque di spiegare il SIE supponendo che in soluzione, ioni 

di carica opposta (così come gruppi carichi) che hanno un'affinità simile per l'acqua 

perdono spontaneamente parte dei loro gusci di idratazione per associarsi e formare 

una coppia di ioni a stretto contatto. Come fondamento termodinamico della sua 
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legge empirica, egli si basa sui diagrammi del vulcano di Morris43 concludendo che 

l’associazione di specie è preferenziale se esse possiedono entalpie assolute di 

idratazione simili (Figura 8).  La porfirina t-H2Pagg è una specie dicationica per cui 

l’effetto del catione del sale aggiunto per indurne l’aggregazione presumibilmente 

eserciterà un ruolo preminente nei confronti del solvente piuttosto che con il 

cromoforo. Tenendo in conto della natura caotropica dei residui N-metilpiridinio33 e 

prendendo in considerazione la stabilità crescente delle interazioni riportate in Figura 

8, è possibile concludere che nel caso di ioni a spiccata attività cosmotropica come 

Mg2+, l’interazione ione-acqua sarà assolutamente preferenziale e tale da “sottrarre” 

solvente al guscio di solvatazione dei cromofori esaltandone le interazioni 

idrofobiche. 

 

Figura 8. “Legge di corrispondenza dell’affinità dell’acqua” (LMWA): (a) Diagramma a 

vulcano; (b) Schema dell’intensità delle interazioni tra ioni di carica opposta e tra ioni e molecole di 

acqua sulla base della classificazione cosmotropico/caotropico. Figura adattata da Salis et al.44 

Un ulteriore riscontro sulla natura dei fenomeni in considerazione deriva 

dall’esistenza di una correlazione tra le costanti di velocità kc ed i valori tabulati 

dell’energia libera di Gibbs di idratazione (∆ℎ𝑦𝑑𝐺𝑐𝑎𝑙𝑐) sia dei mono che dei 

dicationi.35 Come si evince dalla Figura 9 le specie che posseggono un maggiore 

grado di idratazione inducono un aumento della velocità del processo di 

aggregazione. 
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Figura 9. Correlazione tra le costanti di velocità del processo di aggregazione (kc) e l’energia 

libera di Gibbs ∆ℎ𝑦𝑑𝐺𝑐𝑎𝑙𝑐  per l’idratazione dei cationi. Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, 

[Mn+Cln] = 0.1 M, T = 298 K. Fitting lineare: R2 = 0.985. 

I valori di ∆ℎ𝑦𝑑𝐺𝑐𝑎𝑙𝑐 possono essere calcolati sulla base dell’Eq. 5 la quale fa 

riferimento ad un modello che prevede la presenza dello ione in una cavità del 

solvente ed in grado di interagire con l’ambiente circostante che è rappresentato da 

due regioni distinte: un guscio di idratazione nel quale l'acqua è immobilizzata e 

l'acqua di bulk, che in ogni caso, risulta sotto l'influenza del campo elettrico dello 

ione.33,35,45 

∆ℎ𝑦𝑑𝐺𝑐𝑎𝑙𝑐 = ∆𝐺′𝑛𝑒𝑢𝑡 + (∆𝐺𝑒𝑙1 + ∆𝐺𝑒𝑙2) + ∆𝐺𝑢𝑛𝑠𝑦𝑚                                               (𝐄𝐪. 𝟓) 

L’equazione vede il contributo di quattro termini: i) un “termine 

neutro” (∆𝐺′𝑛𝑒𝑢𝑡) che rappresenta il contributo delle interazioni con la cosiddetta 

“carica spenta”; ii) la variazione di energia associata alle interazioni elettrostatiche  

nel guscio di idratazione (∆𝐺𝑒𝑙1) e iii) al suo esterno (∆𝐺𝑒𝑙2);  iv) un fattore correttivo 

per la carica asimmetrica (∆𝐺𝑢𝑛𝑠𝑦𝑚). L’espressione ulteriormente esplicitata ed utile 

per il calcolo dell’energia libera di Gibbs di idratazione è la seguente: 
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∆ℎ𝑦𝑑𝐺𝑐𝑎𝑙𝑐 = (41 − 87𝑟 + 1200𝑟
2) + (−

64.5𝑧2 [0.44 (
∆𝑟
𝑟 ) + 0.987]

𝑟 + ∆𝑟
) + (120𝑟𝑧3)    (𝐄𝐪. 𝟔) 

dove r rappresenta il raggio ionico, r lo spessore del guscio di idratazione e z la 

carica dello ione. Alla luce dei parametri specifici degli ioni che sono inclusi in 

quest’ultima equazione, si è voluto verificare se alcuni di questi potessero anche 

individualmente correlare con la velocità del processo di aggregazione. In Figura 10 

è riportato l’andamento delle costanti di velocità kc al variare del valore del raggio 

ionico dei cationi da cui si evince una doppia correlazione lineare tale da potere 

distinguere il comportamento dei mono dai dicationi. 

 

Figura 10. Correlazione tra le costanti di velocità del processo di aggregazione (kc) e il valore 

dei raggi ionici dei cationi.35 Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [Mn+Cln] = 0.1 M, T = 298 K. 

Fitting lineare: R2 = 0.949 (linea rossa), R2 = 0.946 (linea nera). 

In Figura 11 è riportato l’andamento delle costanti di velocità kc al variare del 

numero di molecole di acqua presente nel guscio di idratazione ∆𝑟. Anche in questo 

caso è evidente una distinta correlazione lineare per la serie dei cationi del primo e 

del secondo gruppo. 
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Figura 11. Correlazione tra le costanti di velocità del processo di aggregazione (kc) e il numero 

di molecole di acqua presente nel guscio di idratazione (𝑛).35 Condizioni sperimentali:                                      

[t-H2Pagg] = 5 M, [Mn+Cln] = 0.1 M, T = 298 K. Fitting lineare: R2 = 0.993 (linea rossa), R2 = 0.895 

(linea nera). 
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3.2.3 - Effetto degli anioni sul processo di aggregazione 

della porfirina t-H2Pagg 

Alla luce dei risultati ottenuti nello studio dell’effetto dei cationi sulla velocità del 

processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg, si è voluto procedere a verificare 

se anche gli anioni potessero esercitare un ruolo analogo. A tal fine, si è voluto 

procedere impiegando diversi sali sodici sia perché il catione Na+ possiede un 

carattere di tipo borderline nella serie di Hofmeister, sia per la maggiore facilità di 

potere reperire una vasta gamma di reagenti idonei per tale studio. Per quanto 

concerne le caratteristiche spettroscopiche del sistema, al variare della tipologia di 

sale impiegato gli spettri UV/Vis riportati in Figura 12 evidenziano la formazione 

della medesima specie aggregata la cui posizione in assorbimento è soggetta a piccole 

variazioni ( = ± 2 nm).  

  

Figura 12. (a) Spettri UV/Vis finali relativi al processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg 

(linea nera) indotto da differenti sali sodici: NaSCN[a] (linea rossa); NaClO4
[a] (linea blu); NaI[a] (linea 

verde); NaBr[b] (linea viola); NaNO3
[b] (linea arancione); NaCl[c] (linea azzurra); Na2SO4

[c] (linea 

marrone); Na2CO3
[c] (linea magenta); Na3PO4

[c] (linea gialla). Nell’inset sono riportati i corrispondenti 

profili cinetici registrati a  = 450 nm. (b) Corrispondenti profili RLS. Condizioni sperimentali:               

[t-H2Pagg] = 5 M, [Xm-] = [a] = 1.5 mM, [b] = 30 mM, [c] = 100 mM, T = 298 K. 
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Importanti differenze sono invece riscontrabili in termini di rapporto relativo 

dell’intensità di assorbimento tra monomero ed aggregato e di intensità del segnale 

RLS delle soluzioni finali (Tabella 4).  

Tabella 4. Valori di estinzione della banda del monomero e dell’aggregato, relativo rapporto di 

intensità delle bande ed intensità del segnale RLS per il processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg 

indotto da differenti sali sodici. 

Xm- 
Monomero Aggregato 

419 nm / Ext. agg (IRLS)corr 
Ext. 419 nm agg Ext. 

SCN- [a] 0.30 450 0.65 0.46 209.0 

ClO4
- [a] 0.22 449 0.55 0.40 213.0 

I-[a] 0.26 451 0.26 1.01 272.2 

NO3
- [b] 0.34 451 0.41 0.82 367.1 

Br- [b] 0.27 451 0.55 0.49 187.8 

Cl- [c] 0.51 449 0.43 1.19 169.6 

SO4
2- [c] 0.35 450 0.25 1.38 249.4 

CO3
2- [c] 0.80 450 0.18 4.39 11.4 

PO4
3- [c] 0.81 450 0.20 3.99 23.2 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NamXm-] = [a] = 1.5 mM, [b] = 30 mM,                       

[c] = 100 mM, T = 298 K. L’intensità degli spettri RLS è stata corretta per l’assorbimento mediante 

l’Eq. 2.32 

L’aspetto più significativo dal punto di vista sperimentale, come evidenziato dai 

profili cinetici riportati nell’inset della Figura 12, è senz’altro la notevole differenza 

in termini di velocità del processo di aggregazione tanto che si è reso necessario 

impiegare diversi intervalli di concentrazione salina sulla base della differente 

efficienza degli anioni nel promuovere il processo di aggregazione. In particolare, si 

è constatato come gli ioni tiocianato e perclorato, anioni aventi forte carattere 

caotropico, sono molto efficienti nell’indurre l’aggregazione in tempi rapidi e ad una 

concentrazione di sale di ben due ordini di grandezza inferiore rispetto a quanto 

riscontrato con altri anioni. L’analisi cinetica dei dati è stata condotta, anche in questo 

caso, per mezzo di una procedura di fitting non lineare dei dati di estinzione in 

funzione del tempo mediante l’Eq.1 e i valori dei parametri cinetici calcolati sono 

riportati nella Tabella 5.  
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Tabella 5. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 1 e relativi al processo di aggregazione 

della porfirina t-H2Pagg indotto da differenti sali sodici. 

Xm- k0 / s-1 kc / s-1 m n 

SCN- [a] (1.07 ± 0.02) ∙ 10−2 (4.42 ± 0.01) ∙ 10−2 5.29 ± 0.03 2.57 ± 0.02 

ClO4
- [a] (3.62 ± 0.03) ∙ 10−3 (2.88 ± 0.03) ∙ 10−2 1.43 ± 0.16 1.51 ± 0.12 

I-[a] (6.54 ± 0.07) ∙ 10−4 (1.61 ± 0.01) ∙ 10−2 2.91 ± 0.03 5.02 ± 0.02 

NO3
- [b] (2.91 ± 0.19) ∙ 10−2 (1.35 ± 0.01) ∙ 10−1 3.88 ± 0.08 2.69 ± 0.09 

Br- [b] (1.07 ± 0.08) ∙ 10−2 (4.11 ± 0.04) ∙ 10−2 3.40 ± 0.14 3.09 ± 0.17 

Cl- [c] (1.23 ± 0.10) ∙ 10−3 (9.53 ± 0.04) ∙ 10−3 8.31 ± 0.30 6.91 ± 0.30 

SO4
2- [c] (2.22 ± 0.17) ∙ 10−3 (8.94 ± 0.03) ∙ 10−3 2.80 ± 0.04 3.31 ± 0.06 

CO3
2- [c] (1.99 ± 0.48) ∙ 10−5 (1.80 ± 0.27) ∙ 10−3 2.29 ± 0.05 3.48 ± 0.09 

PO4
3- [c] (1.29 ± 0.70) ∙ 10−5 (2.17 ± 0.18) ∙ 10−4 1.99 ± 0.02 2.93 ± 0.07 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NamXm-] = 1.5 – 100 mM, T = 298 K,  = 450 nm. 

[a] = 1.5 mM; [b] = 30 mM; [c] = 100 mM. 

Dai dati cinetici ottenuti si evince che tra gli anioni indagati il tiocianato è 

quello che determina una maggiore velocità del processo di aggregazione ed alla 

concentrazione più bassa di sale. Per tale ragione sono stati condotti ulteriori studi 

cinetici al fine di valutare l’effetto della variazione di concentrazione dello ione 

tiocianato sui valori di kc. In Tabella  6 sono riportati i parametri cinetici ottenuti 

variando la concentrazione dell’anione SCN- in un ristretto intervallo di 

concentrazione (1-2 mM). I motivi di tale scelta sono prettamente sperimentali e 

determinati dall’estrema velocità del processo di aggregazione che non permette di 

monitorare variazioni spettrali mediante tecniche di mescolamento convenzionali.  

Tabella 6. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 1 e relativi al processo di aggregazione 

della porfirina t-H2Pagg indotto al variare della concentrazione dello ione SCN-. 

[SCN-] / mM k0 / s-1 kc / s-1 m n 

1.00 (5.11 ± 0.19) ∙ 10−4 (1.73 ± 0.02) ∙ 10−3 1.92 ± 0.05 1.32 ± 0.05 

1.25 (2.36 ± 0.28) ∙ 10−3 (1.11 ± 0.07) ∙ 10−2 2.34 ± 0.05 0.83 ± 0.05 

1.50 (1.07 ± 0.02) ∙ 10−2 (4.44 ± 0.01) ∙ 10−2 5.29 ± 0.03 2.57 ± 0.02 

1.75 (2.58 ± 0.13) ∙ 10−2 (6.71 ± 0.06) ∙ 10−2 5.41 ± 0.13 2.75 ± 0.10 

2.00 (4.50 ± 0.19) ∙ 10−2 (1.34 ± 0.01) ∙ 10−1 6.07 ± 0.07 3.01 ± 0.05 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [SCN-] = 1-2 mM, T = 298 K,  = 450 nm.  

Come evidenziato dai valori di kc all’aumentare della concentrazione di sale 

aumenta la velocità del processo di aggregazione, ma come evidenziato in Figura  13 
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negli spettri UV/vis finali varia contestualmente anche la distribuzione tra le bande 

relative al monomero residuo (419 nm) e all’aggregato (450 nm). Nel grafico sono 

stati inclusi anche gli spettri finali relativi all’aggregazione indotta a concentrazioni 

maggiori di sale (> 2 mM) e per le quali la velocità del processo, come sopradetto, è 

tale da non potere seguire alcun andamento cinetico. Per meglio chiarire quest’ultimo 

aspetto si è proceduto ad effettuare calcoli di deconvoluzione degli spettri di 

estinzione utilizzando una funzione in grado di combinare il profilo gaussiano a 

quello lorenziano (Funzione 1 in sezione sperimentale). L’intervallo di lunghezza 

d’onda selezionato (380-500 nm) è piuttosto ristretto, ma è tale da prendere in 

considerazione sia la banda B del monomero che quella dell’aggregato. 

 

Figura 13. Spettri UV/Vis finali relativi al processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg in 

funzione della variazione di concentrazione di ione SCN-: no sale (linea nera); 1.00 mM (linea rossa); 

1.25 mM (linea verde); 1.50 mM (linea blu); 1.75 mM (linea azzurra); 2.00 mM (linea magenta);         

2.50 mM (linea arancione); 3.00 mM (linea verde scuro). Nell’inset è riportato l’ingrandimento di alcuni 

spettri nella regione 380 - 500 nm.  Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [SCN-] = 1 - 3 mM,       

T = 298 K.  

La Figura 14 mostra, a titolo di esempio, un tipico calcolo di deconvoluzione 

applicato allo spettro finale relativo all’aggregato formato alla concentrazione di ione 

tiocianato pari a 1.5 mM al fine di potere valutare la percentuale relativa di aggregato 
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e di monomero. Tutti i dati relativi al processo di deconvoluzione per gli spettri finali 

degli aggregati ottenuti al variare della concentrazione di ione SCN- sono riportati in 

Tabella 7. 

 

Figura 14. (a) Deconvoluzione dello spettro UV/Vis relativo all’aggregato della porfirina            

t-H2Pagg formato in seguito all’aggiunta di ione SCN- e (b) relativi residui. Spettro osservato (linea nera); 

spettro calcolato (linea rossa); banda calcolata relativa al monomero 419 (linea blu); banda calcolata 

relativa all’aggregato 450 (linea verde). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [SCN-] = 1.5 mM, 

T = 298 K, R2 = 0.9997. 
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Tabella 7. Distribuzione percentuale dell’area integrata della banda a 419 e 450 nm per gli 

spettri UV/Vis registrati alla fine del processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg indotto a diversa 

concentrazione di ione SCN-.  

[SCN-] / mM IntArea (419nm) / % IntArea (450nm) / % 

1.00 30.9 69.1 

1.25 27.3 72.7 

1.50 18.2 81.8 

1.75 13.1 86.9 

2.00 8.4 91.6 

2.50 7.9 92.1 

3.00 6.8 93.2 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [SCN-] = 1 - 3 mM, T = 298 K. 

In Figura 15 è riportato l’andamento della distribuzione percentuale 

dell’aggregato calcolato in funzione della concentrazione di sale impiegata. Dal 

grafico si evince come la quantità di aggregato che si viene a formare aumenta 

apprezzabilmente fino ad una concentrazione di 2 mM di ione tiocianato, soglia oltre 

la quale le variazioni sono minime. 

 

Figura 15. Andamento dei valori degli integrali dell’area dell’aggregato (450) al variare della 

concentrazione di ione SCN-. Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [SCN-] = 1-3 mM;                       

T = 298 K. 

La Figura 16 complessivamente mostra come la velocità del processo di 

aggregazione della porfirina t-H2Pagg, nonché la percentuale dell’area integrata della 

banda dell’aggregato, siano correlabili alla concentrazione di ione tiocianato.  
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Figura 16. Andamento della costante di velocità kc per il processo di aggregazione della 

porfirina t-H2Pagg al variare dell’area integrata della banda dell’aggregato (450) (verde) e al variare della 

concentrazione di ione SCN- (blu). Variazione dell’area integrata della banda dell’aggregato (450) al 

variare della concentrazione di ione SCN- (rosso). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M,           

[SCN-] = 1-2 mM, T = 298 K. Fitting lineare: (rosso) R2 = 0.983, (blu) R2 = 0.917, (verde) R2 = 0.893. 

In analogia a quanto fatto con l’anione tiocianato, studi cinetici sul processo di 

aggregazione della porfirina t-H2Pagg sono stati condotti anche al variare della 

concentrazione dell’anione nitrato. In Tabella  8 sono riportati i relativi parametri 

cinetici ottenuti nell’intervallo di concentrazione 10 - 30 mM. A concentrazione 

superiore di sale la velocità del processo di aggregazione è tale da dovere ricorrere a 

tecniche di mescolamento non convenzionali. Come mostrato in Figura 17, così come 

nel caso dello ione tiocianato, anche nel caso dello ione nitrato l’aumento della 

concentrazione di sale impiegata determina un aumento della velocità di 

aggregazione sussistendo una discreta relazione di tipo lineare. 
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Tabella 8. Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 1 e relativi al processo di aggregazione 

della porfirina t-H2Pagg indotto al variare della concentrazione dello ione NO3
-. 

[NO3
-] / mM k0 / s-1 kc / s-1 m n 

10.0 (1.40 ± 0.04) ∙ 10−3 (4.22 ± 0.03) ∙ 10−3 2.71 ± 0.05 2.19 ± 0.06 

15.0 (1.07 ± 0.02) ∙ 10−2 (3.16 ± 0.01) ∙ 10−2 3.30 ± 0.03 1.47 ± 0.02 

17.0 (1.09 ± 0.04) ∙ 10−2 (4.02 ± 0.03) ∙ 10−2 3.15 ± 0.05 1.40 ± 0.04 

20.0 (2.96 ± 0.07) ∙ 10−2 (7.97 ± 0.04) ∙ 10−2 5.41 ± 0.13 2.75 ± 0.10 

22.0 (3.71 ± 0.03) ∙ 10−2 (1.12 ± 0.02) ∙ 10−1 2.38 ± 0.29 0.64 ± 0.10 

30.0 (2.91 ± 0.02) ∙ 10−2 (1.35 ± 0.01) ∙ 10−1 3.88 ± 0.08 2.69 ± 0.09 

 Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NO3
-] = 10-30 mM, T = 298 K,  = 450nm.  

 

Figura 17. Andamento della costante di velocità kc relativo al processo di aggregazione della 

porfirina t-H2Pagg al variare della concentrazione di ione NO3
-. Condizioni sperimentali:                                   

[t-H2Pagg] = 5 M, [NO3
-] = 10 - 30 mM, T = 298 K. Fitting lineare: (rosso) R2 = 0.818, (blu) R2 = 0.930, 

(verde) R2 = 0.813. 

In Figura  18 sono riportati gli spettri UV/Vis finali corrispondenti alle 

cinetiche effettuate nell’intervallo di concentrazione 10 - 30 mM da cui, ancora una 

volta, si evince una diversa distribuzione tra le bande relative al monomero residuo 
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(419 nm) e all’aggregato (450 nm). Anche in questo caso si è proceduto ad effettuare 

la deconvoluzione degli spettri elettronici ottenendo le diverse percentuali dell’area 

integrata delle bande (Tabella 9). La Figura 19 evidenzia ancora una volta come la 

velocità del processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg, nonché la percentuale 

dell’area integrata della banda dell’aggregato, siano correlabili alla concentrazione 

dello ione nitrato.  

 

Figura 18. Spettri UV/Vis finali relativi al processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg in 

funzione della variazione di concentrazione di ione NO3
-: no sale (linea nera); 10 mM (linea rossa);         

15 mM (linea blu); 17 mM (linea magenta); 20 mM (linea verde); 22 mM (linea viola); 30 mM (linea 

azzurra). Nell’inset è riportato l’ingrandimento di alcuni spettri nella regione 380 - 500 nm.  Condizioni 

sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NO3
-] = 10-30 mM, T = 298 K. 
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Tabella 9. Distribuzione percentuale dell’area integrata delle bande a 419 e 450 nm per gli 

spettri UV/Vis registrati alla fine del processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg indotto a diversa 

concentrazione di ione NO3
-. 

[NO3
-] / mM IntArea (419nm) / % IntArea (450nm) / % 

10.00 63.2 36.8 

15.00 38.8 61.2 

17.00 36.5 64.5 

20.00 28.8 71.2 

22.00 24.1 75.9 

30.00 19.6 80.4 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NO3
-] = 10 - 30 mM, T = 298 K. 

 

Figura 19. Andamento della costante di velocità kc per il processo di aggregazione della 

porfirina t-H2Pagg (blu) e della relativa percentuale dell’area integrata della banda dell’aggregato (450) 

(arancione) al variare della concentrazione di ione NO3
-. Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, 

[NO3
-] = 10 - 30 mM, T = 298 K. 

La Figura 20 mostra un confronto dell’andamento delle costanti di velocità kc 

relative al processo di aggregazione indotto a diversa concentrazione di ione 

tiocianato (linea rossa) e nitrato (linea blu) in funzione della percentuale dell’area 

integrata per valori superiori a 50% della banda dell’aggregato (450). 
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Figura 20. Andamento della costante di velocità kc relativo al processo di aggregazione della 

porfirina t-H2Pagg indotto al variare della concentrazione di ione SCN- (linea rossa) e NO3
- (linea blu). 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NO3
-] = 15 - 30 mM, [SCN-] = 1 - 2 mM, T = 298 K. Fitting 

lineare: R2 = 0.894 (linea rossa), R2 = 0.991 (linea blu). 

Verificata la sussistenza, per entrambi gli anioni, di una dipendenza lineare tra 

la loro concentrazione e la kc per il processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg, 

si è proceduto ad una normalizzazione di tutti i valori delle costanti di velocità 

ottenute per tutti gli anioni riportati in Tabella 5. A tale fine è stata utilizzata l’Eq. 7 

dove c è l’effettiva concentrazione di sale impiegata.   

𝑘𝑁 = 𝑘𝑐
100 𝑚𝑀

(𝑐 ∙ 𝑚𝑀)
                                                                                                                          (𝐄𝐪. 𝟕) 

In Tabella 10 sono riportate le costanti di velocità normalizzate calcolate per i 

vari anioni unitamente alle dimensioni degli aggregati risultanti ottenuti mediante 

misure di diffusione dinamica della luce (DLS). Da quest’ultimi dati si evince, tra 

l’altro, che per la maggior parte degli anioni in esame le strutture che si formano 

hanno valori dei diametri idrodinamici superiori a 1 m ad eccezione dello ione 

tiocianato e perclorato, ovvero le specie che determinano le maggiori velocità del 

processo di aggregazione. 
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Tabella 10. Intervallo di concentrazione, coefficiente B di Jones-Dole, costanti di velocità 

normalizzate 𝑘𝑁 e diametro idrodinamico DH relativo agli anioni studiati.  

X- c / mM B[a] 𝑘𝑁 / 𝒔
−𝟏 DH / nm 

SCN- [1 – 2] -0.103 [b]2.91 226 ± 6 

ClO4
- [1.5] -0.061 1.92 ± 1.85 ∙ 10−2 673 ± 38 

I- [1.5] -0.068 1.07 ± 3.05 ∙ 10−5 >1000 

NO3
- [10 – 30] -0.046 [b]3.07 ∙ 10−1  >1000 

Br- [30] -0.032 (1.40 ± 0.01) ∙ 10−1 >1000 

Cl- [100] -0.007 (9.53 ± 0.04) ∙ 10−3 >1000 

SO4
2- [100] 0.208 (8.94 ± 0.03) ∙ 10−3 >1000 

CO3
2- [100] 0.278 (1.80 ± 0.27) ∙ 10−3 >1000 

PO4
3- [100] 0.590 (2.17 ± 0.18) ∙ 10−4 >1000 

[b]𝒌𝑵̅̅ ̅̅  = media delle costanti normalizzate. Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, 

 [NamXm-] = c / mM, T = 298 K. [a] = Ref.42 

Al fine di potere valutare se l’ampio intervallo di velocità riscontrato con i diversi 

anioni fosse in relazione con la serie di Hofmeister, le costanti di velocità 

normalizzate sono state riportate in funzione del coefficiente B di Jones-Dole (Figura 

21). Per quanto concerne la serie di Hofmeister, gli anioni posizionati più a sinistra 

sono più fortemente idratati di quelli a destra. È noto come gli anioni debolmente 

idratati diminuiscono la stabilità delle proteine aumentandone la solubilità.36 Inoltre, 

essi diminuiscono la tensione superficiale dell'interfaccia proteina/acqua46 

aumentando il grado di denaturazione delle proteine. Al contrario, gli anioni a più 

forte idratazione hanno generalmente l'effetto opposto e determinano la 

precipitazione della proteina dalla soluzione.47 Come si evince dalla Figura 21, la 

velocità del processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg segue, anche nel caso 

degli anioni, un andamento di tipo indiretto o “inverso” della serie di Hofmeister che 

è riconducibile, anche in questo caso, alla legge di corrispondenza dell’affinità 

dell’acqua42 e quindi alla specificità delle interazioni ione-ione. In particolare, si 

osservano due distinti andamenti lineari a seconda del carattere esibito dagli ioni con 

quelli a carattere caotropico che determinano una maggiore velocità del processo di 

aggregazione. Tenendo in conto ancora una volta della natura caotropica dei residui 
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N-metilpiridinio33 e prendendo in considerazione la stabilità crescente delle 

interazioni riportate in Figura 8, l’interazione più forte sarà tra ioni che esibiscono un 

“carattere” similare. Situato all'estremità della serie di Hofmeister, il tiocianato è un 

anione “soft” scarsamente idratato48 il cui comportamento è noto legandosi 

preferenzialmente al gruppo ammidico del backbone di proteine44,49-51 

determinandone un aumento della solubilità e la denaturazione ad elevata 

concentrazione di sale. Non è quindi sorprendente l’osservazione per cui, nel sistema 

in indagine, lo ione tiocianato risulta la specie che, anche a bassa concentrazione, 

esercita per interazione con i residui carichi della porfirina t-H2Pagg, un’eccellente 

azione di schermo in grado di promuovere le interazioni solvofobiche tra i cromofori 

e dunque l’aggregazione. L’osservazione sperimentale di andamenti invertiti per la 

serie di Hofmeister non rappresenta una novità essendo presenti in letteratura diversi 

esempi49,51-54 nei quali, tra l’altro, si sottolinea una maggiore specificità degli anioni 

rispetto ai cationi. 

 

Figura 21. Andamento della costante di velocità normalizzata kN relativo al processo di 

aggregazione della porfirina t-H2Pagg indotto dai vari ioni in funzione del coefficiente B di Jones-Dole e 

serie di Hofmeister per gli anioni. Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NamXm-] = c mM,               

T = 298 K. Fitting lineare: R2 = 0.856. (linea blu), R2 = 0.746 (linea rossa). 
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3.2.4 - Effetto dei cationi sulla formazione degli 

aggregati J della porfirina TPPS4 

Come già riportato in fase di introduzione di questo capitolo, la porfirina meso-

tetrakis(4-solfonatofenil) porfirina (TPPS4) (Figura 1) è solubile in ambiente acquoso 

ed in condizioni di pH neutro esiste in forma tetraanionica o di base libera. In 

ambiente blandamente acido (pKa ~ 4.9) si osserva la formazione della specie diacida 

ed eventualmente, a valori di pH più bassi, si ottiene anche lo zwitterione (schema 

1). Entrambe queste specie sono in grado di dare origine a fenomeni di self-assembly 

determinando la formazione sia di aggregati di tipo H (interazione face-to-face) che 

di tipo J (interazione head-to-tail). Diversi studi hanno evidenziato il rilevante ruolo 

svolto dal legame idrogeno,55-57 dai contro-anioni56 e da determinate specie 

cationiche58-70 nel guidare la cinetica di crescita di questi sistemi aggregati e 

conseguentemente definirne le caratteristiche morfologiche, ottiche e chirottiche 

generali. È stato dimostrato come alcuni cationi (Na+ e/o il K+) svolgono il semplice 

ruolo di aumentare la forza ionica, diminuendo così la repulsione elettrostatica tra 

porfirine adiacenti e favorendo la formazione di un dimero.22,71 Ni2+ o Zn2+ sono 

invece efficaci nello stabilizzare queste specie72,73, anche se per quest'ultimo ione è 

stato recentemente evidenziato un ruolo specifico nella stabilizzazione dei 

nanoaggregati e nel modo in cui essi si organizzano nel formare una struttura 

mesoscopica in grado di esibire peculiare attività chirottica.74 Alcuni complessi 

metallici chirali sono invece in grado di interagire specificamente nella fase di 

crescita degli aggregati J conferendo chiralità alle strutture finali.66,67 È stato anche 

dimostrato come la spermina e poliammine simili sono in grado di templare il 

processo di self-assembly con formazione di strutture di tipo frattalico o del tipo “sea-

urchin” e per le quali viene proposto un meccanismo di accoppiamento dipolare per 

spiegare l’inusuale larghezza delle bande J.58,75 A questo riguardo, in questa sezione, 

descriviamo i risultati di uno studio cinetico sul processo di self-assembly 

supramolecolare che porta alla formazione di aggregati J della porfirina TPPS4 e volto 
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alla valutazione dell’eventuale esistenza di un SIE del catione del sale impiegato per 

indurre l’aggregazione. In Figura 22 viene mostrata una comparazione degli spettri 

di estinzione e di emissione di fluorescenza corrispondenti alle varie specie in 

soluzione acquosa. La porfirina in forma tetraanionica (TPPS4
4-) è caratterizzata 

dall’avere la banda B posizionata a 414 nm e un set di quattro bande Q collocate nella 

zona tra 500 e 700 nm. Il corrispondente spettro di emissione di fluorescenza presenta 

un tipico profilo a doppia banda con i massimi posizionati a 644 e 708 nm. La forma 

diacida (H2TPPS4
2-) presenta uno spostamento batocromico sia della banda B (434 

nm,  = 20 nm) che delle bande Q posizionate tra 600 e 700 nm e ridotte in numero 

a causa della variazione di simmetria molecolare determinata dalla protonazione del 

core porfirinico. Il corrispondente spettro di emissione di fluorescenza presenta un 

profilo a doppia banda con un massimo posizionato a 670 nm ed una piccola spalla 

intorno a 705 nm. Gli aggregati J sono invece contraddistinti dalla presenza di una 

banda B (492 nm) molto intensa e marcatamente spostata nel rosso rispetto alla specie 

monomerica ( = 58 nm). Un aspetto piuttosto peculiare della banda J, nonché 

diagnostico della sua presenza, è costituito dalla sua ampiezza a metà altezza 

(FWHM) nettamente minore rispetto a quella della banda della specie monomerica 

diacida. A questo proposito, in letteratura è riportato come la FWHM del picco di 

assorbimento dell’aggregato J varia con la lunghezza di coerenza secondo N-1/2 dove 

N è il numero di aggregazione spettroscopico che rappresenta il numero di molecole 

che condividono lo stato eccitato delocalizzato, ovvero quel numero di molecole su 

cui la funzione d’onda è coerentemente dispersa.76-78 Per quanto concerne lo spettro 

di emissione di fluorescenza, il processo di aggregazione generalmente determina un 

notevole quenching dell’emissione di fluorescenza potendo unicamente rilevare 

l’emissione del monomero residuo. 



Capitolo 3 

 

 

145 

 

Figura 22. (a) Spettri UV/Vis e di (b) emissione di fluorescenza per le diverse specie della 

porfirina TPPS4 in soluzione acquosa e a diverso valore di pH: base libera TPPS4
4- (linea nera), diacida 

H2TPPS4
2- (linea rossa) e aggregato J (linea blu). Condizioni sperimentali: [TPPS4] = 3 M, exc 422 nm 

(linea nera); [TPPS4] = 3 M + [HCl] = 0.3 M, t = 0 s, exc 452 nm (linea rossa); [TPPS4] = 3 M + 

[HCl] = 0.3 M, t = 12000 s exc 460 nm (linea blu); T = 298 K. 

La presenza dell’aggregato J può essere rilevata facilmente per mezzo della 

tecnica di diffusione di luce risonante in quanto il corrispondente spettro RLS è 

contraddistinto da un intenso e stretto segnale con un massimo collocato intorno ai 

500 nm e dunque leggermente spostato nel rosso rispetto alla posizione del picco di 

estinzione del campione (Figura 23). Queste caratteristiche sono in linea con la 

formazione di estesi aggregati in soluzione caratterizzati da un notevole grado di 

organizzazione tra i cromofori e comunque, da un forte accoppiamento eccitonico. 
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Figura 23. Spettro di RLS (a) e di dicroismo circolare (b) corrispondente alla formazione di 

aggregati J della porfirina TPPS4 registrato alla fine del processo di aggregazione. Condizioni 

sperimentali: [TPPS4] = 3 M, [HCl] = 0.3 M, t = 12000 s, T = 298 K. 

La spettroscopia di dicroismo circolare sostanzia ulteriormente quanto descritto 

evidenziando la presenza di intense bande eccitoniche indotte in corrispondenza della 

regione dell’assorbimento degli aggregati J con un effetto Cotton di tipo positivo. Un 

effetto simile e meno intenso è riscontrabile per l’aggregato di tipo H con bande 

posizionate ad energia maggiore, nella regione vicino ai 420 nm. Studi precedenti 

hanno evidenziato come le cinetiche di formazione degli aggregati J della porfirina 

TPPS4 sono fortemente influenzate dalla natura dell’anione dell’acido inorganico 

utilizzato per indurre l’aggregazione, mostrando un andamento delle costanti di 

velocità che segue l'ordine H2SO4 > HCl > HBr > HNO3 > HClO4.
56 In particolare, 

sia le costanti di velocità che l’entità della chiralità indotta nel sistema correlano con 

la diversa capacità dei vari anioni di influenzare il network di legame ad idrogeno 

esibendo un andamento che è in accordo con la serie di Hofmeister. Gli autori 

sottolineano come probabilmente gli anioni svolgono un ruolo fondamentale nella 

formazione iniziale del dimero o del nucleo critico m ed in questo elaborato di tesi, 

come predetto, ci si è proposti di appurare se, parimenti agli anioni, anche i cationi 

possono assumere un ruolo cruciale in grado di influenzare la cinetica di crescita di 

questi aggregati. Dunque, con l’obiettivo di valutare al meglio un effetto SIE dei 

cationi nella formazione degli aggregati J, si è pensato di mantenere tutti i parametri 

costanti e di variare unicamente la natura del sale utilizzato al fine di potere accedere 



Capitolo 3 

 

 

147 

ad una vasta gamma di cationi. In tal senso, per realizzare le condizioni opportune di 

pH è stato impiegato acido cloridrico e come sale i cloruri dei metalli alcalini ed 

alcalino-terrosi. Questa metodologia consente di assicurare in soluzione la presenza 

unicamente dell’anione cloruro, il quale tra l’altro, ha il pregio di collocarsi in una 

posizione borderline nella serie di Hofmeister. La ben nota natura gerarchica del 

processo di formazione degli aggregati J della porfirina TPPS4 rappresenta però una 

problematica di non poco conto nel momento in cui si deve affrontare uno studio 

sistematico dal punto di vista cinetico.79 In primo luogo, al fine di ottenere una buona 

riproducibilità dei dati cinetici l’attenzione è stata rivolta alla ricerca di un idoneo 

protocollo di mescolamento dei reagenti tale da assicurare al tempo zero la presenza 

della medesima specie di partenza (monomeri). Infatti, la coesistenza di specie 

diverse quali dimeri o piccoli oligomeri può influenzare marcatamente la cinetica di 

aggregazione e quindi anche la dimensione degli aggregati risultanti. Poiché uno 

studio cinetico ottimale non può esulare da un’oculata scelta della sua velocità 

complessiva, una volta individuato un adeguato protocollo di mescolamento sono 

state valutate le più opportune condizioni sperimentali tali da avere cinetiche non 

troppo veloci e comunque caratterizzate da profili cinetici aventi un periodo di 

induzione. Quest’ultimo aspetto è basilare in quanto, come già detto, gli anioni 

assolvono un ruolo fondamentale presumibilmente già a livello della formazione di 

dimeri.56 Il protocollo di mescolamento adottato è del tipo “porphyrin first” (PF), 

ovvero esso prevede l’aggiunta di una soluzione premescolata di acido cloridrico (0.3 

M) e sale (0.2 M) ad una soluzione acquosa diluita di TPPS4 (3 M), una metodica 

che permette senz’altro di ottenere delle cinetiche caratterizzate da profili di tipo 

sigmoidale.79 La concentrazione di acido impiegata è stata idoneamente valutata sulla 

scorta di studi precedenti,79 in quanto in bulk (ed in assenza di sale) essa già determina 

profili sigmoidali con tempi di nucleazione estremamente lunghi (~ 2000 sec). Tali 

condizioni, permettono di adoperare la metodica di mescolamento sopradescritta con 

la ragionevole sicurezza che, nei primi secondi dal mescolamento, non dovrebbe 

avere luogo alcun processo di aggregazione promosso unicamente dalla variazione di 

condizione di acidità. Il processo cinetico che porta alla formazione degli aggregati J 
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può essere facilmente monitorato attraverso spettroscopia UV/Vis ed al fine di una 

corretta determinazione dei parametri cinetici è possibile seguire la variazione di 

estinzione nel tempo sia a 434 nm (scomparsa della specie diacida) che a 492 nm 

(formazione dell’aggregato J). In Figura 24, a titolo di esempio, è riportata la 

comparazione dei profili cinetici ottenuti per il processo di aggregazione ottenuto in 

bulk ed indotto da LiCl. In generale, tutte le tracce cinetiche ottenute in questo studio, 

ovvero impiegando i cloruri dei metalli alcalini ed alcalino-terrosi, mostrano un 

profilo di tipo sigmoidale la cui analisi è possibile secondo il modello autocatalitico 

di Pasternack (Eq.1). 

 

Figura 24. Confronto dei profili cinetici relativi alla scomparsa della specie diacida H2TPPS4
2- 

(434) e di formazione dell’aggregato J (492) ottenuti in bulk (linea nera) ed indotto da sale (linea rossa). 

Condizioni sperimentali: [TPPS4] = 3 M, [HCl] = 0.3 M; [TPPS4] = 3 M + soluzione premescolata 

([HCl] = 0,3M + [LiCl] = 0,2M). Le linee rappresentano i fitting ottenuti per mezzo dell’Eq. 1. 

bulk: 𝑘0 = (5.44 ± 0.75) ∙ 10
−7 ∙ 𝑠−1; 𝑘𝑐 = (1.95 ± 0.01) ∙ 10

−4 ∙ 𝑠−1;𝑚 = 3.73 ± 0.04;  𝑛 =

7.36 ± 0.08; 𝑅2 = 0.999; HCl + LiCl: 𝑘0 = (9.95 ± 0.95) ∙ 10
−6 ∙ 𝑠−1;  𝑘𝑐 = (3.60 ± 0.01) ∙ 10

−4 ∙

𝑠−1; 𝑚 = 3.31 ± 0.05; 𝑛 = 8.55 ± 0.13; 𝑅2 = 0.999. 

Come si evince dalla Figura 25 al variare della carica del catione del sale 

impiegato per indurre il processo di aggregazione si ottengono spettri di estinzione 

finali per l’aggregato marcatamente diversi. In particolare, i cationi del primo gruppo 

determinano la formazione di un picco intenso e stretto posizionato a 492 nm, mentre 
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i cationi del secondo gruppo conducono a spettri insolitamente meno intensi e 

notevolmente più larghi rispetto a quelli ottenuti con i monocationi e con 

innalzamento della linea di base.  

 

Figura 25. Spettri UV/Vis finali relativi al processo di formazione di aggregati di tipo J della 

porfirina TPPS4 indotto da diversi sali cloruro del I Gruppo (a) e del II Gruppo (b). Negli inset sono 

riportati gli ingrandimenti di alcuni spettri nella regione 380 - 550 nm. LiCl (linea rossa); NaCl (linea 

blu); KCl (linea verde); CsCl (linea arancione); NH4Cl (linea azzurra); MgCl2 (linea magenta); CaCl2 

(linea marrone); SrCl2 (linea viola); BaCl2 (linea gialla). Condizioni sperimentali: [TPPS4] = 3 M, 

[HCl] = 0.3 M, [Mn+Cln] = 0.2 M, T = 298 K. 

In Figura 26 sono riportati i corrispondenti spettri RLS registrati alla fine di 

ogni cinetica. I monocationi mostrano un profilo molto intenso posizionato a circa 

498 nm chiara indicazione della formazione di estese strutture aggregate 

caratterizzate da un forte accoppiamento eccitonico tra i cromofori, mentre i cationi 

divalenti mostrano un profilo con un picco più spostato nel rosso e caratterizzato 

dall’essere decisamente meno intenso e di gran lunga più largo rispetto ai 

monocationi. Queste caratteristiche sono in linea con quelle riscontrate negli spettri 

di estinzione e congiuntamente suggeriscono una diversa organizzazione strutturale 

dell’aggregato finale. Infatti, nel caso dei dicationi il segnale è meno risonante e 

caratterizzato da una maggiore componente di diffusione di tipo Rayleigh, segno di 

un minore accoppiamento eccitonico tra i cromofori e della crescita in soluzione di 

oggetti di dimensioni più grandi caratterizzati da una minore organizzazione a livello 

locale. Questa ipotesi è supportata anche da misure di diffusione dinamica della luce 
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per le quali l’aggregato J indotto in presenza dei dicationi presenta dimensioni medie 

superiori (DH > 1000 nm) a quelle evidenziate dai monocationi (DH ~ 600 nm).  

 

Figura 3: spettri RLS degli aggregati di tipo J di porfirina TPPS4 formati in seguito all’aggiunta 

di metalli del I gruppo (a) e del secondo gruppo (b). Nell’inset sono riportati gli spettri CD corrispondenti 

agli aggregati formati mediante i cationi del I gruppo. LiCl (linea rossa); NaCl (linea blu); KCl (linea 

verde); CsCl (linea arancione); NH4Cl (linea azzurra); MgCl2 (linea magenta); CaCl2 (linea marrone); 

SrCl2 (linea viola); BaCl2 (linea gialla). Condizioni sperimentali: [TPPS4] = 3 M, [HCl] = 0.3 M, 

[Mn+Cln] = 0.2 M, T = 298 K. 

Un ulteriore conferma indiretta a sostegno della formazione di strutture di tipo 

diverso a seconda della carica del catione impiegato è fornita dagli spettri di 

dicroismo circolare. Nel caso della serie dei monocationi gli spettri CD sono 

caratterizzati dalla presenza di intensi segnali nelle regioni di assorbimento della 

banda J e H con i relativi segni dell’effetto Cotton che però non trovano un’opportuna 

razionalizzazione. Per contro, nel caso dei dicationi non è possibile osservare 

l’insorgenza di alcun tipo di segnale dicroico. In letteratura esistono esempi di 

aggregati J ottenuti in diverse condizioni sperimentali ed aventi caratteristiche 

spettroscopiche reminiscenti di quelle osservate con i dicationi. Da una parte, esiste 

uno studio condotto al variare della concentrazione di porfirina e della forza ionica 

che ha dimostrato la possibilità di ottenere aggregati di forma e dimensione 

controllata evidenziando la possibilità di accedere a strutture di tipo rod-like o 

frattaliche.27 Dall’altra, vi sono alcuni esempi di aggregati J formati in presenza di 

specie cationiche.58,63,74,75,79,80 In questi casi, le evidenze sperimentali vengono 
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spiegate con un meccanismo di accoppiamento dipolare dei cromofori piuttosto che 

con il modello classico degli eccitoni di Frenkel.  

In Figura 27 sono riportati i profili cinetici relativi al processo di aggregazione 

al variare dei sali cloruro. Tutte le curve esibiscono un profilo sigmoidale con un 

periodo di induzione iniziale leggermente variabile in funzione del tipo di sale 

impiegato per promuovere l’aggregazione. L’analisi cinetica dei dati è stata condotta 

utilizzando l’Eq. 1 e i valori dei parametri cinetici calcolati sono riportati nella 

Tabella 11. 

 

Figura 27. Confronto dei profili cinetici relativi alla formazione di aggregati di tipo J della 

porfirina TPPS4 (492) ottenuti mediante l’impiego di cationi monovalenti (a) e cationi divalenti (b). 

LiCl (linea rossa); NaCl (linea blu); KCl (linea verde); CsCl (linea arancione); NH4Cl (linea azzurra); 

MgCl2 (linea magenta); CaCl2 (linea marrone); SrCl2 (linea viola); BaCl2 (linea gialla). Condizioni 

sperimentali: [TPPS4] = 3 M, [HCl] = 0.3 M, [Mn+Cln] = 0.2 M, T = 298 K. 
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Tabella 11.  Parametri cinetici ottenuti per mezzo dell’Eq. 1 e relativi al processo di 

aggregazione della porfirina TPPS4 indotto dall’impiego di cationi mono e divalenti. 

Mn+ k0 / s-1 kc / s-1 m n 

Li+ (9.95 ± 0.95) ∙ 10−6 (3.60 ± 0.01) ∙ 10−4 3.31 ± 0.05 8.55 ± 0.13 

Na+ (7.73 ± 0.82) ∙ 10−6 (3.86 ± 0.01) ∙ 10−4 3.15 ± 0.04 8.30 ± 0.11 

K+ (4.25 ± 1.52) ∙ 10−6 (4.44 ± 0.01) ∙ 10−4 2.73 ± 0.05 7.46 ± 0.14 

Cs+ (1.15 ± 0.19) ∙ 10−5 (5.12 ± 0.01) ∙ 10−4 3.76 ± 0.08 9.34 ± 0.22 

NH4
+ (2.92 ± 1.29) ∙ 10−6 (4.56 ± 0.01) ∙ 10−4 2.54 ± 0.04 7.00 ± 0.10 

Mg2+ (3.92 ± 0.01) ∙ 10−4 (5.99 ± 0.01) ∙ 10−4 2.55 ± 0.02 4.71 ± 0.04 

Ca2+ (1.07 ± 0.04) ∙ 10−4 (7.50 ± 0.01) ∙ 10−4 3.17 ± 0.05 4.76 ± 0.08 

Sr2+ (7.17 ± 0.32) ∙ 10−5 (8.84 ± 0.01) ∙ 10−4 2.81 ± 0.04 3.57 ± 0.05 

Ba2+ (1.63 ± 0.08) ∙ 10−4 (1.15 ± 0.03) ∙ 10−3 2.17 ± 0.03 2.09 ± 0.05 

Condizioni sperimentali: [TPPS4] = 3 M, [HCl] = 0.3 M, [Mn+Cln] = 0.2 M, T = 298 K,               

 = 492 nm.  

In Figura 28 sono riportati i dati relativi alla variazione della costante di 

velocità kc per i vari cationi da cui è evidente un aumento della velocità di formazione 

degli aggregati scendendo lungo un gruppo, molto più marcato nel caso dei dicationi. 

Tale risultato, da un punto di vista qualitativo è anche in perfetto accordo con la serie 

di Hofmeister per i cationi riportata in Figura 7. 

 

Figura 28. Andamento della costante di velocità kc per il processo di aggregazione della 

porfirina TPPS4 in funzione del catione impiegato: cationi monovalenti (blu), cationi bivalenti 

(arancione). Condizioni sperimentali: [TPPS4] = 3 M, [HCl] = 0.3 M, [Mn+Cln] = 0.2 M, T = 298 K. 
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Al fine di determinare quantitativamente la sussistenza di una correlazione tra 

la velocità del processo di aggregazione e la serie di Hofmeister, le costanti di velocità 

kc sono state correlate ad una serie di parametri pubblicati da Marcus e riportati nella 

Tabella 12.35  

Tabella 12. Parametri di Marcus relativi ai diversi cationi: rion raggio ionico; ∆𝑟𝑠ℎ𝑒𝑙𝑙 raggio del 

guscio di idratazione; ∆𝑒𝑙 1+2𝐺 / 𝑘𝐽𝑚𝑜𝑙
−1 energia libera di Gibbs delle interazioni elettrostatiche nel 

guscio di idratazione ed al suo esterno; ∆ℎ𝑦𝑑𝐺𝑐𝑎𝑙𝑐  / 𝑘𝐽𝑚𝑜𝑙
−1 energia libera di Gibbs di idratazione degli 

ioni calcolata per mezzo dell’Eq. 5.35 

Mn+ rion / nm ∆𝒓𝒔𝒉𝒆𝒍𝒍 / nm ∆𝑮𝒆𝒍 𝟏+𝟐 / 𝒌𝑱𝒎𝒐𝒍
−𝟏 ∆𝒉𝒚𝒅𝑮𝒄𝒂𝒍𝒄 / 𝒌𝑱𝒎𝒐𝒍

−𝟏 

Li+ 0.069 0.172 -558 -510 

Na+ 0.102 0.116 -440 -385 

K+ 0.138 0.074 -372 -305 

Cs+ 0.170 0.049 -328 -245 

NH4
+ 0.148 0.065 -358 -285 

Mg2+ 0.072 0.227 -2049 -1940 

Ca2+ 0.100 0.171 -1656 -1515 

Sr2+ 0.113 0.150 -1541 -1385 

Ba2+ 0.136 0.118 -1390 -1210 

 

In Figura 29 è riportato l’andamento delle costanti di velocità kc in funzione 

della dimensione del raggio dei cationi impiegati per indurre il processo di 

aggregazione della porfirina TPPS4. Come si può vedere dal grafico, i cationi in 

funzione della loro carica, presentano due andamenti ben distinti, determinando un 

aumento della velocità del processo in funzione della dimensione del raggio ionico.  
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Figura 29. Correlazione tra le costanti di velocità del processo di aggregazione (kc) della 

porfirina TPPS4 e il valore dei raggi ionici dei cationi. Condizioni sperimentali: [TPPS4] = 3 M,         

[HCl] = 0.3 M, [Mn+Cln] = 0.2 M, T = 298 K. Fitting lineare: R2 = 0.961 (linea rossa - cationi 

monovalenti), R2 = 0.960 (linea blu - cationi divalenti). 

In modo del tutto analogo, riportando le costanti di velocità kc in funzione del 

raggio di idratazione del guscio (Figura 3) si ottengono due distinti andamenti lineari 

per i monocationi e i dicationi. Nel caso specifico, maggiore è la dimensione del 

guscio di idratazione dello ione, minore sarà la velocità del processo. 
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Figura 30. Correlazione tra le costanti di velocità del processo di aggregazione (kc) della 

porfirina TPPS4 e il valore del raggio del guscio di idratazione dei cationi. Condizioni sperimentali: 

[TPPS4] = 3 M, [HCl] = 0.3 M, [Mn+Cln] = 0.2 M, T = 298 K. Fitting lineare: R2 = 0.881 (linea rossa - 

cationi monovalenti), R2 = 0.913 (linea blu - cationi divalenti). 

Come descritto in precedenza, nel modello di Marcus i parametri raggio ionico 

e raggio del guscio di idratazione dei cationi contribuiscono alla determinazione 

dell’energia libera di Gibbs delle interazioni elettrostatiche (∆𝐺𝑒𝑙 1+2) la quale prende 

in considerazione le interazioni all’interno ed all’esterno del guscio di idratazione.35 

Riportando in grafico le costanti di velocità kc in funzione dei valori di ∆𝐺𝑒𝑙 1+2 

riportati in Tabella 12 si ottengono, anche in questo caso, due andamenti ben distinti 

in funzione della carica del catione (Figura 31). 
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Figura 31. Correlazione tra le costanti di velocità del processo di aggregazione (kc) della 

porfirina TPPS4 e il valore dell’energia libera di Gibbs delle interazioni elettrostatiche all’interno ed 

all’esterno del guscio di idratazione (∆𝐺𝑒𝑙 1+2). Condizioni sperimentali: [TPPS4] = 3 M,                   

[HCl] = 0.3 M, [Mn+Cln] = 0.2 M, T = 298 K. Fitting lineare: R2 = 0.851 (linea rossa - cationi 

monovalenti), R2 = 0.850 (linea blu - cationi divalenti). 

Un andamento del tutto simile si ottiene riportando le costanti di velocità kc in 

funzione dell’energia libera di Gibbs di idratazione degli ioni (∆ℎ𝑦𝑑𝐺𝑐𝑎𝑙𝑐) calcolate 

attraverso l’Eq. 5 e riportate in Tabella 12. Dalla Figura 32 si evince, come all’interno 

dello stesso andamento, più lo ione presenta un carattere idrofilo più lento sarà il 

processo di aggregazione della porfirina TPPS4.  
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Figura 32. Correlazione tra le costanti di velocità del processo di aggregazione (kc) della 

porfirina TPPS4 e l’energia libera di Gibbs  per l’idratazione dei cationi (∆ℎ𝑦𝑑𝐺𝑐𝑎𝑙𝑐). Condizioni 

sperimentali: [TPPS4] = 3 M, [HCl] = 0.3 M, [Mn+Cln] = 0.2 M, T = 298 K. Fitting lineare: R2 = 0.882 

(linea rossa - cationi monovalenti), R2 = 0.861 (linea blu - cationi divalenti). 

Al fine di ottenere un ulteriore valutazione quantitativa dell’effetto esercitato 

dai cationi, si è cercato di mettere in relazione i valori di kc sia con la variazione di 

entropia associata alle variazioni strutturali ∆𝑠𝑡𝑟S che con l’energia libera di Gibbs 

per il legame ad idrogeno ∆𝐺𝐻𝐵, parametri i cui valori sono riportati in tabella 3. In 

Figura 33 sono riportati gli andamenti ottenuti dai quali è evidente come, sia per i 

cationi monovalenti che per i divalenti, la velocità del processo di aggregazione 

aumenta al crescere del carattere caotropico dello ione. Il significato del ∆𝐺𝐻𝐵 è già 

stato discusso in precedenza e sostanzialmente riflette il numero medio di legami 

idrogeno che si possono formare intorno allo ione. 
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Figura 33. Correlazione tra le costanti di velocità del processo di aggregazione (kc) della 

porfirina TPPS4 e l’energia libera di Gibbs per il legame ad idrogeno ∆𝐺𝐻𝐵 (a) e l’entropia strutturale 

∆𝑠𝑡𝑟𝑆 (b). Condizioni sperimentali: [TPPS4] = 3 M, [HCl] = 0.3 M, [Mn+Cln] = 0.2 M, T = 298 K. 

Fitting lineare: R2 = 0.841 (linea rossa - cationi monovalenti), R2 = 0.893 (linea blu - cationi divalenti). 

All’atto della formazione dell’aggregato J della TPPS4, quale che sia la sua 

forma coinvolta nell’aggregazione (diacida o zwitterione), essa è senz’altro una 

specie dotata di due residui benzensolfonato che risentiranno elettrostaticamente 

della specificità del catione del sale aggiunto per indurre l’aggregazione. Tenendo in 

conto della natura caotropica dei residui solfonati81 la tendenza sarà, all’interno di 

ogni serie dei cationi indagati, ad interagire con quelli a carattere caotropico, 

tipicamente quelli aventi minore carattere idrofilo e maggiori dimensioni. Il modello 

dell'aggregato J si basa su un'interazione elettrostatica tra il nucleo protonato di una 

porfirina e i gruppi solfonati delle unità porfiriniche adiacenti20,82,83 e se da una parte 

la presenza di uno ione caotropico influenza le proprietà del solvente promuovendo 

interazioni idrofobiche e di − stacking tra i cromofori, dall’altra tende a 

destabilizzare la formazione del network di legame idrogeno. Un idoneo 

bilanciamento di questi effetti potrebbe essere alla base della formazione degli 

aggregati ed in linea con tutte le osservazioni sperimentali. In particolare, se si guarda 

all’effetto della carica, si osserva che i dicationi determinano effetti più marcati sul 

processo di aggregazione e che potrebbero determinare la formazione di specie la cui 

stabilizzazione direzionale per mezzo del legame idrogeno è sempre minore a livello 

mesoscopico. In letteratura sono presenti alcuni report riguardo al problema della 



Capitolo 3 

 

 

159 

possibile influenza dei legami idrogeno mediati dall'acqua sulla struttura e sulle 

proprietà ottiche degli aggregati J55,84 tra cui, uno che per mezzo della sostituzione 

isotopica, dimostra proprio l’influenza sull'accoppiamento degli eccitoni tra i 

monomeri dell’aggregato.28 Un ulteriore riscontro sperimentale a sostegno della 

plausibile differenza strutturale degli aggregati in base alla diversa specificità dei 

cationi deriva dal mancato unico andamento della variazione della costante di 

velocità del processo di aggregazione con il coefficiente B di Jones-Dole. Come si 

evince dalla Figura 34 si ottengono ancora una volta due correlazioni differenti, in 

linea con il fatto che si formano due varietà di strutture diverse, un andamento ben 

diverso da quello riscontrato con la porfirina t-H2Pagg dove la normalizzazione per la 

carica dei cationi insito nel parametro B ha permesso di correlare tutti i dati di velocità 

per la formazione, tuttavia, della medesima specie aggregata.  

 

Figura 34. Correlazione tra le costanti di velocità del processo di aggregazione (kc) della 

porfirina TPPS4 e il coefficiente B di Jones-Dole. Condizioni sperimentali: [TPPS4] = 3 M,               

[HCl] = 0.3 M, [Mn+Cln] = 0.2 M, T = 298 K. Fitting lineare: R2 = 0.932 (linea rossa - cationi 

monovalenti), R2 = 0.859 (linea blu - cationi divalenti). 
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3.3 - Conclusioni  

Nell’ambito dello studio del processo di self-assembly di porfirine idrosolubili 

caratterizzate da una carica netta, l’attenzione è stata rivolta alle porfirine trans-

bis(N-metilpiridinio-4-il)difenilporfirina (t-H2Pagg) e meso-tetrakis(4-

solfonatofenil)porfirina  (TPPS4). La porfirina t-H2Pagg è una specie dicationica che 

mostra una grande tendenza all’aggregazione in soluzione acquosa e per la quale studi 

dettagliati hanno evidenziato, al variare della forza ionica, la formazione di aggregati 

di natura frattalica. La porfirina TPPS4 è una specie tetraanionica estensivamente 

studiata in letteratura in quanto a pH acido (< 1) e/o in condizioni di elevata forza 

ionica, essa è in grado di dare luogo alla formazione di aggregati di tipo J. In questo 

contesto, è stata effettuata una dettagliata indagine spettroscopica e cinetica della 

formazione sia degli aggregati frattalici della porfirina t-H2Pagg che degli aggregati di 

tipo J della TPPS4 al variare della natura del contro-ione del sale impiegato per 

indurre l’aggregazione. Nel caso della porfirina t-H2Pagg sono stati impiegati diversi 

cloruri del primo e del secondo gruppo adottando un rigoroso protocollo di 

mescolamento dei reagenti che prevede l’aggiunta del sale come ultimo reattivo. 

L’analisi cinetica dei dati ha permesso di trovare, in funzione della carica del catione, 

delle correlazioni tra le costanti di velocità del processo di formazione dei clusters 

porfirinici ed alcuni parametri termodinamici riportati in letteratura da Marcus quali 

la variazione di entropia strutturale ∆𝑠𝑡𝑟𝑆 e la variazione di energia libera di Gibbs 

per la formazione di legami idrogeno ∆𝐺𝐻𝐵. Un’unica correlazione è stata invece 

ottenuta attraverso il coefficiente di viscosità B di Jones-Dole il quale tiene in 

considerazione, tra i vari parametri, anche l’effetto della carica degli ioni. Un’attenta 

analisi dei dati rivela che gli ioni a maggiore carattere cosmotropico sono quelli in 

grado di promuovere più velocemente il processo di aggregazione della porfirina t-

H2Pagg, un andamento di tipo “inverso” rispetto a quello riportato nella serie di 

Hofmeister. Quest’andamento sperimentale può giustificarsi considerando la natura 

caotropica dei residui N-metilpiridinio e la stabilità crescente delle interazioni 
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secondo la legge di corrispondenza dell’affinità dell’acqua proposta da Collins. Un 

ulteriore riscontro sulla natura dei fenomeni che regolano tale processo deriva 

dall’esistenza di una correlazione tra le costanti di velocità ed i valori tabulati 

dell’energia libera di Gibbs di idratazione (∆ℎ𝑦𝑑𝐺) sia dei mono che dei dicationi a 

conferma che le specie che posseggono un maggiore grado di idratazione inducono 

un aumento della velocità del processo di aggregazione.  

Alla luce dei risultati ottenuti nello studio dell’effetto dei cationi sulla velocità 

del processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg, si è proceduto ad effettuare un 

altro dettagliato studio cinetico finalizzato a verificare se anche gli anioni potessero 

esercitare un ruolo analogo. A tal fine, si sono utilizzati diversi sali sodici ed un 

aspetto significativo è costituito dalla notevole differenza in termini di velocità del 

processo di aggregazione tanto che si è reso necessario impiegare diversi intervalli di 

concentrazione salina sulla base della differente efficienza degli anioni nel 

promuovere il processo di aggregazione. In particolare, si è constatato come gli ioni 

tiocianato e perclorato, anioni aventi forte carattere caotropico, siano molto efficienti 

nell’indurre l’aggregazione in tempi rapidi e ad una concentrazione di sale di ben due 

ordini di grandezza inferiore rispetto a quanto riscontrato con altri anioni. Uno studio 

comparativo più dettagliato è stato condotto sull’effetto determinato dagli ioni 

tiocianato e nitrato verificando la sussistenza di una correlazione tra la costante di 

velocità, la concentrazione dello ione e la percentuale dell’area integrata della banda 

dell’aggregato ricavata tramite calcoli di deconvoluzione degli spettri UV/Vis. Le 

costanti di velocità calcolate per i vari anioni e normalizzate per la loro 

concentrazione, sono state correlate con il coefficiente B di Jones-Dole, trovando due 

distinte correlazioni per gli ioni cosmotropici e caotropici con andamenti invertiti 

della serie di Hofmeister riconducibili, anche in questo caso, alla legge di 

corrispondenza dell’affinità dell’acqua e quindi alla specificità delle interazioni ione-

ione. 

Per quanto concerne lo studio dell’aggregazione della porfirina TPPS4 in 

letteratura era già stato riscontrato l’effetto della natura dell’anione dell’acido 
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inorganico utilizzato per indurre l’aggregazione, accertando l’esistenza di una 

correlazione lineare tra le costanti di velocità e la capacità dei vari anioni di 

influenzare il network di legame idrogeno in accordo con la serie di Hofmeister. In 

questo progetto di ricerca, con il proposito di ottenere una maggiore riproducibilità 

dei dati cinetici e al fine di valutare al meglio un eventuale effetto dei cationi nella 

formazione degli aggregati J, si è proceduto ad elaborare un idoneo protocollo di 

mescolamento che ha previsto l’aggiunta di una soluzione premescolata di acido 

cloridrico e sale (cloruri dei metalli alcalini ed alcalino-terrosi) ad una soluzione 

acquosa diluita di TPPS4. Le evidenze spettroscopiche suggeriscono la formazione di 

aggregati J strutturalmente diversi dipendentemente dalla carica del catione 

impiegato.  La costante di velocità del processo di aggregazione correla linearmente 

con la serie dei mono e dei dicationi mostrando due andamenti ben distinti in accordo 

con la serie di Hofmeister. Ulteriori correlazioni lineari sono state trovate tra i dati 

cinetici ed alcuni parametri strutturali caratteristici degli ioni in esame nonché alcuni 

parametri termodinamici, tra cui le energie di Gibbs di idratazione (∆ℎ𝑦𝑑𝐺)  e per la 

formazione di legami idrogeno ∆𝐺𝐻𝐵, la variazione di entropia strutturale ∆𝑠𝑡𝑟𝑆 ed il 

coefficiente di viscosità B di Jones-Dole. L’avere ottenuto delle correlazioni distinte 

a seconda del tipo di catione impiegato è in linea con il fatto che si formano due 

strutture differenti, un andamento ben diverso da quello riscontrato con la porfirina 

t-H2Pagg dove la normalizzazione per la carica dei cationi, insito nel parametro B, ha 

permesso di correlare tutti i dati di velocità, in quanto si ha la formazione della 

medesima specie aggregata.  
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3.4 - Sezione sperimentale 

Materiali e preparazione dei campioni 

La porfirina trans-bis(N-metilpiridinio-4-il)difenilporfirina (t-H2Pagg) come 

cloruro e la porfirina meso-tetrakis(4-solfonatofenil)porfirina (TPPS4) come sale 

sodico sono state acquistate rispettivamente dalla Mid-Century Chemicals e Aldrich 

& Co. e sono state impiegate come ricevute, senza ulteriori purificazioni. Soluzioni 

stock di porfirina sono state preparate sciogliendo i rispettivi solidi in acqua purificata 

millipore e sono state conservate al riparo dalla luce ed utilizzate entro una settimana 

dalla loro preparazione. Le concentrazioni delle soluzioni sono state determinate per 

conoscenza del coefficiente di assorbitività molare alla lunghezza d’onda della banda 

B (t-H2Pagg
13: 𝜀419 = 2.40 ∙ 10

5 𝑀−1𝑐𝑚−1; TPPS4
85: 𝜀414 = 5.33 ∙ 10

5 𝑀−1𝑐𝑚−1). I sali 

ed i polimeri impiegati sono stati acquistati dalla ditta Aldrich & Co. ed utilizzati 

come ricevuti. In generale, tutte le soluzioni impiegate in questo studio sono state 

preparate impiegando acqua in fiale per preparazioni iniettabili acquistate dalla 

Galenica Senese. 

Misure spettroscopiche 

Gli spettri di assorbimento UV/Vis sono stati registrati con uno 

spettrofotometro Agilent mod. 8453 matrice di diodi utilizzando cuvette di quarzo 

con cammino ottico da 1 cm. Un filtro UV (Hoya UV-34, cut-off: 340 nm) è stato 

impiegato in tutte le misure cinetiche al fine di tagliare la componente ultravioletta 

della sorgente luminosa così da prevenire fenomeni di fotodegradazione delle 

porfirine. Gli esperimenti cinetici sono stati effettuati con l’ausilio del portacampione 

termostato dello strumento e lasciando equilibrare la temperatura (con accuratezza di 

± 0.1 K) per almeno 20 minuti prima di procedere all’avvio di ogni run cinetico. 
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I calcoli di deconvoluzione degli spettri di estinzione sono stati condotti 

mediante software PeakFit® utilizzando la funzione 1 denominata “Gaussian-

Lorentzian Sum (Amplitude)” i cui parametri sono qui riportati.  

𝑦 = 𝑎0

(

 
 
 

𝑎3√ln 2

𝑎2√𝜋
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2
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)
2
)

𝑎3√ln 2
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+
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𝜋𝑎2

)

 
 
 

  (𝐅𝐮𝐧𝐳. 𝟏) 

𝑎0 = 𝑎𝑚𝑝𝑖𝑒𝑧𝑧𝑎 

𝑎1 = 𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 𝑏𝑎𝑛𝑑𝑎 

𝑎2 = 𝑙𝑎𝑟𝑔ℎ𝑒𝑧𝑧𝑎 (> 0) 

𝑎3 = 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎 (≥ 0,≤ 1) 

Gli spettri di emissione di fluorescenza e di resonance light scattering (RLS) 

sono stati effettuati per mezzo di uno spettrofluorimetro Jasco FP-750 equipaggiato 

con un fotomoltiplicatore Hamamatsu R928 e dotato di una lampada Xenon da 150 

W. Gli esperimenti RLS sono stati eseguiti adottando un assetto di rilevamento ad 

angolo retto.21 Gli spettri di emissione di fluorescenza e di RLS sono stati corretti per 

l’assorbimento dei campioni.32 

Gli spettri di dicroismo circolare (CD) sono stati registrati con uno 

spettropolarimetro JASCO J-720, equipaggiato con una lampada xenon a 450 W. 

L’elitticità è stata ottenuta attraverso calibrazione dello strumento con una soluzione 

acquosa al 0.06% di acido R-canforsolfonico. Gli spettri CD sono stati corretti dal 

contributo della cella e del solvente. Al fine di quantificare il segno e l’entità della 

chiralità supramolecolare è stato calcolato il fattore di asimmetria g = / = A/A86 

dove A = Ѳ/32980, dove A = unità di assorbanza e Ѳ = ellitticità in mdeg. 

Le misure del diametro idrodinamico medio (DH) e della larghezza della 

distribuzione (PdI) sono state effettuate da uno Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Instrument, Malvern, Regno Unito) a 298K in acqua ultrapura. I risultati sono 

riportati come media di tre misurazioni separate ± le deviazioni standard.  
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4.1 - Introduzione  

Uno degli aspetti più intriganti dell’evoluzione della vita è che tutti gli 

organismi viventi si formano attraverso processi di self-assembly, una sorta di 

straordinario processo di “design” che avviene in ambito biologico ed attraverso il 

quale una struttura organizzata si costruisce apparentemente da sola a partire da un 

insieme disordinato di parti più piccole. In questo senso, basta pensare ai filamenti di 

DNA che si uniscono per formare la doppia elica che codifica il nostro genoma, 

oppure al self-assembly di cellule in tessuti embrionali che ulteriormente si 

trasformano in esseri umani ed animali completamente formati. Una corretta 

razionalizzazione dei processi naturali di self-assembly rappresenta quindi un valido 

strumento per l'ingegnerizzazione di un'ampia varietà di sistemi complessi, dotati di 

funzionalità e proprietà specifiche. In questo contesto la chiralità è un’intrigante 

proprietà che assume vitale importanza in natura, ma di grande impatto anche in molti 

altri campi, tra cui la chimica, la biologia, la fisica e la scienza dei materiali.1-6 La 

chiralità si presenta, oltre che a livello molecolare, solitamente in forme più 

esoteriche, come le strutture secondarie delle proteine, il DNA a doppio filamento7-13 

e le eliche su scala nanometrica nei biosistemi.14,15 Dunque, l’espressione della 

chiralità dal livello molecolare a quello supramolecolare, rappresenta un argomento 

di grande interesse e volto all’interpretazione dell'omochiralità della vita e dei 

fenomeni di symmetry breaking. La comprensione dei meccanismi con i quali avviene 

il trasferimento, l'amplificazione e la memoria dell'informazione chirale diventa 

quindi la chiave essenziale per comprendere al meglio i delicati processi biologici 

dove il riconoscimento molecolare e la selettività giocano un ruolo cruciale. La 

progettazione e la sintesi di sistemi supramolecolari in grado di riportare 

selettivamente l’informazione chirale indotta dalla singola molecola e/o da 

biomolecole è conseguentemente diventata una tematica di grande attualità per le sue 

implicazioni sia nella ricerca di base che in campo applicativo.16-26 In particolare, 

molte ricerche sono state rivolte alla studio di sistemi supramolecolari che possano 



Chirogenesi supramolecolare di aggregati porfirinici 

 

174 

agire come sensori ottici in grado di rilevare celermente l’informazione chirale 

trasmessa da campioni, anche molto diluiti. In quest’ottica le porfirine rappresentano 

una classe di composti ampiamente impiegata grazie alle loro peculiari caratteristiche 

spettroscopiche e alla relativa facilità con cui è possibile modularne le proprietà 

chimico-fisiche agendo sulle proprietà del mezzo, fattori in grado di influenzare 

drasticamente la propensione al self-assembly dei monomeri.27-30 A questo riguardo, 

in letteratura è stato riportato come sistemi etero-aggregati di porfirine sono in grado 

di rilevare ed amplificare la presenza di tracce di clusters di amminoacidi31-34 o di 

matrici templanti quali polipeptidi.35-38 Mentre per gli aggregati J della porfirina 

TPPS4 si è ipotizzato che i peculiari segnali di dicroismo circolare potrebbero 

attribuirsi alla presenza di contaminanti chirali (ad es. membrane batteriche) presenti 

in tracce nell'acqua ultrapura,39 o dall’aggiunta di templanti chirali.40-44 Alcuni studi 

hanno poi evidenziato l’impiego di porfirine come promettenti biosensori per studi 

conformazionali del DNA.45,46 In particolare è stato dimostrato come il derivato di 

zinco(II) della meso-tetrakis(4-N-metilpiridinio)porfirina (ZnT4) costituisca una 

promettente sonda chirottica per rilevare la conformazione a zig-zag del DNA 

levogiro (Z-DNA),47,48 mentre il derivato di Ni(II) della meso-tetrakis(4-

solfonatofenil)porfirina  (NiTPPS4) è in grado di discriminare spettroscopicamente 

tra il B-DNA destrogiro e Z-DNA levogiro.45,49 

In passato è stato anche dimostrato come la porfirina trans-bis(N-

metilpiridinio-4-il)difenilporfirina  (t-H2Pagg) e il suo derivato di rame(II) (t-CuPagg) 

sono in grado di formare estesi aggregati supramolecolari chirali sugli acidi 

nucleici.50,51 Più recentemente, alcuni studi hanno evidenziato come la porfirina t-

CuPagg sia nella sua forma di semplice dimero52che in forma di estesi aggregati di 

natura frattalica53,54 agisce da sensore chirottico in grado di rilevare la conformazione 

e la chiralità di un biopolimero quale il poliglutammato (PGA).  

Negli studi intrapresi nel capitolo 3 è stato sottolineato come, impiegando una vasta 

gamma di sali sodici, la porfirina t-H2Pagg forma estesi aggregati in soluzione 

esibendo cinetiche di aggregazione la cui velocità è strettamente correlata alla natura 
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dell’anione. Tra quest’ultimi, lo ione tiocianato è risultato il più efficiente e quello in 

grado di formare gli aggregati più piccoli ed alla più bassa concentrazione di sale. 

Tale specificità ci ha indotto a verificare se, parimenti alla porfirina t-CuPagg, anche 

questa tipologia di aggregati fossero in grado di agire da sonde molecolari chirottiche 

impiegando poliglutammato (Figura 1) e testando anche altri biopolimeri carichi 

negativamente. L’aggregato chirale risultante è stato ulteriormente impiegato come 

templante per la formazione di eteroaggregati evidenziando la possibilità di indurre 

la formazione di aggregati J chirali della porfirina TPPS4 in condizioni sperimentali 

inusuali. 

 

Figura 1. Struttura molecolare dell’acido poliglutammico (PGA) (a) e struttura realizzata 

mediante REMD23 dell’acido poliglutammico in conformazione -elica (b).  
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4.2 - Risultati e discussioni 

4.2.1 - Induzione di chiralità con PGA 

I clusters porfirinici sui quali sono stati condotti gli studi di induzione di 

chiralità sono quelli formati mediante l’impiego dei sali NaSCN e NaNO3. La scelta 

è giustificata dal volere effettuare uno studio comparativo tra le due specie sulla base 

delle risultanze sperimentali ottenute nel capitolo 3 e più precisamente: (i) entrambi 

gli anioni in esame evidenziano carattere caotropico e determinano cinetiche di 

formazione sufficientemente veloci inducendo l’aggregazione anche a bassa 

concentrazione di sale; (ii) misure di DLS hanno però evidenziato nel caso 

dell’anione tiocianato la formazione di clusters di dimensioni ridotte (DH ≈ 200 nm) 

rispetto a ciò che si verifica con lo ione nitrato (DH > 1 m).  

In Figura 2 sono riportate le caratteristiche spettroscopiche relative agli 

aggregati della porfirina t-H2Pagg indotti da tiocianato e nitrato sodico e il 

corrispondente effetto all’aggiunta di L-PGA in conformazione di -elica. Come già 

discusso nel capitolo precedente, i due sistemi aggregati non mostrano variazioni 

nelle posizioni delle bande di assorbimento evidenziando soltanto una differenza 

nella distribuzione tra le bande relative al monomero residuo (419 nm) e all’aggregato 

(450 nm). Questa differenza è riconducibile sia alla diversa concentrazione di sale 

impiegata, nonché al diverso carattere caotropico dell’anione in grado di influenzare 

la velocità del processo di aggregazione. Gli spettri RLS mostrano, nella regione 

compresa tra 350 e 650 nm, un forte innalzamento del segnale caratterizzato da 

intensi picchi in accordo con la presenza di estesi aggregati in soluzione, risultando 

un segnale decisamente più intenso nel caso dello ione tiocianato. Le soluzioni 

aggregate risultano essere stabili nel tempo necessario ad eseguire gli esperimenti, un 

aspetto molto importante e determinato dall’impiego di una bassa concentrazione di 

sale che conduce ad una maggiore stabilità del sistema colloidale. In realtà, 
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l’aggregato formato con ione tiocianato, in virtù delle sue ridotte dimensioni (Tabella 

1) risulta ancora più stabile nel tempo, il che lo rende idoneo come sistema templante 

per sistemi aggregati superiori come verrà descritto in seguito. L’aggregato della 

porfirina t-H2Pagg indotto da qualsivoglia sale sodico risulta essere otticamente 

inattivo non mostrando alcun segnale CD (Figura 3). In realtà studi condotti da Avnir  

hanno sottolineato che, anche in assenza di inducenti chirali, i clusters frattalici sono 

da intendersi intrinsecamente chirali in quanto la loro immagine speculare virtuale 

non è sovrapponibile al cluster stesso.55,56 In ogni caso, la natura caotica del processo 

di aggregazione dovrebbe condurre ad una miscela statistica di tipo racemico avente 

un'ampia distribuzione di ipotetiche forme enantiomeriche.55,56 In analogia a ciò che 

è stato riportato per la porfirina t-CuPagg
52,53 le specie aggregate formate con la t-

H2Pagg sono anch’esse dotate di una residua carica positiva e caratterizzate da una 

certa porosità, un insieme di caratteristiche che rendono possibile l’immediata 

interazione di biopolimeri carichi negativamente e strutturalmente adeguati in termini 

di dimensione. Come da premessa, il biopolimero impiegato è il L-PGA, il quale 

indipendentemente dalla sua forma enantiomerica, in condizioni di sufficiente acidità 

(pH < 5), adotta una conformazione di -elica la cui elicità dipende dalla 

configurazione assoluta dell’aminoacido (Figura 4).57 In base a queste premesse, 

aggiungendo L-PGA nella sua conformazione otticamente attiva alla soluzione degli 

aggregati porfirinici, l'interazione è tale da indurre chiralità al sistema frattalico con 

parziale risoluzione del sistema racemo. Tutto ciò è sostanziato dalla presenza, nella 

regione di assorbimento dell’aggregato, di intensi segnali bisegnati di dicroismo 

circolare indotto molto più intensi ed asimmetrici nel caso specifico dell’aggregato 

indotto da NaSCN. Questo aspetto è ancora più evidente se si confrontano i valori 

relativi al fattore di asimmetria (o anisotropia) g = |∆𝜀/𝜀| (g = |∆𝐴/𝐴|),58,59 per il  

processo di aggregazione indotto dai due diversi sali (Tabella 1). Questo parametro, 

che altro non è che la misura della qualità dell’oscillatore, risulta essere una quantità 

adimensionale estremamente importante nel momento in cui è necessario comparare 

segni ed intensità di segnali CD tra campioni diversi. Per quanto concerne gli spettri 

UV/Vis, l’aggiunta di L-PGA determina una diminuzione in intensità della banda 
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relativa al monomero residuo ed al contempo, gli spettri di RLS mostrano un 

considerevole aumento dell’intensità di segnale (Figura 2). 

 

Figura 2. Spettri UV/Vis e spettri RLS della porfirina t-H2Pagg (linea nera), del relativo 

aggregato finale (linea rossa) formato con NaSCN (a-b) e NaNO3 (c-d) e dell’aggregato in presenza di 

L-PGA (linea blu). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM, [NaNO3] = 25 mM, 

[L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 298 K. 
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Figura 2. Spettri CD dell’aggregato finale della porfirina t-H2Pagg (linea rossa) formato con 

NaSCN (a) e NaNO3 (b) e in presenza di L-PGA (linea blu). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, 

[NaSCN] = 1 mM, [NaNO3] = 25 mM, [L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 

298 K. 

Tabella 1. Diametri idrodinamici (DH) e fattore di asimmetria (g) per gli aggregati della porfirina 

t-H2Pagg ottenuti impiegando gli anioni tiocianato e nitrato. 

Anione c / mM DH / nm g 

SCN- 1 225.80 ± 5.69 4.3 ∙ 10−2 

NO3
- 25 > 1000 3.5 ∙ 10−2 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM, [NaNO3] = 25 mM, [L-PGA] = 

100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 298 K. 
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Figura 4. Modello molecolare dell’acido deca-glutammico che mostra le differenze strutturali 

caratteristiche delle conformazioni ad -elica e della poliprolina II (PPII). 

In Figura 5 sono riportati gli spettri CD relativi ai due sistemi aggregati al variare 

della concentrazione del sale impiegato per indurre il processo. Da un’attenta analisi 

si deduce un andamento contrario in base al tipo di sale impiegato; nel caso dello ione 

tiocianato si osserva una diminuzione di intensità dei segnali CD all’aumentare della 

forza ionica, mentre per lo ione nitrato una tendenza opposta. Questa osservazione è 

avvalorata dall’esistenza di una correlazione lineare tra il fattore di asimmetria (g) e 

la concentrazione di sale impiegato che però vede pendenze opposte in base 
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all’anione coinvolto (Figura 6). Al fine di potere meglio valutare una correlazione tra 

l’informazione chirale indotta, espressa dal fattore di asimmetria e la quantità relativa 

di monomero e/o di aggregato, sono stati effettuati dei calcoli di deconvoluzione (già 

descritti nel capitolo 3) degli spettri elettronici registrati alla fine del processo cinetico 

di aggregazione.  

 

Figura 5. Spettri CD registrati dopo l’aggiunta di L-PGA ai clusters porfirinici formato a varie 

concentrazioni di NaSCN (a) e di NaNO3 (b). a: 1 mM (linea rossa); 1.25 mM (linea verde); 1.5 mM 

(linea blu); 1.75 mM (linea arancione); 2.00 mM (linea azzurra); 3.00 mM (linea viola). b: 10 mM (linea 

rossa); 15 mM (linea verde); 17 mM (linea blu); 20 mM (linea arancione); 22 mM (linea azzurra); 25 

mM (linea viola).  Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1-3 mM, [NaNO3] = 10-25 

mM, [L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 298 K. 

In Tabella 2 e Tabella 3 sono riportati i valori della distribuzione percentuale dell’area 

integrata della banda dell’aggregato, unitamente ai fattori di asimmetria relativi ai 

clusters porfirinici chirali formati in seguito all’aggiunta di varie concentrazioni di 

ioni tiocianato e nitrato. 
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Tabella 2. Distribuzione percentuale dell’area integrata della banda dell’aggregato e fattore di 

asimmetria (g) in funzione della concentrazione di anione SCN-. 

[SCN-] / mM % Int Area (450 nm) 𝟏𝟎𝟐 ∙ 𝒈 

1.00 69.08 4.30 

1.25 72.71 3.84 

1.50 81.76 3.70 

1.75 86.86 3.41 

2.00 83.46 3.26 

3.00 93.18 2.57 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1-3 mM, [L-PGA] = 100 M, [tampone 

acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 298 K. 

Tabella 3. Distribuzione percentuale dell’area integrata della banda dell’aggregato e fattore di 

asimmetria (g) in funzione della concentrazione di anione NO3
-. 

[NO3
-] / mM % Int Area (450 nm) 𝟏𝟎𝟐 ∙ 𝒈 

10 36.78 1.79 

15 61.21 2.56 

17 64.53 2.67 

20 71.24 3.08 

22 75.90 3.32 

25 80.40 3.52 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaNO3] = 10-25 mM, [L-PGA] = 100 M, 

[tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 298 K. 
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Figura 6. Andamento del fattore di asimmetria (g) al variare della concentrazione di ione 

tiocianato (a) e di ione nitrato (b). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1-3 mM, 

[NaNO3] = 10-25 mM, [L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 298 K. Fitting 

lineare: R2 = 0.967 (a), R2 = 0.984 (b). 

La  

Figura 7 mostra l’esistenza di una relazione lineare tra la variazione del fattore 

di asimmetria e la distribuzione percentuale dell’area integrata della banda 

dell’aggregato a 450 nm.  

 

Figura 7. Correlazione tra il fattore di asimmetria (g) e la percentuale dell’area integrata della 

banda dell’aggregato (450) al variare della concentrazione di NaSCN (linea blu) e NaNO3 (linea rossa). 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1-3 mM, [NaNO3] = 10-25 mM,                            

[L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 298 K. Fitting lineare: R2 = 0.881 (linea 

blu), R2 = 0.975 (linea rossa). 
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Nel caso dello ione nitrato, l’andamento conferma una maggiore efficienza del 

trasferimento di chiralità all’aumentare della quantità di aggregato, mentre per lo ione 

tiocianato sussiste l’andamento opposto rendendo plausibile il possibile 

coinvolgimento del rapporto relativo monomero residuo/aggregato nel processo di 

induzione dell’informazione chirale. In realtà, questo andamento potrebbe essere 

ricondotto al diverso grado di porosità del sistema porfirinico aggregato. È stato, 

infatti, dimostrato come la porfirina t-H2Pagg sia soggetta, all’aumentare della forza 

ionica (NaCl), a diversi regimi di aggregazione caratterizzati da un diverso valore di 

dimensione frattalica e quindi di porosità, un comportamento simile a quello delle 

sospensioni di latex.60 Più specificamente, all’aumentare della velocità del processo 

di aggregazione la struttura che si forma è caratterizzata da una maggiore porosità. 

Dal punto di vista della spettroscopia UV/Vis è stato evidenziato come un 

meccanismo di crescita di questo tipo (DLCCA, Diffusion-Limited-Cluster-Cluster 

Aggregation) determina una minima frazione di monomero in equilibrio con 

l’aggregato, una situazione del tutto simile a quella riscontrata nel caso delle 

concentrazioni più elevate di ione tiocianato impiegate in questo studio. Dunque, 

nell’ipotesi che la struttura porfirinica sia maggiormente porosa è plausibile che si 

possa riscontrare un minore grado di interazione del polimero in conformazione di -

elica all’interno delle cavità idrofobiche del sistema, una condizione necessaria 

affinché avvenga il trasferimento dell’informazione chirale.53 Tra le altre cose, le 

evidenze sperimentali dimostrano che, al variare della concentrazione di tiocianato, 

le dimensioni dei clusters porfirinici sono abbastanza piccole (DH ≈ 200 ± 50 nm). Il 

polimero impiegato in questo studio possiede 95 residui amminoacidici e la 

lunghezza media della singola catena può stimarsi intorno ai 12/14 nm. In base ad 

una comparazione delle dimensioni si può anche presumere che l’interazione delle 

eliche del polipeptide, in strutture ad alta porosità, possa risultare minore (Figura 8). 

Ovviamente le considerazioni fatte sono puramente speculative, una maggiore 

certezza su questo tipo di interazione la si potrebbe avere soltanto effettuando mirati 

esperimenti, in particolare di diffusione quasi elastica della luce (QELS).  
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Figura 8. Rappresentazione schematica della possibile interazione tra clusters porfirinici di 

differente struttura e PGA a diversa massa molecolare.  

In Figura 9 è comunque riportata la correlazione tra il fattore di asimmetria (g) 

ed il corrispondente valore di RLS al variare della concentrazione di NaSCN. 

L’interpretazione dei dati implica, a riscontro di quanto detto, che l’entità di chiralità 

trasferita dal biopolimero ai clusters porfirinici è correlata alla natura degli stessi ed 

al grado di accoppiamento elettronico dei suoi costituenti molecolari. 
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Figura 9. Correlazione tra il fattore di asimmetria (g) e l’intensità del segnale RLS dopo 

l’aggiunta di L-PGA ai clusters porfirinici formato a varie concentrazioni di NaSCN. Condizioni 

sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1-3 mM, [L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, 

pH = 3.8, T = 298 K. Fitting lineare: R2 = 0.952 (linea rossa). I valori dei segnali RLS sono stati corretti 

attraverso   l’Eq. 261 (𝐼𝑅𝐿𝑆)𝑐𝑜𝑟𝑟 = 𝐼𝑅𝐿𝑆 ∙ 10−𝐸𝑥𝑡. 

In linea con quanto detto, in Figura 10 è riportata una comparazione degli spettri CD 

ottenuti con L-PGA a diversa lunghezza di catena e massa molecolare per il sistema 

aggregato indotto alla concentrazione più bassa di NaSCN. La notevole differenza di 

intensità dei segnali induce ragionevolmente a considerare che frammenti peptidici 

più grandi possano interagire più facilmente sulla superficie esterna dei clusters 

porfirinici piuttosto che al loro interno, riducendo l’efficienza dell’induzione chirale 

(Figura 8).  
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Figura 10. Spettri CD ottenuti alla fine del processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg 

(linea rossa) indotto in seguito all’aggiunta di L-PGA di diverso grado di polimerizzazione: DP = 95, 

MW = 14kD (linea blu), DP = 294, MW = 44 kD (linea verde). Condizioni sperimentali:                               

[t-H2Pagg] =    5 M, [NaSCN] = 1 mM, [L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8,          

T = 298 K. 

A pH 3.8, quando il polipeptide adotta una conformazione ad -elica con 

elicità dipendente dalla forma enantiomerica dell’unità di glutammato, i clusters 

porfirinici rispondono prontamente al tipo di conformazione adottata dal polimero 

rivelando due segnali CD speculari corrispondenti all'elica destrorsa e sinistrorsa di 

L- e D-PGA (Figura 11). Comprensibilmente, il diverso effetto Cotton osservato per 

le due conformazioni rappresenta un utile strumento per il riconoscimento della 

chiralità delle proteine. 
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Figura 11. Spettri CD ottenuti alla fine del processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg 

(linea rossa) indotto in seguito all’aggiunta di L-PGA (blu) e D-PGA (verde). Condizioni sperimentali: 

[t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM, [PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8,                      

T = 298 K. 

L'acido poliglutammico è un sistema modello ideale per studiare la transizione -

elica ↔ random coil poiché la sua struttura secondaria è altamente sensibile non solo 

alla temperatura, ma anche al pH.62 Molto interessante è la risposta osservata quando 

i clusters porfirinici interagiscono con la matrice polimerica a pH neutro. In queste 

condizioni sperimentali, il polipeptide adotta una conformazione random coil, meglio 

conosciuta come struttura poliprolina(II) che rappresenta una conformazione 

dominante nello stato denaturato dei peptidi, anche quando non sono presenti proline 

nella sequenza. La transizione conformazionale determina un’inversione dell’elicità 

cosicché l’-elica destrogira del L-PGA è convertita in una struttura secondaria con 

elicità levogira (Figura 4). Quando i clusters porfirinici interagiscono con L-PGA in 

conformazione random coil, gli spettri CD mostrano dei segnali indotti caratterizzati 

da effetti Cotton opposti. In Figura 12 sono riportati gli spettri CD relativi 

all’induzione di chiralità sia nel caso dei clusters formati all’aggiunta di tiocianato 

che nel caso del nitrato. Come si può vedere, mentre la conformazione ad -elica 

induce un intenso segnale con effetto Cotton negativo – positivo – negativo, la 
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conformazione random coil porta alla formazione di un segnale molto debole (oltre 

20 volte) con effetto Cotton inverso. 

 

Figura 3: Spettri CD registrati dopo l’aggiunta di L-PGA, in conformazione di -elica (linea 

blu) o random coil (linea verde), ai clusters porfirinici della t-H2Pagg (linea rossa) formati in seguito 

all’aggiunta di SCN- (a) e NO3
- (b). Inset: ingrandimento di alcuni spettri nella regione 350-550 nm. 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM, [NaNO3] = 25 mM, [PGA] = 100 M 

(-elica: [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8; random coil: pH 7), T = 298 K. 

Quest’ultimo aspetto non è sorprendente ed è riconducibile al fatto che il grado 

di informazione chirale del PGA in una conformazione random coil è molto inferiore 

a quello delle -eliche, e per i sistemi finora studiati, i cromofori che interagiscono 

con questa proteina a pH 7 hanno mostrato segnali ICD marcatamente ridotti come 

conseguenza della transizione da elica a coil.36,52,63 Con l’obiettivo di chiarire meglio 

l’induzione di chiralità tra il PGA e i cluster porfirinici, sono stati condotti degli 

esperimenti di pH-jump finalizzati a commutare la conformazione del polimero più 

volte nello stesso esperimento. Come mostrato in Figura 4 nel caso dell’aggregato 

formato in presenza di NaSCN, il polimero passando dalla conformazione -elica a 

quella random coil (pH 3.8 → 7) promuove un’inversione del segnale CD. Il ripristino 

per acidificazione della conformazione ad -elica (pH 7 → 3.8) determina 

un’ulteriore inversione del segnale CD, caratterizzato da un effetto Cotton analogo al 

segnale originale, ma con un’intensità notevolmente differente. È comunque 

possibile effettuare altri cicli acido/base ottenendo segnali però gradualmente più 
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bassi in intensità. In seguito ad ulteriore acidificazione (pH 3.8 → 0.5) il biopolimero 

risulterà completamente protonato e non potrà avvenire alcuna induzione di chiralità 

anche perché la porfirina, come risultato della distruzione dei clusters preformati, è 

presente nella sua forma diacida come sostanziato dalla presenza di una intensa banda 

B centrata a 444 nm e 2 bande Q posizionate rispettivamente a 602 e 665 nm.  

 

Figura 4. Spettri di estinzione (a) e spettri CD (b) registrati dopo avere aggiunto L-PGA ai 

clusters porfirinici ed indotto le variazioni conformazionali al variare del pH (aggiunte HCl/NaOH). 

Inset: ingrandimento di alcuni spettri nella regione 400-550 nm. t-H2Pagg (linea nera), clusters porfirinici 

(linea rossa), L-PGA a pH 3.8 (linea blu), (i) pH 3.8 → 7 (linea verde), (ii) pH 7 → 3.5 (linea magenta), 

(iii) pH 3.8 → 0.5 (linea gialla). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM,                

[L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 298 K. 

In modo analogo è stato condotto uno studio di pH-jump sull’aggregato 

formato in presenza di NaNO3. Nella Figura 14 viene evidenziato come, passando 

dalla conformazione -elica a quella random coil (pH 3.8 → 7) si ottiene, anche in 

questo caso, una notevole diminuzione in intensità del segnale CD il quale è però 

caratterizzato da un effetto Cotton analogo a quello riscontrato in presenza dell’-

elica. Il ripristino di quest’ultima, mediante acidificazione (pH 7 → 3.8), determina 

naturalmente un aumento dell’intensità del segnale. Anche in questo caso, è possibile 

eseguire dei cicli acido/base ottenendo l’andamento descritto degli effetti Cotton con 

una progressiva diminuzione di intensità del segnale. Come nell’esperimento 

precedentemente descritto, condizioni acide estreme (pH 3.8 → 0.5) determinano la 
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distruzione dell’aggregato porfirinico, la completa protonazione del polipeptide e la 

relativa assenza di segnale CD. 

 

Figura 14. Spettri di estinzione (a) e spettri CD (b) registrati dopo avere aggiunto L-PGA al 

cluster porfirinico ed indotto le variazioni conformazionali al variare del pH (aggiunte HCl/NaOH).        

t-H2Pagg (linea nera), clusters porfirinici (linea rossa), L-PGA a pH 3.8 (linea blu), (i) pH 3.8 → 7 (linea 

verde), (ii) pH 7 → 3.8 (linea magenta), (iii) pH 3.8 → 0.5 (linea gialla). Inset: ingrandimento di alcuni 

spettri nella regione 400-550 nm. Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaNO3] = 25 mM,          

[L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 298 K. 

Gli esperimenti di pH-jump mettono in evidenza un aspetto importante quale 

la ritenzione dell’informazione chirale nel caso dell’interazione dei clusters 

porfirinici preformati con lo ione nitrato e L-PGA in conformazione di -elica.  Con 

le informazioni in nostro possesso, non è però possibile formulare ipotesi a sostegno 

della specificità di tale comportamento rispetto all’analogo sistema con lo ione 

tiocianato, potendo sussistere anche in questo caso, delle motivazioni strutturali 

meritevoli di ulteriori indagini. 

Come già discusso, il controllo della sintesi supramolecolare in acqua è 

fortemente dipendente da effetti gerarchici che possono regolare il percorso 

termodinamico o cinetico delle specie aggregate.64 La metodica di mescolamento 

descritta finora è formalmente denominabile come PL (protein last) ed al fine di 

verificare la sussistenza di un effetto del protocollo di mescolamento si è pensato di 
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effettuare esperimenti procedendo ad aggiungere il biopolimero alla soluzione diluita 

di porfirina piuttosto che agli aggregati preformati (PF - protein first).  

In Figura 15 sono mostrati gli spettri UV/Vis, CD e RLS ottenuti per il 

processo di aggregazione impiegando la metodica di mescolamento PF dai quali si 

evince, all’aggiunta di L-PGA, la formazione istantanea di una specie aggregata 

caratterizzata da una marcata ipocromicità della banda B e dalla presenza di una 

ulteriore componente spostata nel rosso e posizionata a  = 419 nm. La presenza di 

specie aggregate è sostanziata dalla presenza di una moderata componente di segnale 

RLS e dalla presenza nello spettro di dicroismo circolare di un intenso segnale 

leggermente asimmetrico. All’aggiunta di NaSCN le caratteristiche spettroscopiche 

cambiano pervenendo nel tempo alla formazione di una specie aggregata 

caratterizzata da un picco ben definito a  = 450 nm e da una componente residua di 

monomero ( = 419 nm). Il profilo cinetico che caratterizza il processo di 

aggregazione è di tipo stretched ed è riportato nell’inset della Figura 15a. Lo spettro 

RLS corrispondente alla struttura supramolecolare finale è decisamente più intenso, 

così come anche lo spettro CD, una chiara indicazione della formazione di estese 

specie aggregate nelle quali sussiste un forte accoppiamento elettronico tra le unità 

di porfirina. Le evidenze spettroscopiche unitamente ai valori misurati di DLS 

riportati in Tabella 4 suggeriscono la formazione di strutture diverse a seconda del 

tipo di protocollo di mescolamento adoperato. In particolare, l’aggiunta di PGA come 

primo reattivo potrebbe indurre l’aggregazione della porfirina t-H2Pagg con 

formazione di piccoli clusters chirali che, all’aggiunta di NaSCN, successivamente 

assolvono il ruolo di “semi” per la crescita di estesi aggregati che potrebbero formarsi 

sia estendendosi lungo il backbone del polimero (“wrapping type”) o anche 

trasversalmente al sistema templante e quindi verso l’esterno (“pending type”).65-67 
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Figura 15. Spettri UV/vis (a), spettri CD (b) ed RLS (c) relativi alla porfirina t-H2Pagg (linea 

nera), ai clusters porfirinici formati in seguito ad aggiunta di L-PGA (linea rossa) ed all’aggregato finale 

indotto dall’aggiunta di NaSCN (blu). Inset (a): profilo cinetico registrato a 450 di formazione 

dell’aggregato finale indotto dall’aggiunta di NaSCN. La linea rappresenta il fitting ottenuto per mezzo 

dell’Eq. 168 (𝑘𝑠𝑡𝑟𝑒𝑡𝑐ℎ𝑒𝑑 = (9.8 ± 0.1) ∙ 10−2; 𝑛 = 0.4 ± 0.1; 𝑅2 = 0.999). Condizioni sperimentali: 

[t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM, [PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8,                       

T = 298 K. 

Tabella 4: Valori di diametro idrodinamico ottenuti mediante misure DLS e valori del fattore 

di asimmetria (g) in funzione del protocollo di mescolamento. 

Protocollo   DH / nm fattore g 

𝑆𝐶𝑁−   226 ± 6 // 

𝑆𝐶𝑁− → 𝐿 − 𝑃𝐺𝐴   214 ± 16 4.30 ∙ 10−2 

L-PGA   615 ± 59 2.76 ∙ 10−2 

𝑃𝐺𝐴 → 𝑆𝐶𝑁−   849 ± 56 5.67 ∙ 10−2 

Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM, [PGA] = 100 M, [tampone 

acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 298 K. 
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In Figura 16 è mostrata un ulteriore peculiarità del sistema aggregato realizzato con 

protocollo di mescolamento PL e che mette in evidenza l’insorgenza di possibili 

effetti di cooperatività nel momento in cui il polimero viene introdotto mediante 

aggiunte graduali piuttosto che “one pot”. Il dato di maggiore impatto è senz’altro 

l’entità del trasferimento di chiralità dal polimero all’aggregato preformato che risulta 

meno efficiente nel caso di aggiunte graduali di inducente chirale. Questa risultanza 

potrebbe essere correlata ad una differenza strutturale tra le specie cui si perviene in 

linea con i dati DLS che evidenziano una dimensione degli aggregati piuttosto 

marcata. 

 

Figura 16. Spettri CD ottenuti alla fine del processo di aggregazione della porfirina t-H2Pagg 

indotto tramite aggiunte graduali (a) e per aggiunta diretta (b) di L-PGA. [PGA] = 1 M (linea rossa),  

5 M (linea verde), 10 M (linea marrone), 20 M (linea azzurro), 50 M (linea magenta), 100 M 

(linea blu). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM, [L-PGA] = 100 M, 

[tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, T = 298 K. (a) DH = 925 ± 32, g = 5.3 ∙ 10−3 (linea blu); (b) DH 

= 226 ± 16, g = 4.3 ∙ 10−2 (linea blu). 
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4.2.2 – Impiego di altri polimeri 

Dopo aver indagato il ruolo espletato dal PGA nel processo di induzione della 

chiralità agli aggregati preformati di t-H2Pagg indotti da sale, è stato condotto un 

veloce screening di altri polimeri chirali dotati di carica negativa al fine di potere 

valutare la pianificazione di ulteriori studi che però, esulano da questo elaborato di 

tesi. Oltre al PGA, si è evidenziata un’interazione dei clusters preformati di porfirina 

anche con i polimeri rappresentati in Figura 17.   

 

Figura 17. Struttura molecolare dei polimeri chirali impiegati nell’interazione con i clusters 

porfirinici. 

Come mostrato in Figura 18 lo ialuronato e l’alginato sodico interagiscono con 

i clusters porfirinici preformati portando ad alcune modifiche dei profili degli spettri 

UV/Vis, ma l’aspetto più significativo è che essi sono in grado di trasferire la loro 

informazione chirale determinando la comparsa di bande CD moderatamente intense 

caratterizzate da un effetto Cotton di tipo negativo – positivo – negativo con un 

profilo asimmetrico analogo a quanto si verifica con L-PGA. 
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Figura 18. Spettri UV/Vis (a) e spettri CD (b) della porfirina t-H2Pagg (linea nera) e dei clusters 

porfirinici formato utilizzando NaSCN (linea rossa) e dopo l’aggiunta dei seguenti polimeri: L-PGA 

(linea blu), CMC (linea gialla), HA (linea verde), ALG (linea viola). Inset (a): ingrandimento di alcuni 

spettri nella regione 400-550 nm. Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM,               

T = 298 K, [polimero]: (i) [L-PGA] = 100 M; [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8; (ii)                         

[CMC] = 1 M,   pH = 10; (iii) [HA] = 1 M, pH = 7; (iv) [ALG] = 1 mM. 
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4.2.3 - Formazione di eteroaggregati chirali  

Negli ultimi anni sono stati condotti numerosi studi rivolti alla comprensione 

dei processi di memoria chirale di aggregati di porfirine e alcuni di questi fanno 

riferimento alla formazione di eteroaggregati ternari chirali formati da porfirine di 

natura diversa aggregate su matrici polimeriche otticamente attive.35-38,67,69-72 Sulla 

base di quanto già presente in letteratura, dopo aver studiato il processo di 

trasferimento di chiralità tra L-PGA ed i clusters porfirinici, si è pensato di effettuare 

degli studi al fine di impiegare tale struttura come templante cationico chirale per 

indurre la formazione di aggregati J chirali della porfirina tetraanionica TPPS4 in 

condizioni inusuali. La formazione del sistema ternario, così come descritto, può in 

linea di principio essere realizzata per mezzo di due diversi protocolli di 

mescolamento che sono qui di seguito indicati:  

mix 1: t-H2Pagg → NaSCN → L-PGA (pH 3.8) → TPPS4 → pH 2.5 

mix 2: t-H2Pagg → NaSCN → pH 3.8 → TPPS4 → pH 2.5 → L-PGA 

Nel primo, si ha la formazione del cluster porfirinico chirale secondo le modalità 

descritte in questo capitolo e si procede all’aggiunta della porfirina TPPS4 e 

successivamente si abbassa il pH (per mezzo di HCl) fino a raggiungere le condizioni 

di acidità appropriate per indurre la formazione dell’aggregato J su matrice templante. 

La seconda metodica di mescolamento prevede l’aggiunta dell’inducente chirale 

soltanto alla fine. 

In Figura 19 sono mostrati i risultati ottenuti impiegando il primo protocollo 

di mescolamento (mix 1). Una volta che si sono formati i clusters porfirinici chirali 

(linea blu), la loro superficie presenta un eccesso di cariche positive residue che 

permettono l’interazione con la porfirina tetraanionica TPPS4. Quest’ultima, 

risentendo delle condizioni di acidità adottate per la stabilizzazione dell’-elica del 

L-PGA (pH 3.8) immediatamente si converte nella corrispondente specie diacida 
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H2TPPS4
2- (linea verde) la cui banda B è posizionata a 434 nm. L’interazione appena 

descritta ha il pregio di non essere ostacolata dalla forza ionica che risulta essere 

piuttosto bassa.  Abbassando ulteriormente il pH fino al valore di 2.5, si determina 

l’istantanea formazione di una banda UV/Vis centrata a 490 nm attribuibile alla 

formazione dell’aggregato J della TPPS4 e la cui intensità cresce nel tempo secondo 

il profilo cinetico riportato nella Figura 20. Le condizioni di acidità adottate non 

determinano la disaggregazione dei clusters porfirinici e sono tali che, la formazione 

di aggregato J in bulk, generalmente non viene osservata. Questo tipo di 

eteroaggregato è abbastanza stabile nel tempo ed è stato dimostrato che specie 

similari esibiscono una notevole inerzia (cinetica e termodinamica) dovuta alla forza 

e al numero delle interazioni coulombiane tra le porfirine.35-38,69,72 Per quanto riguarda 

la porfirina t-H2Pagg, (pKa 2.8), una volta che essa è parte integrante di un sistema 

cresciuto sotto controllo gerarchico è dunque in grado di esibire una stabilità alla 

variazione di pH ben diversa da quella in bulk. La presenza di aggregati J è 

ulteriormente confermata dagli spettri RLS riportati in Figura 19b, i quali evidenziano 

un picco intenso e ben definito, centrato a 500 nm.     

 

Figura 19. Spettri UV/Vis (a) e spettri RLS (b) per il processo di formazione dell’eteroaggregato 

secondo il mix1: t-H2Pagg (linea nera), clusters porfirinici ottenuti con NaSCN (linea rossa), in presenza 

di L-PGA (linea blu), aggiunta di TPPS4 a pH 3.8 (linea verde), aggregato J di TPPS4 su clusters 

porfirinici a pH 2.5 (linea viola). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM,                 

[L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, [TPPS4] = 3 M, pH 2.5, T = 298 K. 
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Figura 20. Variazione spettrale UV/Vis e corrispondente profilo cinetico per la formazione 

dell’aggregato J della porfirina TPPS4 sui clusters della porfirina t-H2Pagg al variare delle condizioni di 

acidità (pH 3.8 → 2.5). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM,                                

[L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, [TPPS4] = 3 M, T = 298 K. Nell’inset la 

linea rappresenta il fitting ottenuto per mezzo dell’Eq.168 sul profilo cinetico registrato a  

(𝑘𝑠𝑡𝑟𝑒𝑡𝑐ℎ𝑒𝑑 = (5.0 ± 0.1) ∙ 10−3 ∙ 𝑠−1; 𝑛 = 0.4 ± 0.1; 𝑅2 = 0.999). 

In Figura 21 sono mostrati gli spettri CD corrispondenti alla formazione di 

alcune delle specie che sono state descritte: i clusters porfirinici preformati non 

presentano alcuna attività ottica, ma all’aggiunta di L-PGA si ha il trasferimento 

dell’informazione chirale con formazione di un intenso segnale dicroico con un 

profilo negativo – positivo - negativo che all’aggiunta di TPPS4, rimane pressoché 

inalterato nelle condizioni di pH pari a 3.8.  In condizioni più acide, come detto, si ha 

la formazione dell’aggregato J come sostanziato dallo spettro CD che presenta un 

profilo ben più complesso determinato dalla contemporanea presenza di due specie 

otticamente attive ed in comunicazione elettronica tra loro quali i clusters della 

porfirina t-H2Pagg e la struttura, presumibilmente di tipo rod-like, della TPPS4. Per 

escludere un eventuale modulazione del profilo dello spettro dalla presenza di 

artefatti sperimentali imputabili a scattering differenziale, le misure CD sono state 

rigorosamente condotte anche a varie distanze dal fototubo. 
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Figura 21. Spettri CD relativi ad alcune specie ottenute nel processo di formazione 

dell’eteroaggregato secondo il mix1: clusters porfirinici ottenuti con NaSCN (linea rossa), in presenza 

di L-PGA (linea blu), aggiunta di TPPS4 (linea verde), aggregato J di TPPS4 sui clusters porfirinici (linea 

viola). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM, [L-PGA] = 100 M, [tampone 

acetato] = 2 mM, pH = 3.8, [TPPS4] = 3 M, pH 2.5, T = 298 K. 

In Figura 22a sono mostrati i risultati ottenuti impiegando il secondo protocollo di 

mescolamento (mix 2). In questo caso il supporto templante è costituito dai clusters 

porfirinici preformati (linea rossa) che non sono chirali a causa dell’assenza di L-

PGA che in questo protocollo costituisce l’ultimo reattivo da aggiungere. 

L’abbassamento del pH al valore di 3.8 non determina alcuna variazione dal punto di 

vista spettroscopico. In queste condizioni la porfirina TPPS4 può interagire con i 

clusters achirali della t-H2Pagg che, tra l’altro, saranno dotati di una carica positiva 

netta maggiore rispetto al mix 1 causa l’assenza di L-PGA. In tal senso, un pronto 

riscontro si ha dalla constatazione, all’aggiunta della porfirina tetraanionica, 

dell’immediata formazione dell’aggregato J (linea verde). Il profilo spettrale 

evidenzia la presenza rispettivamente di: (i) una larga componente di specie diacida 

H2TPPS4
2- (434), (ii) clusters della porfirina t-H2Pagg (450,) e (iii) aggregato J della 

TPPS4 (490). Il profilo spettrale evolve nel tempo (≈ 20’) verso l’ulteriore formazione 

di aggregato J con diminuzione della specie monomerica diacida (linea viola). Queste 

evidenze sperimentali trovano riscontro nei corrispondenti spettri RLS riportati in 

Figura 22b dai quali si evince la formazione dell’aggregato J dalla presenza di un 

intenso picco posizionato a circa 500 nm. L’aspetto però più significativo è che la 
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successiva aggiunta dell’inducente chirale non determina alcuna variazione delle 

caratteristiche spettroscopiche menzionate, né porta alla comparsa di segnali di 

dicroismo circolare. È quindi presumibile che, in queste condizioni sperimentali, per 

effetto di schermo determinato dalla precedente aggiunta della porfirina 

tetraanionica, i clusters preformati della porfirina t-H2Pagg siano di fatto inaccessibili 

al PGA il quale tra l’altro non trasferisce chiralità neanche all’aggregato J in quanto 

già formato in soluzione. Viste le risultanze sperimentali, si è ritenuto non necessario 

procedere ad un ulteriore abbassamento del pH come nel caso del mix 1.  

 

Figura 22. Spettri UV/Vis (a) e spettri RLS (b) per il processo di formazione dell’eteroaggregato 

secondo il mix 2: t-H2Pagg (linea nera), clusters porfirinici ottenuto con NaSCN (linea rossa), aggiunta 

di TPPS4 t = 0 (linea verde) e t = 20’ (linea viola). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M,           

[NaSCN] = 1 mM, [L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, [TPPS4] = 3 M, pH 2.5,                          

T = 298 K. 

Al fine di dimostrare come la realizzazione di strutture eteroaggregate così 

complesse è dovuta all’instaurarsi di delicati equilibri ascrivibili ad interazioni di 

natura debole, si è pensato di procedere alla disaggregazione del sistema. Per 

supportare questa ipotesi, si è voluta verificare la stabilità del sistema ottenuto 

mediante il mix 2 attraverso l’aggiunta di uno “scavenger” di specie cationiche come 

il polivinilsolfonato (PVS). Come già discusso nel capitolo 2, il PVS è un 

polielettrolita ad alta densità di carica in grado di condensare efficacemente cationi 

di carica opposta in soluzione73 ed è già stato impiegato con successo per 

disassemblare aggregati J supramolecolari della porfirina TPPS4 templati da specie 
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cationiche quale spermina74 o il complesso esamminocobalto(III) [Co(NH3)6]
3+.75 In 

Figura 23a viene mostrato come, in seguito all’aggiunta di basse concentrazioni di 

polielettrolita (100 M) ed a pH 2.8, la struttura supramolecolare è soggetta ad un 

processo di disaggregazione. Il corrispondente profilo cinetico è riportato in Figura 

23b e conduce alla formazione di una specie la cui banda B è posizionata a 437 nm. 

Tale banda di assorbimento, in base ai risultati di deconvoluzione effettuati e riportati 

in Figura 24, è imputabile alla formazione della specie diacida della TPPS4 (434 nm) 

e della t-H2Pagg (444 nm).  

 

Figura 23. Variazione degli spettri UV/Vis (a) e relativa traccia cinetica reggistrata a 490 nm 

(b) per il processo di disaggregazione promosso dall’aggiunta di PVS. Condizioni sperimentali:                

[t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM, [TPPS4] = 3 M, [PVS] = 0.1 mM, pH = 2.8, T = 298 K. La linea 

rappresenta il fitting ottenuto per mezzo dell’Eq.168 (𝑘𝑠𝑡𝑟𝑒𝑡𝑐ℎ𝑒𝑑 = (3.0 ± 0.1) ∙ 10−3 ∙ 𝑠−1; 𝑛 = (6.7 ±

0.1) ∙ 10−1; 𝑅2 = 0.999). 

È interessante notare come il PVS riesce a procedere alla disaggregazione 

soltanto ad un pH inferiore a quello a cui si è formato l’eteroaggregato. Da un’attenta 

analisi sia dei profili degli spettri UV/Vis che di quelli RLS degli aggregati J formati 

con entrambi i protocolli di mescolamento, sembrerebbe che le strutture che si 

formano siano di tipo rod-like, ragione per la quale l'accoppiamento elettronico dei 

cromofori può essere descritto secondo il modello degli eccitoni di Frenkel.76-79  
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Figura 24. (a) Deconvoluzione dello spettro UV/Vis registrato dopo la cinetica di 

disaggregazione con PVS (linea nera) e (b) relativi residui. Spettro osservato (linea nera); spettro 

calcolato (linea rossa); banda calcolata relativa alla specie H2TPPS4
2- (434 - linea blu); banda calcolata 

relativa alla specie diacida della t-H2Pagg (444 - linea verde) e componenti vibroniche delle due porfirine 

(411 - linea viola; 418 - linea arancione). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M,                          

[NaSCN] = 1 mM, [TPPS4] = 3 M, [tampone acetato] = 2 mM, [PVS] = 0.1 mM, pH = 3.8, T = 298 K. 

Tuttavia, tutti gli studi di disaggregazione promossi da PVS presenti in 

letteratura sono stati dimostrati su aggregati J il cui modello è riconducibile ad un 

meccanismo di accoppiamento dipolare,74,75 non riuscendo il polimero ad agire su 

aggregati nanotubulari. Queste informazioni sono importanti perché ci inducono a 

pensare che gli aggregati J sul sistema eteroaggregato potrebbero essere del tipo 

“pending type” o “rapping type” e comunque formati grazie all’ausilio dei clusters 

della porfirina cationica la cui superficie dovrebbe agire da collante elettrostatico per 

quanto concerne lo sviluppo dei semi iniziali dei nanoaggregati. Tenendo in 

considerazione che il valore di pH (3.8) a cui si forma l’aggregato J è assolutamente 
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inusuale, condizioni di maggiore acidità non dovrebbero in alcun modo essere di 

ausilio per promuoverne la disaggregazione. Piuttosto, la presenza del polimero 

unitamente ad una maggiore concentrazione idrogenionica, potrebbero determinare 

le condizioni per la protonazione della porfirina t-H2Pagg e la susseguente 

disaggregazione dei clusters che “ancorano” l’aggregato J il quale viene anch’esso 

ad essere contestualmente demolito.  

I clusters della porfirina t-H2Pagg formati in seguito ad aggiunta di NaSCN e gli 

eteroaggregati ottenuti mediante l’impiego del protocollo di mescolamento mix 1, 

sono stati depositati su dei vetrini al fine di potere visualizzare i campioni per mezzo 

della microscopia ottica. In Figura 25 è riportata un’immagine dei clusters della 

porfirina t-H2Pagg ottenuta mediante un ingrandimento 40x e da cui si evince la 

formazione di strutture di tipo dendritico. In Figura 26 è riportata l’immagine ottica 

per il sistema eteroaggregato unitamente allo spettro UV/Vis ottenuto con l’ausilio di 

fibre ottiche. L’immagine sembrerebbe rendere più plausibile la formazione di 

aggregati J nanotubulari “pending type” che si propagano a partire da una struttura 

aggregata più complessa.  Da un’attenta analisi dello spettro si evince la copresenza 

della banda a 450 nm relativa ai clusters della porfirina t-H2Pagg e la banda a 490 nm 

ascrivibile all’aggregato J della porfirina TPPS4.   
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Figura 25. Immagine ottica (40x) dei clusters porfirinici. Condizioni sperimentali:                         

[t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM, [L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8,            

[TPPS4] = 3 M, pH 2.5, T = 298 K. 

 

Figura 26. (a) Immagine ottica dell’eteroaggregato (40x) e (b) spettro UV/Vis registrato 

utilizzando una fibra ottica. Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [NaSCN] = 1 mM,                          

[L-PGA] = 100 M, [tampone acetato] = 2 mM, pH = 3.8, [TPPS4] = 3 M, pH 2.5, T = 298 K. 
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4.3 - Conclusioni 

La porfirina dicationica trans-bis(N-metilpiridinio-4-il)difenilporfirina (t-

H2Pagg) a bassa concentrazione di sale (NaSCN, NaNO3) è in grado di dare luogo a 

fenomeni di self-assembling che determinano la formazione di estesi aggregati in 

soluzione la cui dimensione varia in funzione dell’anione.  I clusters porfirinici 

preformati sono otticamente inattivi ed in virtù della loro carica netta, sono in grado 

di interagire mediante interazioni elettrostatiche con alcuni polimeri chirali carichi 

negativamente, i quali sono in grado di trasferire l’informazione chirale alla struttura 

precostituita. Gli studi condotti hanno evidenziato come il poliglutammato (PGA), 

sia in conformazione di -elica che random coil, è in grado interagire in modo 

ottimale con il templante cationico. L’induzione di chiralità è evidenziata dalla 

comparsa di un segnale CD bisegnato nella regione di assorbimento della banda B 

del cromoforo ed è caratterizzato da un effetto Cotton il cui segno dipende dalla 

conformazione adottata dal polimero. Dunque, i risultati sperimentali dimostrano che 

i clusters porfirinici della t-H2Pagg si comportano da sonda chirottica la cui sensibilità, 

inoltre, varia in funzione della loro struttura e dimensione, parametri determinati dalla 

natura del sale impiegato nel promuovere il processo cinetico di aggregazione. Gli 

esperimenti di pH-jump hanno evidenziato un altro aspetto importante quale la 

ritenzione dell’informazione chirale nel caso dell’interazione dei clusters porfirinici 

preformati con lo ione nitrato e L-PGA in conformazione di -elica. Il controllo della 

sintesi supramolecolare in acqua è un processo fortemente dipendente da effetti 

gerarchici e, per il sistema studiato, ciò è stato evidenziato utilizzando due diversi 

protocolli di mescolamento, formalmente denominati PF (protein first) e PL (protein 

last) a seconda se L-PGA viene introdotto come primo o ultimo componente nella 

successione delle aggiunte dei reattivi per la preparazione dei campioni. I clusters 

preformati della porfirina t-H2Pagg sono stati successivamente impiegati come 

templante cationico per indurre la formazione di aggregati J della porfirina 

tetraanionica TPPS4 in condizioni inusuali. Gli eteroaggregati che si determinano in 
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soluzione sono stabili nel tempo ed esibiscono chiralità sulla base della gerarchicità 

del loro processo di formazione. Più specificatamente, sono stati individuati due 

diversi protocolli di mescolamento che prevedono rispettivamente (i) l’aggiunta 

dell’inducente chirale ai clusters preformati della porfirina t-H2Pagg e (ii) l’aggiunta 

dell’inducente chirale soltanto come ultimo reattivo. Nel primo caso, la porfirina 

tetraanionica TPPS4 interagisce con una struttura otticamente attiva in grado di 

trasferire l’informazione chirale anche ai costituendi aggregati J; nel secondo caso, 

l’inducente chirale viene aggiunto all’eteroaggregato precostituito otticamente 

inattivo e le risultanze sperimentali evidenziano la mancata interazione del 

biopolimero con il sistema supramolecolare, non riscontrando attività ottica né a 

livello dei clusters della porfirina t-H2Pagg né degli aggregati J della porfirina TPPS4. 

L’immagine ottica dell’eteroaggregato chirale mostra la presenza di una struttura 

dendritica con delle strutture filiforme potenzialmente riconducibili agli aggregati J 

così come sostanziato dall’analisi UV/Vis effettuata con l’ausilio di fibre ottiche. La 

stabilità e la natura non covalente delle interazioni nel sistema eteroaggregato sono 

state testate tramite esperimenti di disaggregazione condotti con un polielettrolita ad 

alta densità di carica riconducendo il sistema alla miscela delle forme diacide delle 

due porfirine. 
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4.4 - Sezione sperimentale 

Materiali e preparazione dei campioni 

La porfirina trans-bis(N-metilpiridinio-4-il)difenilporfirina (t-H2Pagg) come 

cloruro e la porfirina meso-tetrakis(4-solfonatofenil)porfirina (TPPS4) come sale 

sodico sono state acquistate rispettivamente dalla Mid-Century Chemicals e Aldrich 

& Co. e sono state impiegate come ricevute, senza ulteriori purificazioni. I sali ed i 

polimeri impiegati sono stati acquistati dalla ditta Aldrich & Co. ed utilizzati come 

ricevuti. Il poliglutammato sodico (PGA) impiegato è di diverso grado di 

polimerizzazione: DP = 95 (D e L) e DP = 294 (L). Il PGA più corto ha una massa 

molecolare Mw ∼14400 g/mol per un totale di 95 residui amminoacidici e una 

lunghezza media della singola catena, ricavata tramite misure di scattering di luce, 

compresa tra 100 e 135 Å. Il PGA più lungo ha una massa molecolare Mw ∼ 44400 

g/mol per un totale di 294 residui amminoacidici. La concentrazione di una soluzione 

stock di polimero, espressa come moli di residui amminoacidici per litro, è stata 

determinata tramite spettrofotometria UV/Vis misurando l’assorbanza a 205 nm ed 

impiegando il valore di  relativo alla conformazione di -elica del polipeptide in 

tampone acetato (205 =2.15 ∙ 103 cm-1 M-1 pH= 4.5).57  L’acido alginico come sale 

sodico (ALG) a bassa viscosità ha un rapporto M/G = 0.66 e il 63% di acido 

glucoronico. La carbossimetilcellulosa sodica (CMC), ha massa molecolare Mw ∼ 

90,000 g/mol con 0.7 gruppi carbossimetilici per unità di anidroglucosio. Lo 

ialuronato di sodio (HA), ha massa molecolare compresa tra i 600 - 700 kDa. Per 

quanto concerne il polivinilsolfonato di sodio (PVS), il peso molecolare del residuo 

monomero è di 130.1 g/mol ed il peso molecolare medio di ogni catena è circa 4943.7 

g/mol il che implica una media di 38 residui per catena. Le concentrazioni delle 

soluzioni dei vari polimeri sono espresse come moli di unità di monomero per litro. 

Le concentrazioni delle soluzioni acquose madre di porfirina sono state determinate 
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misurando il valore dell’assorbanza in corrispondenza del picco della banda B (t-

H2Pagg
80: 𝜀419 = 2.4 ∙ 105 𝑀−1𝑐𝑚−1; TPPS4

81: 𝜀414 = 5.3 ∙ 105 𝑀−1𝑐𝑚−1). 

Soluzioni stock di porfirina sono state preparate sciogliendo i rispettivi solidi in acqua 

purificata millipore e sono state conservate al riparo dalla luce ed utilizzate entro una 

settimana dalla loro preparazione. In generale, tutte le soluzioni impiegate in questo 

studio sono state preparate impiegando acqua in fiale per preparazioni iniettabili 

acquistate dalla Galenica Senese. Tutte le condizioni di pH citate sono state ottenute 

per mezzo di tampone acetato e, dove necessario, per mezzo dell’aggiunta di acido 

cloridrico o idrossido di sodio di appropriata concentrazione. 

Misure spettroscopiche 

Gli spettri di assorbimento UV/Vis sono stati eseguiti su uno spettrofotometro 

Agilent mod. 8453 a matrice di diodi utilizzando cuvette di quarzo con cammino 

ottico da 1 cm. Un filtro UV (Hoya UV-34, cut-off: 340 nm) è stato impiegato in tutte 

le misure al fine di tagliare la componente ultravioletta della sorgente luminosa così 

da prevenire fenomeni di fotodegradazione delle porfirine. L’analisi dei profili 

cinetici è stata effettuata per mezzo di una regressione non lineare dei dati di 

assorbimento impiegando l’equazione:68 

𝐸 = 𝐸0 + (𝐸𝑖𝑛𝑓 − 𝐸0)(1 − 𝑒−(𝑘𝑡)𝑛
)                                                                                    (𝐄𝐪. 𝟐) 

I calcoli di deconvoluzione degli spettri di estinzione sono stati condotti 

mediante software PeakFit® utilizzando la funzione 1 denominata “Gaussian 

Amplitude” i cui parametri sono qui riportati.  

𝑦 = 𝑎0𝑒𝑥𝑝 (−
1

2
(

𝑥 − 𝑎1

𝑎2
)

2

)                                                                                               (𝐅𝐮𝐧𝐳. 𝟏) 

𝑎0 = 𝑎𝑚𝑝𝑖𝑒𝑧𝑧𝑎 

𝑎1 = 𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 𝑏𝑎𝑛𝑑𝑎 

𝑎2 = 𝑙𝑎𝑟𝑔ℎ𝑒𝑧𝑧𝑎 (> 0) 
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Gli spettri di resonance light scattering (RLS) sono stati effettuati per mezzo 

di uno spettrofluorimetro Jasco FP-750 equipaggiato con un fotomoltiplicatore 

Hamamatsu R928 e dotato di una lampada Xenon da 150 W. Gli esperimenti sono 

stati eseguiti adottando un assetto di rilevamento ad angolo retto82 e gli spettri sono 

stati corretti per l’assorbimento dei campioni mediante l’equazione:61 

(𝐼𝑅𝐿𝑆)𝑐𝑜𝑟𝑟 = 𝐼𝑅𝐿𝑆 ∙ 10−𝐸𝑥𝑡                                                                                                       (𝐄𝐪. 𝟐) 

Gli spettri di dicroismo circolare (CD) sono stati registrati con uno 

spettropolarimetro JASCO J-720, equipaggiato con una lampada xenon a 450 W. 

L’ellitticità è stata ottenuta attraverso calibrazione dello strumento con una soluzione 

acquosa al 0.06% di acido R-canforsolfonico. Gli spettri CD sono stati corretti dal 

contributo della cella e del solvente. Al fine di quantificare il segno e l’entità della 

chiralità supramolecolare è stato calcolato il fattore di asimmetria g = / = A/A58 

dove A = Ѳ/32980, dove A = unità di assorbanza e Ѳ = ellitticità in mdeg. 

 Le misure del diametro idrodinamico medio (DH) e della larghezza della 

distribuzione (PdI) sono state effettuate da uno Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Instrument, Malvern, Regno Unito) a 298K in acqua ultrapura. I risultati sono 

riportati come media di tre misurazioni separate ± le deviazioni standard.  

Le misure di pH sono state condotte mediante un phmetro Metrohm 744 pH 

meter utilizzando un elettrodo a vetro combinato con un microelettrodo. Gli 

esperimenti cinetici sono stati effettuati con l’ausilio del portacampione termostato 

dello strumento e lasciando equilibrare la temperatura (con accuratezza di ± 0.1 K) 

per almeno 20 minuti prima di procedere all’avvio di ogni run cinetico.  
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5.1 - Introduzione  

L'importanza degli assemblies multiporfirinici trova origine, in primo luogo, 

dagli esempi in natura e dai numerosi sistemi basati su assetti costituiti da più 

porfirine disposte in modo da avere una geometria ben controllata e da esibire 

proprietà elettroniche e/o catalitiche esattamente definite. La progettazione di 

architetture porfiriniche multicomponente tramite interazioni non covalenti quali 

interazioni idrofobiche, legami idrogeno e legami di coordinazione (interazione 

metallo-ligando) ha il vantaggio di potere utilizzare un “approccio modulare”. I 

frammenti relativamente piccoli e facili da preparare possono essere realizzati 

separatamente ed in un secondo momento, questi “moduli” possono essere riuniti e 

disposti nello spazio a piacimento, per ottenere un sistema complesso. Ovviamente 

per il chimico costituisce una sfida affascinante costruire matrici di componenti ad 

alto ordine secondo questa metodologia, e comunque la progettazione risulta difficile 

perché la coesione e la geometria dell'architettura finale dipendono esclusivamente 

da interazioni deboli. Sono state dimostrate diverse modalità di assembling 

supramolecolare sfruttando la funzionalità e la direzionalità dei gruppi di 

riconoscimento, la geometria planare-quadrata del macrociclo porfirinico e l'uso di 

ioni metallici e ligandi organici esterni per indurre la coordinazione.1 Il processo 

richiede “building blocks” (o “tectons”) opportunamente predisposti che, in virtù 

della loro struttura e funzionalità, sono in grado di assemblarsi spontaneamente e 

generare anche vaste reti molecolari che possono espandersi nelle tre dimensioni.2,3 

Tra i vari “tectons” di natura organica dunque le porfirine meso-sostituite rivestono 

un ruolo molto interessante4-6 non soltanto perché offrono proprietà fotofisiche ed 

elettrochimiche facilmente modulabili, ma anche perché il numero delle possibili 

interazioni è ridotto ed è tale da limitare combinazioni che porterebbero a strutture 

non desiderate. Questo tipo di molecole, è stato ampiamente utilizzato con approccio 

covalente e non, per la formazione di architetture discrete7-14 o anche di networks a 

coordinazione illimitata.4,15-18 In questo contesto, la porfirina trans-bis(N-
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metilpiridinio-4-il)difenilporfirina (t-H2Pagg), caratterizzata dalla presenza di due 

cariche positive sui residui N-metilpiridinio nelle posizioni 5-15 dell’anello 

porfirinico offre la possibilità di potere progettare, tramite interazione con opportune 

specie di carica opposta, la formazione di aggregati aventi geometrie ben definite. 

Una specie idonea in tal senso si è rivelata essere il sale disodico dell'acido 4,4'-

bifenildisolfonico (DPDS) (Figura 1) che permette la formazione di estese strutture 

aggregate nelle quali l’accoppiamento elettronico tra le porfirine è molto forte in 

accordo con la formazione di strutture di tipo J. 

 

Figura 1. (a) Struttura molecolare della porfirina t-H2Pagg e (b) del DPDS con relativa struttura 

tridimensionale.  
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5.2 - Risultati e discussione 

5.2.1 - Caratterizzazione spettroscopica del sistema  

t-H2Pagg – DPDS 

La porfirina t-H2Pagg è caratterizzata da una banda di Soret centrata a 419 nm 

e quattro bande Q posizionate rispettivamente a 519, 559, 581 e 641 nm (Figura 2a). 

Lo spettro di emissione di fluorescenza mostra un tipico profilo a doppia banda con i 

massimi centrati a 667 e 716 nm (Figura 2b). L’aggiunta di DPDS ad una soluzione 

acquosa contenente t-H2Pagg porta all’immediata formazione di una specie 

contraddistinta da una netta variazione di tutte le caratteristiche spettroscopiche. Più 

specificatamente, lo spettro UV/Vis evidenzia la presenza di un marcato splitting 

eccitonico potendo osservare rispettivamente: (i) un notevole spostamento 

batocromico sia della banda B ( = 35 nm) che delle bande Q (526, 562, 597 e 651 

nm) con la banda principale che ha peculiarità di essere molto intensa e stretta; (ii) la 

formazione di una nuova banda a più alta energia e posizionata a 402 nm ( = 17). 

Il corrispondente spettro di emissione di fluorescenza presenta sempre un profilo a 

doppia banda ma il rapporto relativo delle stesse risulta ampiamente modificato e con 

la banda a minore energia più spostata nel rosso ( = 11 nm). Queste evidenze 

sperimentali sono in accordo con la formazione di una componente J (a minore 

energia) e di una componente H (a più alta energia) come risultato dello splitting 

eccitonico. Esperimenti di resonance light scattering (RLS) sostanziano questa 

ipotesi potendo riscontrare la formazione di un intenso segnale con il profilo dello 

spettro caratterizzato da un massimo leggermente spostato nel rosso ( = 463 nm) 

rispetto alla regione di assorbimento della banda principale, in stretta analogia con 

ciò che si verifica con gli aggregati J della porfirina TPPS4. Contrariamente a questi 

ultimi, il dato più interessante di questa specie è il mantenimento dell’emissione di 
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fluorescenza come, tra l’altro, anche evidenziato dai risultati ottenuti su dei campioni 

depositati su vetrini ed osservati al microscopio. 

 

Figura 2. Spettri UV/Vis (a), di emissione di fluorescenza (b) e di RLS (c) della porfirina t-

H2Pagg (linea nera) e spettri registrati dopo l’aggiunta di DPDS (linea rossa). Nell’inset sono riportati gli 

ingrandimenti dei medesimi spettri nella regione 500-750 nm. Condizioni sperimentali:                                

[t-H2Pagg] = 5 M, [DPDS] = 50 M, T = 293 K, exc = 519 nm. 

In Figura 3 è mostrata una comparazione delle immagini ottiche acquisite in 

trasmissione ed in fluorescenza mentre in Figura 4 sono riportati gli spettri 

corrispondenti ai campioni depositati e registrati utilizzando una fibra ottica.  
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Figura 3. Immagini ottiche (40X) dell’aggregato formato dalla porfirina t-H2Pagg e dal DPDS, 

ottenute mediante microscopia a trasmissione (a) e di fluorescenza (b). Condizioni sperimentali:              

[t-H2Pagg] = 5 M, [DPDS] = 50 M, T = 293 K, exc = 519 nm. 

 

Figura 4. Spettro UV/Vis (a) e spettro di emissione di fluorescenza (b) registrati utilizzando una 

fibra ottica. Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [DPDS] = 50 M, T = 293 K, exc = 519 nm. 

Al fine di valutare i rapporti di concentrazione per i quali tutte le unità 

monomeriche della porfirina sono convertite nell’aggregato è stata condotta una 

titolazione con DPDS. Ad ogni aggiunta la reazione è istantanea e la conversione 

completa del monomero in aggregato risulta a concentrazione di un ordine superiore 

al rapporto stechiometrico in carica trovando un rapporto minimo porfirina/DPDS 

5/50 M. In queste condizioni la specie che si forma è stabile per giorni, mentre a 

concentrazione più elevata di DPDS il sistema risulta instabile e macroscopicamente 

si avverte incipienza di precipitazione come sostanziato dalla marcata ipocromicità 

degli spettri UV/Vis caratterizzati da un leggero scodamento sul rosso della banda e 

da un innalzamento della linea di base in tutto l’intervallo spettrale. Gli spettri di 
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emissione di fluorescenza risultano parzialmente estinti in intensità così come i 

segnali degli spettri RLS.  

 

Figura 5. Spettri UV/Vis (a), di emissione di fluorescenza (b) e spettri RLS (c) relativi ad una 

titolazione della porfirina t-H2Pagg (linea nera) condotta al variare della concentrazione di legante 

anionico: [DPDS] = 5 M (linea rossa), [DPDS] = 10 M (linea blu), [DPDS] = 25 M (linea verde), 

[DPDS] = 50 M (linea magenta); [DPDS] = 75 M (linea gialla), [DPDS] = 100 M (linea azzurra), 

[DPDS] = 150 M (linea arancione), [DPDS] = 200 M (linea marrone). Nell’inset sono riportate le 

intensità delle bande a 454 nm (rosso) e a 419 nm (nero). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, 

[DPDS] = 5 - 200 M, T = 293 K, exc = 519 nm. 

Dopo aver valutato i rapporti di concentrazione in cui la porfirina è 

completamente convertita nella struttura aggregata, sono state condotte delle misure 

per valutare la stabilità del sistema alle variazioni di pH e della forza ionica.  
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Come mostrato in Figura 6 l’aggiunta di HCl per raggiungere le condizioni di 

acidità (pH = 2) al di sotto del valore di pKa (2.8) della porfirina, determina 

immediatamente una lieve ipocromicità della banda principale unitamente alla 

comparsa di una spalla posizionata a 444 nm unitamente ad un quenching di 

fluorescenza ed una diminuzione del segnale di RLS. Queste evidenze sperimentali, 

invarianti nel tempo (anche dopo 24h) sono in accordo con la parziale formazione 

della specie diacida della t-H2Pagg come sostanziato anche dai risultati di 

deconvoluzione effettuati e riportati in Figura 7. 

 È utile osservare come le condizioni di pH sono quelle per cui in bulk la 

porfirina dovrebbe esistere soltanto nella sua forma diprotonata, da cui se ne deduce 

che si ha certamente una parziale disaggregazione del sistema, ma contestualmente 

una stabilizzazione della base libera. Un ulteriore marcato abbassamento del pH, 

tuttavia, determina la scomparsa di tutte le caratteristiche spettroscopiche 

riconducibili alla specie aggregata puntando verso la presenza della sola specie 

diacida. Infatti, lo spettro UV/Vis evidenzia la presenza di una banda centrata a 444 

nm accompagnata da due bande Q posizionate rispettivamente a 600 e 664 nm. Il 

corrispondente spettro di emissione di fluorescenza ha il profilo tipico delle forme 

diacide delle porfirine con un massimo centrato a 714 nm accompagnato da una spalla 

ad energia più alta centrata a 684 nm. A riprova del completo disfacimento del 

sistema aggregato, lo spettro RLS in queste condizioni di acidità evidenzia 

un’intensità paragonabile al monomero della base libera con un profilo che è 

modulato unicamente dal forte assorbimento della banda B centrata a 444 nm. 
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Figura 6. (a) Spettri UV/Vis, (b) di emissione di fluorescenza e (c) di RLS per la porfirina            

t-H2Pagg (linea nera) e dopo le aggiunte di DPDS (linea rossa), HCl a pH = 2 (linea blu) e pH = 1 (linea 

verde). Nell’inset è riportato un ingrandimento degli spettri nella regione 500-740 nm. Condizioni 

sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [DPDS] = 50 M, pH = 1-2, T = 293 K, exc = 519 nm. 
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Figura 7. (a) Deconvoluzione dello spettro UV/Vis registrato dopo acidificazione a pH 2 dei 

clusters porfirinici formati mediante DPDS e (b) relativi residui. Spettro osservato (linea nera); spettro 

calcolato (linea rossa); banda calcolata mediante Funz. 1 relativa alla specie diacida t-H2Pagg (444 - linea 

blu); banda calcolata mediante Funz. 2 relativa ai clusters porfirinici formati mediante DPDS                   

(454 - linea verde). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, [DPDS] = 50 M, T = 293 K.  

Per quanto concerne la stabilità dell’aggregato al variare della forza ionica, 

sono stati condotti degli esperimenti nei quali, ai clusters preformati tramite DPDS, 

è stato aggiunto del sale a diversa concentrazione. Come si evince dagli spettri 

riportati in Figura 8, l’impiego rispettivamente di NaCl 0.1 M (linea blu) e 0.3 M 

(linea verde), determinano un’immediata minima declusterizzazione dovuta 

all’effetto di deschermaggio, con le soluzioni che si mantengono comunque stabili 

nel tempo. Nel dettaglio, gli spettri UV/Vis mostrano un effetto ipocromico ed in 

particolare, con l’impiego della concentrazione maggiore di sale, si inizia ad 

apprezzare la formazione della banda relativa al monomero posizionata a 419 nm.  

Per quanto concerne gli spettri di emissione di fluorescenza (Figura 8b), l’impiego di 

sale causa un parziale spegnimento dell’emissione, più accentuato nel caso della 



Interazione della porfirina t-H2Pagg con DPDS 

 

228 

concentrazione più elevata di sale. Gli spettri RLS evidenziano ancora intensi segnali, 

a riprova della persistente presenza di una specie di tipo J nella quale l’accoppiamento 

dei cromofori risulta forte ed esteso.  

 

Figura 8. (a) Spettri UV/Vis e (b) di emissione di fluorescenza per la porfirina t-H2Pagg (linea 

nera) e dopo le aggiunte di DPDS (linea rossa), NaCl 0.1 M (linea blu) e NaCl 0.3 M (linea verde). 

Nell’inset sono riportati gli spettri RLS corrispondenti. Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, 

[DPDS] = 50 M, [NaCl] = 0.1 / 0.3 M, T = 293 K, exc = 519 nm. 
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3.2.3 – Competizione tra DPDS e forza ionica 

Come visto in precedenza nel Capitolo 3, la porfirina t-H2Pagg all’aumentare 

della forza ionica è soggetta ad un processo cinetico di aggregazione la cui velocità 

varia dipendentemente dalla natura del sale impiegato. Le strutture aggregate 

risultanti hanno natura frattalica e sono caratterizzate da una banda di estinzione 

posizionata a 450 nm, uno spegnimento dell’emissione di fluorescenza e da un 

segnale RLS mediamente intenso centrato a 467 nm. Al fine di valutare quale fosse 

il processo di aggregazione favorito, ovverosia formazione di clusters frattalici o 

aggregato J, si è proceduto ad effettuare degli esperimenti nei quali, ad una soluzione 

di porfirina t-H2Pagg è stata aggiunta una soluzione premescolata di DPDS 50 M e 

sale sodico. Inoltre, con l’ulteriore obiettivo di verificare se la natura intrinseca 

dell’anione e quindi anche la diversa forza ionica, potesse avere una qualche 

influenza sul processo, sono stati impiegati NaCl 0.1 M e NaSCN 1 mM, 

concentrazioni saline i cui risultati sono stati esaustivamente descritti nel capitolo 3. 

In entrambi i casi si ha l’istantanea formazione dell’aggregato formato con 

DPDS e le cui caratteristiche spettroscopiche sono assolutamente analoghe a quelle 

riportate in Figura 1. Tale risultato, indica la tendenza della porfirina t-H2Pagg alla 

formazione dell’aggregato cineticamente più veloce. Inoltre, il quadro delle evidenze 

sperimentali evidenzia come tale aggregato, una volta formato, risulta essere piuttosto 

stabile tantoché in seguito all’aumento di forza ionica, esso non converte neppure 

parzialmente nella struttura frattalica, persino dopo un lungo tempo di attesa. Tale 

risultato indica che la porfirina t-H2Pagg in interazione con DPDS, determina la 

formazione di una specie che oltre ad essere cineticamente favorita, è anche stabile 

termodinamicamente. 

Alla luce dei risultati ottenuti, si è inteso anche verificare se la forte affinità 

della porfirina per il DPDS potesse essere in grado di portare ad una 

declusterizzazione dei sistemi frattalici preformati con NaCl (0.1 M e 0.3 M) e 

NaSCN (1 mM e 5 mM).  Le evidenze spettroscopiche riportate in Figura 9, mostrano 
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che l’aggiunta di DPDS ad una soluzione in cui è presente un residuo del monomero 

(rispettivamente NaSCN 1 mM e NaCl 0.1 M) conduce alla formazione 

dell’aggregato formato con DPDS. Più specificatamente gli spettri UV/Vis mostrano: 

(i) una scomparsa della banda relativa al monomero ( =  nm); (ii) un aumento in 

intensità della banda principale che muove da 450 nm (tipica del frattale) a  nm 

(tipica dell’aggregato J) e caratterizzata anche da un notevole ristringimento ben 

percepibile a lunghezza d’onda maggiori; (iii) la comparsa della banda relativa alla 

componente H dell’aggregato ( =  nm). Gli spettri di emissione di fluorescenza 

(inset Figura 9b) sono in accordo con questa visione risultando, all’aggiunta di DPDS, 

un incremento dell’emissione di fluorescenza per formazione dell’aggregato di tipo 

J il quale ha un profilo dello spettro completamente diverso da quello del residuo del 

monomero che caratterizza il sistema frattalico. Gli spettri RLS sostanziano 

ulteriormente quanto descritto mostrando, all’aggiunta di DPDS, un netto aumento 

del segnale con lo spettro che evidenzia anche marcate differenze dal punto di vista 

del profilo, risultando molto più stretto rispetto a quello esibito dal frattale preformato 

e del tutto simile a quello dell’aggregato J.  

L’aggiunta di DPDS ai clusters frattalici formati attraverso l’impiego di alte 

concentrazioni di sale (NaSCN 5 mM e NaCl 0.3 M) determina un quadro delle 

evidenze sperimentali ben diverso dal caso precedente. Gli spettri UV/Vis mostrano 

la scomparsa della modesta frazione di monomero residuo ed il contestuale esiguo 

aumento di intensità della banda principale posizionata a  nm mentre, in nessun 

caso, è tangibile la presenza di specie a più alta energia. Gli spettri di emissione di 

fluorescenza (inset Figura 9d) mostrano unicamente uno spegnimento progressivo 

della fluorescenza senza evidenziare in alcuno modo la presenza di specie aggregate 

mediate da DPDS. Gli spettri di RLS rivelano, invece, un aumento di intensità con 

un profilo degli spettri che rimane però del tutto inalterato rispetto a quello dei frattali 

preformati. Tutte le evidenze sperimentali sembrerebbero essere in accordo con (i) 

una declusterizzazione dei frattali formati a forza ionica minore con formazione di 

aggregato J e H per interazione con DPDS e (ii) lo spostamento, mediato da DPDS, 
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dell’equilibrio monomero/aggregato frattalico nel caso delle specie a concentrazione 

più alta di sale. In definitiva, la mancata disaggregazione del frattale sembrerebbe 

essere imputabile alle diverse condizioni di forza ionica; questa ipotesi però potrebbe 

essere valida soltanto nel caso del frattale precostituito con NaCl, certamente non è 

realistico pensare, anche alla luce di tutti i risultati ottenuti, che nel caso del frattale 

preformato a 5 mM di NaSCN la mancata disaggregazione sia imputabile ad una 

mancata interazione del DPDS per mero effetto di schermo. Piuttosto, ancora una 

volta la differenza di reattività potrebbe essere imputata alla diversa struttura dei 

frattali formati come argomentato nel capitolo 4. I dati di letteratura19,20 riportano nel 

caso della porfirina t-H2Pagg rispettivamente la formazione di un frattale di tipo DLA 

(0.1M NaCl) più denso e DLCCA (0.3M NaCl) meno denso. Dalle considerazioni 

fatte nel capitolo 4 è possibile pensare che un crossover strutturale avvenga anche nel 

caso del frattale con tiocianato, essendo quello a 5 mM probabilmente meno denso di 

quello a 1 mM.  La diversa porosità potrebbe dunque essere correlata alla diversa 

reattività con il DPDS, ma ovviamente, trattasi di considerazioni unicamente 

speculative, una maggiore certezza su questo tipo di interazione la si potrebbe avere 

effettuando mirati esperimenti di diffusione quasi elastica della luce (QELS). 
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Figura 9. Spettri UV/Vis, di RLS e di emissione di fluorescenza registrati in seguito all'aggiunta 

di DPDS sui clusters preformati di porfirina t-H2Pagg, ottenuti in seguito all’aggiunta di una (a-b) bassa 

concentrazione di sale (NaSCN = 1 mM e NaCl = 0.1 M) e di (c-d) un’alta concentrazione di sale 

(NaSCN = 5 mM e NaCl = 0.3 M). t-H2Pagg (linea nera); NaSCN (linea rossa); NaSCN / DPDS (linea 

blu); NaCl (linea verde); NaCl / DPDS (linea viola). Condizioni sperimentali: [t-H2Pagg] = 5 M, 

[NaSCN] = 1 / 5 mM, [NaCl] = 0.1 / 0.3 M, [DPDS] = 50 M, T = 293 K, exc = 519 nm. 
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3.2.5 - Modello strutturale  

Al fine di potere proporre un plausibile modello strutturale dell’aggregato sono 

state condotte delle misure di Depolarized Resonance Light Scattering che costituisce 

una potente sonda per la valutazione delle strutture geometriche ed elettroniche di 

estesi aggregati di cromofori che risultano in stretto accoppiamento tra loro.21 Tale 

tecnica suggerisce che il valore del rapporto di depolarizzazione del segnale V(90) 

dipende esclusivamente dal rapporto dei valori principali del tensore di polarizzabilità 

alla frequenza di risonanza e pertanto, il rapporto di depolarizzazione si riferisce alla 

geometria dello stato eccitato dell’aggregato, indipendentemente dalle sue 

dimensioni. Le misure sperimentali sono state effettuate sul sistema t-H2Pagg/DPDS 

(5/50) M ed hanno portato ad un valore del rapporto di depolarizzazione del segnale 

V(90) di 0.12 che ha permesso di calcolare due possibili angoli di scorrimento (slip 

angle - 𝜑) associati ai momenti di dipolo di transizione accoppiati e quindi relativi a 

piani porfirinici adiacenti, ottenendo i valori di  = oppure 83°. L’angolo più 

piccolo è compatibile con la formazione di strutture di tipo J come riportato nella 

rappresentazione schematica riportata in Figura 10. 

 

Figura 10. Rappresentazione grafica del modello strutturale dell’aggregato della porfirina           

t-H2Pagg con DPDS. 
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Al fine di ottenere ulteriori informazioni utili per la validazione del modello si è 

proceduto ad ulteriori sperimentazioni atte ad appurare l’eventuale coinvolgimento 

del core mediante l’impiego di metallo derivati della porfirina t-H2Pagg. Il derivato di 

Cu(II) trans-bis(N-metilpiridinio-4-il)difenilporfirina (t-CuPagg) è una specie che 

mostra una marcata propensione all’autoaggregazione anche in condizioni di forza 

ionica piuttosto bassa, una proprietà più pronunciata rispetto alla porfirina 

progenitrice t-H2Pagg, probabilmente a causa di una rigidità strutturale dovuta alla 

presenza dello ione rame(II) che impone una coordinazione planare quadrata.3 Dal 

punto di vista spettroscopico la porfirina t-CuPagg  è caratterizzata da una banda B 

posizionata a 418 nm e due bande Q centrate rispettivamente a 545 e 590 nm. Lo 

spettro di RLS mostra la presenza di un moderato segnale in linea con l’elevata 

tendenza all’autoaggregazione ed imputabile alla formazione di piccoli oligomeri.22 

In seguito all’aggiunta di DPDS, in analogia a quanto accade con la porfirina t-H2Pagg, 

si determina un netto splitting eccitonico (Figura 11a) con formazione della banda 

attribuibile all’aggregato J spostata nel rosso e centrata a 444 nm ( = 24 nm) e della 

banda ascrivibile alla componente H a più alta energia e posizionata a 397 nm 

( = 21 nm). Lo spettro RLS risulta essere intenso con un profilo caratterizzato da 

una banda centrata a 465 nm (Figura 11b).  

 

Figura 11. Spettri UV/Vis (a) e spettri RLS (b) della porfirina t-CuPagg (linea nera) e 

dell’aggregato formato in seguito all’aggiunta di DPDS (linea rossa). Condizioni sperimentali:                 

[t-CuPagg] = 5 M, [DPDS] = 50 M, T = 293 K.   
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Il derivato di Au(III) trans-bis(N-metilpiridinio-4-il)difenilporfirina (t-AuPagg) 

è una specie che notoriamente mostra una scarsa tendenza all’aggregazione23,24 a 

causa della sua elevata densità di carica a livello del core. La porfirina t-AuPagg è 

caratterizzata da una banda B posizionata a 406 nm e due bande Q centrate 

rispettivamente a 523 e 558 nm e lo spettro RLS, a conferma della propensione alla 

non aggregazione, risulta essere comparabile in intensità al solvente ed il suo profilo 

è caratterizzato da un minimo in corrispondenza dell’assorbimento della banda B 

(Figura 12). All’aggiunta di una concentrazione crescente di DPDS si ottiene uno 

spostamento batocromico della banda principale che risulta centrata a 415 nm 

unitamente ad un moderato effetto ipocromico ed uno spostamento nel rosso delle 

due bande Q (529 e 563 nm). Nessun cambiamento tangibile è osservabile nello 

spettro RLS in linea con la mancata formazione di aggregati strutturati tra i cromofori.  

 

Figura 12. Spettri UV/Vis (a) e spettri RLS (b) della porfirina t-AuPagg (linea nera) e 

dell’aggregato formato in seguito all’aggiunta di varie concentrazioni DPDS. [DPDS] = 100 M (linea 

rossa), [DPDS] = 200 M (linea verde), [DPDS] = 350 M (linea blu). Condizioni sperimentali:               

[t-AuPagg] = 5 M, [DPDS] = 100 - 350 M, T = 293 K, exc = 519 nm.   

Un ulteriore prova di interazione con il DPDS è stata effettuata con la porfirina 

tetracationica meso-tetrakis(N-metilpiridinio-4-il)porfirina (TMpyP). Questa specie, 

in analogia alla porfirina t-AuPagg ha scarsa propensione all’aggregazione25-28 a causa 

della repulsione tra le cariche positive delocalizzate sui sostituenti nelle posizioni 

meso che impediscono la formazione di dimeri e aggregati superiori. Essa è 

caratterizzata da uno spettro UV/Vis che evidenzia la banda principale centrata a 422 
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nm accompagnata da quattro bande Q (518, 551, 585 e 641 nm). Lo spettro di 

emissione di fluorescenza è caratterizzato dal tipico profilo a doppia banda con i 

massimi posizionati a 658 e 713 nm, mentre lo spettro RLS ha un’intensità 

comparabile a quella del solvente (Figura 13). Anche in questo caso, all’aggiunta 

graduale di DPDS si osserva un effetto ipocromico della banda B unitamente ad un 

suo spostamento batocromico fino al raggiungimento di una specie caratterizzata 

dalla banda di Soret centrata a 435 nm e quattro bande Q anch’esse spostate ad 

energia minore (523, 563, 587 e 643 nm). Per quanto concerne gli spettri di emissione 

di fluorescenza si osserva una variazione dei rapporti di intensità delle bande con 

spostamenti dei massimi ad energia minore (666 e 718 nm) mentre lo spettro di RLS 

di fatto risulta inalterato. Tutte le evidenze sperimentali dimostrano che il modello 

proposto in Figura 11 è compatibile con metallo derivati in quanto non vede un 

coinvolgimento diretto del core porfirinico, tantoché il derivato di Cu(II) si comporta 

in modo analogo evidenziando un forte splitting eccitonico. Il derivato di Au(III) si 

comporta in modo diverso presumibilmente a causa dell’elevata densità di carica 

centrata sul core che impedisce interazioni di -stacking tra porfirine adiacenti 

mentre la porfirina tetracationica TMpyP sembrerebbe potere formare delle strutture 

nelle quali, però, non risulta un buon accoppiamento dei cromofori. 

 

Figura 13. Spettri UV/Vis (a) e spettri RLS (b) della porfirina TMpyP (linea nera) e 

dell’aggregato formato in seguito all’aggiunta di varie concentrazioni DPDS. [DPDS] = 20 M (linea 

rossa), [DPDS] = 100 M (linea verde), [DPDS] = 350 M (linea blu), [DPDS] = 560 M (linea 

azzurra). Nell’inset sono riportati gli spettri di emissione di fluorescenza. Condizioni sperimentali: 

[TMpyP] = 5 M, [DPDS] = 20 - 560 M, T = 293 K, exc = 519 nm.   



Capitolo 5 

 

237 

5.3 – Conclusioni  

La porfirina t-H2Pagg possiede le due cariche positive sui residui N-

metilpiridinio nelle posizioni 5-15 dell’anello porfirinico. Tale disposizione permette 

in linea teorica di potere progettare, tramite interazione con opportune specie di carica 

opposta, la formazione di aggregati aventi geometrie ben definite. Una specie idonea 

in tal senso si è rivelata essere il sale disodico dell'acido 4,4'-bifenildisolfonico 

(DPDS). L’interazione tra la porfirina t-H2Pagg e il DPDS è istantanea, e 

dipendentemente dal rapporto di concentrazione impiegato, conduce a strutture per 

le quali le evidenze spettroscopiche sottolineano l’esistenza di un notevole splitting 

eccitonico con formazione di estese strutture aggregate nelle quali l’accoppiamento 

elettronico tra le porfirine è molto forte. Il quadro sperimentale è in accordo con la 

formazione di strutture di tipo J, le quali tra l’altro, risultano essere fluorescenti come 

riscontrato da una comparazione delle immagini ottiche acquisite in trasmissione ed 

in fluorescenza. Le informazioni strutturali ottenute dal resonance light scattering 

depolarizzato, insieme agli studi condotti su alcuni derivati metallici della t-H2Pagg, 

hanno permesso di proporre un modello strutturale per l’aggregato supramolecolare. 

Tale modello prevede la formazione di un aggregato di tipo J con accoppiamento dei 

cromofori secondo un angolo di scorrimento pari a 27° mediato dall’interazione con 

DPDS. 
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5.4 – Materiali e metodi  

Materiali e preparazione dei campioni 

Le porfirine trans-bis(N-metilpiridinio-4-il)difenilporfirina (t-H2Pagg) e meso-

tetrakis(N-metilpiridinio-4-il)porfirina (TMpyP), sono state acquistate come sale 

cloruro dalla ditta Mid-Century Chemicals e sono state impiegata come ricevuta 

senza ulteriore purificazione. Le porfirine Cu(II) trans-bis(N-metilpiridinio-4-

il)difenilporfirina (t-CuPagg) e Au(III) trans-bis(N-metilpiridinio-4-il)difenilporfirina 

(t-AuPagg), sono state preparate in accordo a procedimenti presenti in letteratura.29,30 

Le soluzioni stock di porfirina sono state preparate sciogliendo i rispettivi 

solidi in acqua purificata millipore e sono state conservate al riparo dalla luce ed 

utilizzate entro una settimana dalla loro preparazione.  Le concentrazioni delle 

soluzioni acquose madre di porfirina sono state determinate misurando il valore 

dell’assorbanza in corrispondenza del picco della banda di Soret (t-H2Pagg
20: ε419 = 

2.40 ∙ 105 𝑀−1𝑐𝑚−1, t-CuPagg
24: ε417 = 2.34 ∙ 105 𝑀−1𝑐𝑚−1, t-AuPagg

24: ε407 = 2.23 ∙

105 𝑀−1𝑐𝑚−1, TMpyP31: ε422 = 2.34 ∙ 105 𝑀−1𝑐𝑚−1). Il sale disodico dell'acido 4,4'-

bifenildisolfonico (DPDS) e i vari sali impiegati sono stati acquistati dalla ditta Aldrich & 

Co. ed utilizzati come ricevuti. In generale, tutte le soluzioni impiegate in questo 

studio sono state preparate impiegando acqua in fiale per preparazioni iniettabili 

acquistate dalla Galenica Senese. Tutte le condizioni di pH citate sono state ottenute 

per mezzo dell’aggiunta di acido cloridrico di appropriata concentrazione. 

Misure spettroscopiche 

Gli spettri di assorbimento UV/Vis sono stati registrati con uno 

spettrofotometro Agilent mod. 8453 a diode array utilizzando cuvette di quarzo con 

cammino ottico da 1 cm. Un filtro UV (Hoya UV-34, cut-off: 340nm) è stato 
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impiegato in tutte le misure cinetiche al fine di tagliare la componente ultravioletta 

della sorgente luminosa così da prevenire fenomeni di fotodegradazione delle 

porfirine. Gli esperimenti cinetici sono stati effettuati con l’ausilio del portacampione 

termostato dello strumento e lasciando equilibrare la temperatura (con accuratezza di 

± 0.1 K) per almeno 20 minuti prima di procedere all’avvio di ogni run cinetico. 

I calcoli di deconvoluzione degli spettri di estinzione sono stati condotti 

mediante software PeakFit® utilizzando la funzione 1 denominata “Gaussian 

Amplitude” e la funzione 2 denominata “Gaussian-Lorentzian Sum (Amplitude)” i 

cui parametri sono qui riportati.  

𝑦 = 𝑎0𝑒𝑥𝑝 (−
1

2
(
𝑥 − 𝑎1
𝑎2

)
2

)                                                                                      (𝐅𝐮𝐧𝐳. 𝟏) 

𝑎0 = 𝑎𝑚𝑝𝑖𝑒𝑧𝑧𝑎 

𝑎1 = 𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 𝑏𝑎𝑛𝑑𝑎 

𝑎2 = 𝑙𝑎𝑟𝑔ℎ𝑒𝑧𝑧𝑎 (> 0) 

𝑦 = 𝑎0

(

 
 
 

𝑎3√ln 2

𝑎2√𝜋
𝑒𝑥𝑝 (−4 (

𝑥 − 𝑎1
𝑎2

)
2
) +

1 − 𝑎3

𝜋𝑎2 (1 + 4 (
𝑥 − 𝑎1
𝑎2

)
2
)

𝑎3√ln 2

𝑎2√𝜋
+
1 − 𝑎3
𝜋𝑎2

)

 
 
 

                (𝐅𝐮𝐧𝐳. 𝟐) 

𝑎0 = 𝑎𝑚𝑝𝑖𝑒𝑧𝑧𝑎 

𝑎1 = 𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 𝑏𝑎𝑛𝑑𝑎 

𝑎2 = 𝑙𝑎𝑟𝑔ℎ𝑒𝑧𝑧𝑎 (> 0) 

𝑎3 = 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎 (≥ 0;≤ 1) 

Gli spettri di emissione di fluorescenza e di resonance light scattering (RLS) 

sono stati effettuati per mezzo di uno spettrofluorimetro Jasco FP-750 equipaggiato 

con un fotomoltiplicatore Hamamatsu R928 e dotato di una lampada Xenon da 150 

W. Gli esperimenti RLS sono stati eseguiti adottando un assetto di rilevamento ad 

angolo retto32 e gli spettri sono stati corretti per l’assorbimento dei campioni mediante 

l’equazione: 33 

(𝐼𝑅𝐿𝑆)𝑐𝑜𝑟𝑟 = 𝐼𝑅𝐿𝑆 ∙ 10
−𝐸𝑥𝑡                                                                                             (𝐄𝐪. 𝟏) 
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Le misure di depolarized resonance light scattering sono state condotte sullo 

stesso spettrofluorimetro impiegando dei polarizzatori lineari (Sterling Optics 

105UV). Il rapporto di depolarizzazione definito come  𝜌𝑣(90) = 𝐼𝑉𝐻/𝐼𝑉𝑉, dove 𝐼𝑉𝐻 

e 𝐼𝑉𝑉 sono rispettivamente l’intensità di luce diffusa con polarizzazione orizzontale e 

verticale. La diversa efficienza di trasmissione della luce polarizzata, da parte di 

entrambi i monocromatori di eccitazione ed emissione, è stata tenuta in 

considerazione correggendo il valore 𝐼𝑉𝐻 attraverso l’equazione 𝜌𝑣(90) =

𝐺 ∙ 𝐼𝑉𝐻/𝐼𝑉𝑉 dove 𝐺 = 𝐼𝐻𝑉/𝐼𝐻𝐻 è un fattore di correzione strettamente dipendente 

dalla lunghezza d’onda del monocromatore.21 

Le misure del diametro idrodinamico medio (DH) e della larghezza della 

distribuzione (PdI) sono state effettuate da uno Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Instrument, Malvern, Regno Unito) a 298K in acqua ultrapura. I risultati sono 

riportati come media di tre misurazioni separate ± le deviazioni standard.  

Le misure di pH sono state condotte mediante un phmetro Metrohm 744 pH 

meter utilizzando un elettrodo a vetro combinato con un microelettrodo. Gli 

esperimenti cinetici sono stati effettuati con l’ausilio del portacampione termostato 

dello strumento e lasciando equilibrare la temperatura (con accuratezza di ± 0.1 K) 

per almeno 20 minuti prima di procedere all’avvio di ogni run cinetico. 
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