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Prefazione

I1 20 dicembre 2013 I’Assemblea Generale delle Nazioni Unite, in collaborazione con
I'UNESCO e con varie Istituzioni di Ricerca, ha proclamato il 2015 Anno Internazionale della
Luce.

Questa iniziativa ha voluto riconoscere I'importanza della luce e, piu in generale, del-
le onde elettromagnetiche nella storia della nostra civilta. Basti ricordare che lo studio delle
onde elettromagnetiche ha aperto la strada a nuove forme di comunicazione rendendo il
pianeta un villaggio globale, agevolando gli scambi tra nazioni e culture diverse, accrescendo
quindi la reciproca conoscenza.

Lo scopo dell’Anno della Luce & anche quello di divulgare e far conoscere al grande
pubblico come, in questo ambito, la ricerca e le sempre nuove conoscenze scientifiche hanno
cambiato, e cambieranno, la vita di tutti noi, giocando un ruolo fondamentale nel nostro
quotidiano, sia che si tratti di salute, energia, comunicazione o agricoltura.

Questo testo vuole essere una testimonianza di come I’Area della Ricerca di Firenze,
del Consiglio Nazionale delle Ricerche, ha contribuito ad accrescere le conoscenze in questo
campo, spaziando dall’'uso della luce per scopi medici, allo studio di dipinti e di tecniche per
il restauro, alla ricerca di nuove fonti energetiche, alla valutazione di varie forme di inqui-
namento, e molto altro ancora.

Poiché uno degli intenti principali dell’Anno della Luce e quello di diffondere la cono-
scenza, i testi sono stati scritti, per quanto possibile, in modo divulgativo, proprio per ren-
derli di facile lettura anche al grande pubblico.

IL CURATORE
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1.1 - Introduzione

Perché portare luce nelle cellule attraverso i fari molecolari?

Le molecule di RNA hanno una vasta gamma di funzioni nelle cellule, dal trasporto di
informazioni derivanti dal genoma al controllo della sintesi di proteine coinvolte in vari
meccanismi cellulari (Figura 1). Queste funzioni si realizzano mediante un controllo dei
livelli di espressione proteici e sono strettamente correlate alla localizzazione intracellulare
dell’RNA messaggero (mRNA). Metodi in vitro che prevedono I'estrazione di RNA da cellule,
sono in grado di fornire informazioni sui livelli di espressione di un dato RNA, senza pero
dare indicazioni sulla localizzazione spaziale e sulle variazioni temporali all'interno di una
singola cellula.

Image adapted from: National Human Genome Research Institute,

Figura 1 - L'RNA é trascritto nel nucleo della cellula; dopo essere stato completamente modificato
viene trasportato nel citoplasma e tradotto sui ribosomi. (Da http://www.genome.gov/)

L’imaging di RNA in cellule vitali consente di ottenere in real-time informazioni sulla
sintesi, sulle modifiche, sul trasporto e localizzazione di tale RNA. Queste informazioni
possono offrire nuove opportunita in vari ambiti, quali lo sviluppo di procedure
diagnostiche per la determinazione precoce di varie patologie, primo fra tutti il cancro, il

1 fbaldini@ifac.cnr.it
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monitoraggio della terapia e il follow-up del paziente dopo trattamento chirurgico o
chemioterapico [1].

Un approccio innovativo che consente I'imaging di mRNA intracellulare, prevede
I'utilizzo di nanosensori ottici. Tali nanosensori possono essere rappresentati da
oligonucleotidi antisenso a DNA, strutturati in modo da comportarsi sia da sensore che da
farmaco. Il concetto della tecnologia degli antisenso come farmaci & immediato: I'uso di una
sequenza complementare all'RNA messaggero puo inibire la sua espressione e quindi
indurre un blocco nel trasferimento dell'informazione dal DNA alla proteina. La possibilita
di usare un antisenso anche come sensore puo venire perseguita progettandolo come un
faro molecolare (molecular beacon) [2,3]. 1 fari molecolari (Figura 2) sono sequenze
oligonucleotidiche marcate alle due estremita, con un fluoroforo da un lato e un quencher
dall'altro, progettate in modo da formare una struttura a forcina in assenza della sequenza
complementare: in tale conformazione 'emissione di fluorescenza ¢ inibita per la vicinanza
tra quencher e fluoroforo. L'ibridazione con la sequenza complementare apre la forcina
determinando la separazione fisica tra il fluoroforo e il quencher, con conseguente emissione
del segnale di fluorescenza in seguito ad eccitazione. Conseguentemente il segnale
fluorescente risulta essere direttamente legato al legame specifico tra il faro molecolare e
I'mRNA target [3].

Faro molecolare

——)

Sequenza complementare

N e
Faw Qe
||0FF||

Figura 2 - Schema di un faro molecolare e del suo meccanismo di apertura
a seguito dell'interazione con la sequenza complementare

L'utilizzo di fari molecolari per il sensing intracellulare pone delle problematiche
collegate alla loro stessa natura; il primo ostacolo, infatti, da superare e la difficolta
nell’ingresso in cellula dovuta alla repulsione tra la carica negativa della membrana cellulare
e quella propria di tutti gli acidi nucleici. Un altro problema e rappresentato dalla possibile
degradazione da parte di enzimi, quali le nucleasi, che pud avvenire sia nell’ambiente
extracellulare che intracellulare [4,5]. Un ulteriore elemento da considerare & la corretta
localizzazione all'interno della cellula del faro molecolare, intimamente connessa alla
distribuzione intracellulare del’'RNA target, per esempio citoplasmatico o nucleare.

Per quanto riguarda l'internalizzazione dentro la cellula dei fari molecolari, sono
disponibili ed in utilizzo metodi fisici di veicolazione tra cui i principali sono la
microiniezione e I'elettroporazione. Altri metodi classicamente utilizzati sfruttano strutture
pilt 0 meno complesse, completamente biocompatibili, come liposomi e micelle [3].

Con l'avvento di nuovi materiali nanostrutturati, si stanno aprendo altre affascinanti
possibilita per il trasporto intracellulare. Lo sviluppo di metodologie efficienti per la
modificazione chimica di queste nanostrutture ha portato alla preparazione di
nanoparticelle funzionalizzate su cui una grande varieta di molecole, come i fari molecolari,
possono essere chimicamente legate. Le nanostrutture modificate possono attraversare la
membrana cellulare sotto condizioni ben controllate e mediante meccanismi appropriati.
Questi meccanismi possono essere sia endocitosi-dipendenti che endocitosi-indipendenti.
La possibilita di avere un ancoraggio con la nanostruttura e un aspetto che elimina o riduce
fortemente la perdita della molecola immobilizzata al di fuori della cellula.
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Le varie tipologie di nanoparticelle (ovvero particelle con diametro inferiore a 100
nm) hanno mostrato avere anche una migliore selettivita rispetto ai liposomi e alle micelle
quando il target & un tessuto tumorale. E stato, infatti, osservato che nanoparticelle
circolanti si concentrano spontaneamente nei tumori solidi in virtu del maggiore grado di
permeabilita vascolare e ritenzione a livello di questi tessuti [6].

Alcuni esempi di possibili target nella patologia tumorale sono gli mRNA codificanti
per survivina e Bcl-2, due importanti proteine antiapoptotiche che sono sovraespresse in
molti tipi di tumore [7,8].

In particolare, queste proteine sono coinvolte nella regolazione dell’apoptosi
cellulare, o morte cellulare programmata, e i loro livelli elevati in diversi tipi di tumore
contribuiscono alla resistenza alla terapia antitumorale. Sulla base di questa evidenza, nel
corso degli anni si sono tentate strade diverse per ridurne i livelli di espressione. La terapia
antisenso, che va a silenziare i geni che codificano per le proteine antiapoptotiche, &
considerata una buona strategia per combattere il cancro.

In questo ambito, lo sviluppo di nanoparticelle che trasportino fari molecolari che
agiscano da sensori e in grado di inibire il processo di traduzione, rappresenta una strategia
promettente per la diagnosi e la terapia antitumorale.

1.2 - Fari molecolari come elementi di riconoscimento molecolare in cellule
tumorali umane

1.2.1 - Caratterizzazione dell’agente veicolante il faro molecolare

Allo scopo di valutare la capacita di nanoparticelle di essere internalizzate da cellule
tumorali e poter rappresentare un agente idoneo al processo di uptake di fari molecolari
specifici per mRNA di proteine antiapoptotiche, la procedura sperimentale da seguire
prevede vari step:

a) osservazione al microscopio ottico delle cellule prima e dopo il trattamento con
concentrazioni scalari di nanoparticelle e valutazione dell’effetto delle nanoparticelle in
termini di alterazione morfologica delle cellule e tempo dipendenza dell’effetto;

b) valutazione della vitalita cellulare mediante saggio colorimetrico, in seguito a
trattamento delle cellule con concentrazioni scalari di nanoparticelle e valutazione della
tempo dipendenza dell’effetto;

c) osservazione al microscopio a fluorescenza delle cellule trattate con le
nanoparticelle opportunamente funzionalizzate con fluorofori alla concentrazione e per il
tempo di esposizione ottenuti ai punti a) e b);

d) osservazione al microscopio confocale delle cellule trattate con le stesse
nanoparticelle alla concentrazione e per il tempo di esposizione precedentemente
selezionati.

Queste fasi sono condotte allo scopo di ottimizzare le condizioni sperimentali da
utilizzare per garantire l'internalizzazione delle nanoparticelle all'interno delle cellule
tumorali in studio.

A questo proposito, & importante scegliere un modello cellulare con caratteristiche
morfologiche e genetiche idonee allo studio da realizzare, ovvero, un’adeguata distanza tra il
nucleo e la membrana esterna della cellula, al fine di poter verificare la localizzazione
intracellulare delle nanoparticelle, e I'effettiva espressione dell’'mRNA target.

Un esempio di modello cellulare tumorale umano che risponde a questi requisiti puo
essere rappresentato dalle cellule di adenocarcinoma polmonare A549 (Figura 3).
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ATCC Number: CCL-185
Designation:  A-549

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Figura 3 - Fotomicrografia di cellule A549 a diversi ingrandimenti. (Da http://www.lgcstandards-atcc.org/)

Per quanto riguarda la scelta delle nanoparticelle, un esempio puo essere
rappresentato da nanoparticelle di polimetilmetacrilato (PMMA) marcate con un opportuno
fluoroforo, ad esempio fluoresceina, per poter monitorare il loro percorso intracellulare. La
scelta del materiale che costituisce le nanoparticelle é strettamente correlata alla
biocompatibilita: il PMMA é& stato recentemente approvato dalla Food and Drug
Administration (FDA) per uso umano ed & gia utilizzato per la realizzazione di protesi
dentarie e ossee [9]. Un’altra caratteristica rilevante delle nanoparticelle e la loro carica
superficiale: per garantire 'adsorbimento sulla membrana esterna della cellula (con carica
netta negativa) le nanoparticelle vengono opportunamente modificate decorando la loro
superficie con gruppi funzionali carichi positivamente, quali NH4* (Figura 4) [10,11].

~t- gruppi cationici superficiali
= nucleo di PMMA
@ fluoroforo

Figura 4 - Rappresentazione schematica di una nanoparticella di PMMA.

Una volta ottimizzati la concentrazione e il tempo di trattamento delle cellule scelte
con le nanoparticelle, come indicato ai punti c) e d), si procede con l'osservazione del
campione biologico prima al microscopio a fluorescenza e successivamente al microscopio
confocale. Nelle figure 5 e 6 sono visualizzate, rispettivamente, immagini al microscopio a
fluorescenza di cellule A549 non trattate e delle stesse cellule dopo trattamento per 90
minuti con le nanoparticelle di PMMA alla concentrazione di 10 pg/mL.
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Figura 5 - Immagini al microscopio a fluorescenza di cellule A549 non trattate (controllo). Le immagini sono
ottenute con obiettivo 10X (a sinistra) e 20X (a destra). Aex 488 nm.

Figura 6 - Immagini al microscopio a fluorescenza di cellule A549 trattate con nanoparticelle di PMMA
fluorescenti per 90 minuti. Le immagini sono ottenute con obiettivo 10X (a sinistra) e 20X (a destra). Aex 488 nm.

Per individuare chiaramente la localizzazione delle nanoparticelle di PMMA
all'interno delle cellule A549 nelle condizioni sperimentali sopra indicate, & necessario
osservare il campione al microscopio confocale. Nella Figura 7 é riportata una sezione
equatoriale dell'intero stack cellulare e in verde si osservano aggregati intracellulari di
nanoparticelle. Si puo osservare una localizzazione prevalentemente perinucleare, cioé in
prossimita del nucleo, e citoplasmatica.

Figura 7 - Immagine al microscopio confocale di cellule A549
trattate con nanoparticelle di PMMA fluorescenti per 90 minuti. Aex 488 nm.
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1.2.2 - 1l bersaglio del faro molecolare

Un possibile bersaglio del faro molecolare in ambito oncologico puo essere
rappresentato dall’'RNA messaggero codificante per la proteina antiapoptotica survivina.
Tale proteina fa parte della superfamiglia delle proteine inibitrici del processo apoptotico
(IAP) e risulta coinvolta in numerosi processi cellulari quali la regolazione del ciclo cellulare
e mitosi [12,13]. Risulta iperespressa nella maggior parte dei tessuti tumorali dove e
coinvolta nella genesi e progressione del tumore (Tabella 1). Queste evidenze rendono

questa proteina un promettente target predittivo e prognostico in ambito oncologico [8].

Tabella 1 - Frequenza % di iperespressione di survivina in tumori solidi

Tipologia tumorale %
Cancro al seno 70,7
Tumore al polmone non a piccole cellule 85,5
Neuroblastoma 47
Colon-retto 53,2
Melanoma 67
Ovarico 73,5
Pancreatico 88
Esofageo 80
Gastrico 34,5

Un esempio di cellule tumorali esprimenti elevati livelli di mRNA per survivina &
rappresentato proprio dalla linea cellulare A549.

Livelli di espressione significativamente inferiori sono riscontrati in tessuti adulti sani
differenziati [14].

1.2.3 - Il faro molecolare per mRNA di survivina

La sequenza del faro molecolare specifico per mRNA di survivina ¢ stata pubblicata
nel 2004 da Nitin et al. [15] ed e corrispondente ad una regione del’'mRNA di survivina
umana conservata tra le sequenze disponibili in banca dati GenBank (Accession numbers:
HM625836.1; NM_001168.2; NM_001012270.1; NM_001012271.1). La sequenza & costituita
da cinque basi complementari alle estremita 5’ e 3’, che garantiscono il mantenimento della
conformazione chiusa della forcina. La regione centrale della forcina é costituita da 15 basi
complementari all'mRNA di survivina:

5’(ATT0647N)-CGACGGAGAAAGGGCTGCCACGTCG(BBQ)-3’

All'estremita 5’ della sequenza & posizionato il fluoroforo ATTO647N (A,s 644 nm),
mentre in posizione 3’ si trova il quencher BBQ650 (Figura 8A e 8B).

5-CCG-TAT-TAT-ATG-TTT-QO OH
\u

Ry e — |
i H,CO 3
UEN@N_\ — N N
1 A b = N N

{1\ — ATTO 647N assorbimento | B
A | | — ATTO 647N emissione | OCH,

21 Toxas Red
exas Re
ROX Cv8
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Figura 8 - Spettri di emissione e assorbimento di ATTO647N (A) e di assorbimento del quencher BBQ650 (B).
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Prima dell’'utilizzo in cellula, il faro molecolare deve essere caratterizzato per
studiarne la funzionalita in soluzione, mediante studi di ibridazione con la sequenza
complementare sintetica a diverse concentrazioni, ottimizzando vari parametri, al fine di
raggiungere la piu alta sensibilita. Lo studio dei parametri generalmente valutati, quali la
concentrazione del faro molecolare e il tempo di incubazione con la sequenza complemen-
tare, pud essere condotto in diversi tamponi, compreso il mezzo di coltura in cui verra
somministrato il faro molecolare alle cellule tumorali scelte.

Questi studi hanno rivelato un’alta specificita del faro molecolare per la sequenza
complementare, come dimostrato dallo spettro di fluorescenza in presenza della sequenza
non-complementare che si sovrappone a quello registrato in presenza del solo

coltura (Figura 9).
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Figura 9 - Spettri di fluorescenza del faro molecolare incubato con la sequenza target, il solo mezzo di coltura e

la sequenza non complementare.

Aex 635 nm.

La specificita é stata ulteriormente confermata esaminando il grado di ibridazione del
target con la sequenza indicata come faro molecolare reverse ovvero la sequenza rovesciata

rispetto a quella del faro molecolare (Figura 10).
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Figura 10 - Intensita di fluorescenza media (a.u.) dovuta all'interazione del faro molecolare reverse con il target
del faro molecolare, e del faro molecolare con la sequenza non specifica e con il suo target. Aex 635 nm.
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Per esaminare la capacita del faro molecolare ad agire come elemento di
riconoscimento molecolare in soluzione, si procede all'incubazione, a diversi tempi, del faro
molecolare, ad una concentrazione stabilita, con concentrazioni crescenti della sequenza
complementare sintetica. In questo modo & stato osservato un incremento della
fluorescenza del faro molecolare al crescere della concentrazione di sequenza target,
risultante in un limite di determinazione di 8 nM (Figura 11).

6000 m 1h

e 3h :
A S5h P
1

4000

2000

Intensita di fluorescenza media (a.u.)

0.1 1 10 100 1000

concentrazione di target (nM)

Figura 11 - Curve di intensita di fluorescenza del faro molecolare in funzione della concentrazione della
sequenza target a diversi tempi di incubazione (1 ora, 3 ore, 5 ore). Aex 635 nm.

1.2.4 - Il faro molecolare come elemento di rivelazione intracellulare

Data l'evidenza che acidi nucleici a singola catena non sono in grado di essere
internalizzati all'interno della cellula nella loro forma integra, & necessario veicolare il faro
molecolare in cellula mediante opportuni sistemi di trasporto [16,17]. Le nanoparticelle di
PMMA costituiscono un esempio di veicolanti e data la loro carica netta positiva sono in
grado di interagire elettrostaticamente con le cariche negative della catena di nucleotidi che
costituisce il faro molecolare. La formazione di questo nano-complesso riduce I'azione di
enzimi presenti nel mezzo di coltura cellulare proteggendo il faro molecolare dalla degrada-
zione [5].

La procedura sperimentale prevede l'incubazione delle cellule A549 con il nano-
complesso per 90 minuti in mezzo di coltura addizionato di siero fetale bovino (FBS) al
10%. L’analisi di fluorescenza al microscopio confocale ha rivelato spot verdi corrispondenti
alle nanoparticelle e spot rossi corrispondenti alla forma aperta del faro molecolare interni
alle cellule (Figura 12).

Come si puo osservare in Figura 12D, i due segnali di fluorescenza indicano uno scarso
grado di colocalizzazione di nanoparticelle e faro molecolare, il che fa ragionevolmente
pensare ad un diverso destino intracellulare dei due componenti del nano-complesso.

Il confronto tra i dati ottenuti in cellule tumorali rispetto a quelli ottenuti su un
modello di cellule umane non tumorali, ovvero esprimenti bassi livelli di mRNA di survivina,
ha confermato la specificita del faro molecolare per il target in studio, escludendo cosi che il
segnale di fluorescenza nel rosso ottenuto nelle cellule tumorali sia dovuto, almeno in parte,
ad una degradazione enzimatica del faro molecolare stesso [18,19].
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Figura 12 - Immagini al microscopio confocale di una cellula A549 trattata per 90 minuti con il faro molecolare
adsorbito sulle nanoparticelle di PMMA. A) Immagine in trasmissione (DIC). B) Immagine in fluorescenza (Aex
488 nm). C) Immagine in fluorescenza (Aex 635 nm). D) Sovrapposizione delle immagini B e C.
Proiezioni yz e xz dello stack visualizzato.

1.3 - Conclusioni e prospettive

L’utilizzo in medicina di nanosensori ottici capaci di monitorare in tempo reale
marker biologici che hanno un valore diagnostico e prognostico per patologie o che indicano
il grado di risposta alla terapia, costituisce una nuova e promettente risorsa. Tramite
l'utilizzo di nanostrutture capaci di penetrare la membrana cellulare é possibile trasportare
all'interno delle cellule sonde ottiche fluorescenti come i fari molecolari. Questa peculiarita,
offerta solamente dai sensori ottici, ha aperto enormi prospettive per un imaging in vitro ed
in vivo in grado di studiare in tempo reale meccanismi e processi cellulari e di valutare la
risposta delle stesse cellule ai farmaci. E importante sottolineare, inoltre, come i sensori
submicrometrici abbiano una sensibilita maggiore di quelli micro/macroscopici. Questo
aspetto € da attribuire al fatto che sensori nanostrutturati hanno dimensioni confrontabili
con quelle delle molecole da determinare.

Oltre a fornire un sensing intracellulare, I'utilizzo di fari molecolari a singola elica di
DNA permette, in seguito al legame con I'RNA messaggero target, di inibire il processo di
traduzione proteica riducendo i livelli di proteine coinvolte, per esempio, nei processi di
genesi e proliferazione tumorale.

La combinazione di sensing e di effetto silenziante é racchiusa nel termine teranostica.
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1.1 - Introduzione

L’Istituto di Biometeorologia (Ibimet) € un istituto di ricerca del Consiglio Nazionale
delle Ricerche che opera nella definizione di strategie e nello sviluppo di tecnologie e
soluzioni operative che contribuiscano alla resilienza ed alla sostenibilita dei sistemi
territoriali e produttivi rispetto alle emergenze globali che interessano le risorse
agroalimentari e no- food, il clima e la meteorologia.

Tra i fattori ambientali principali e caratterizzanti le attivita dell’Istituto si trovano
le variabili meteorologiche e climatiche e la loro influenza sulle specie viventi ed in
particolare quelle vegetali. Recentemente I'Istituto ha iniziato a considerare tra le sue
attivita di studio un ulteriore fattore antropico che puo influenzare l'ambiente in cui
viviamo, la luce artificiale notturna. Questo interesse € maturato a seguito del coinvolgi-
mento dell'Ibimet in un’azione COST finanziata dalla Comunita Europea denominata Loss of
the Night Network (LoNNe) o Perdita della notte. Lo scopo di questo capitolo & quello di
descrivere le attivita sinora svolte dall'lbimet sia a livello regionale sia a livello
internazionale nell’ambito della Cost Action LoNNe.

La luce artificiale notturna costituisce un elemento essenziale della civilta moderna,
consentendo di illuminare aree residenziali, industriali e infrastrutture dopo il calar del sole.
Per quanto ormai dati per acquisiti, i vantaggi dovuti alla luce artificiale sono immensi, sia in
termini di prolungamento degli orari per svolgere qualsiasi attivita, che per garantire
condizioni di sicurezza: negli anni si & giunti a una tale diffusione di impianti di illumina-
zione che il loro effetto & chiaramente visibile dallo spazio (Figura 1). Allo stesso tempo, la
quantita e la tipologia di luce emessa, spesso eccessiva rispetto alle effettive necessita,
determina effetti negativi, alcuni dei quali acclarati da tempo, e altri tuttora in corso di
studio. Tali effetti possono essere ripartiti in cinque macro-aree.

Spreco di energia: sulla base di analisi (Poggio et al., 2011) svolte in nuclei abitati in
cui sono stati eseguiti lavori di adeguamento degli impianti di illuminazione, in modo da
azzerare il flusso luminoso verso l'alto, e installando lampade di potenza inferiore, & stato
possibile misurare risparmi notevoli in termini di energia elettrica per illuminazione
pubblica (raramente inferiori al 50%), con un conseguente risparmio di emissioni e, fattore
non trascurabile, un risparmio economico.

Effetti in campo ecologico: la letteratura riporta numerosi casi di studio legati

all'impatto della luce su varie specie animali notturne, con effetti a livello genetico,
fisiologico, sugli spostamenti quotidiani, sulle migrazioni, sul comportamento riproduttivo e
sulla mortalita (Gaston et al. 2015).
Deterioramento del paesaggio: la sempre maggiore quantita di luce diretta verso 1'alto,
diffusa dall'atmosfera, va a coprire la naturale luminosita della volta celeste. In questo modo
viene compromessa la possibilita di osservazioni astronomiche, con ripercussioni diverse
per astronomi e astrofili (Aubé et al., 2013). Moltissime persone sono poi sensibili al cielo
stellato e I'eccesso di illuminazione sta riducendo le zone del globo caratterizzate da un cielo
di buona qualita (generalmente quello in cui la Via Lattea sia visibile a occhio nudo).

1 e .
l.massetti@ibimet.cnr.it
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Figura 1 - Image number ISS041-E-90188; Italy at night, panorama. "Image courtesy of the Earth Science
and Remote Sensing Unit, NASA Johnson Space Center; http://eol.jsc.nasa.gov”

Sicurezza: la presenza di illuminazione notturna e finalizzata a ridurre la
percentuale di “zone buie” in citta e nelle infrastrutture viarie al fine di prevenire il
potenziale verificarsi di episodi criminosi e a diminuire la possibilita di incidenti. Tuttavia
esistono diversi studi e casi pratici che dimostrano che i casi in cui € stata ridotta
l'illuminazione stradale non sempre hanno portato automaticamente a un incremento di
episodi criminosi o incidenti (Marchant, 2004).

Salute umana: 1'uomo regola tutta una serie di funzioni fisiologiche (ad esempio il
sonno e la veglia) tramite un ritmo circadiano basato sulla naturale alternanza del giorno e
della notte, il cui segnale principale & dato dalla presenza di luce blu (condizione tipica di
giorno, con il cielo sereno); la luce artificiale notturna, specialmente la componente blu, pud
alterare il nostro orologio biologico e indurre una riduzione di produzione della melatonina
durante la notte (Reiter etal., 2007).

Le soluzioni per contenere le varie forme di impatto sono definite da tempo,
soprattutto per quanto riguarda la quantita di flusso luminoso, e hanno costituito la base di
normative in vigore in varie regioni italiane. Le normative piu recenti, come ad esempio
quella dell'Alto Adige (Provincia Autonoma di Bolzano, 2012), oltre a definire criteri per il
contenimento della direzione del flusso luminoso hanno anche iniziato a tenere conto della
qualita della luce, imponendo soglie sulla temperatura di colore delle sorgenti di
illuminazione.

Mentre sono tuttora in corso numerosi studi per quantificare 'effetto della luce
artificiale nelle varie categorie di impatto sopra riportate, & abbastanza chiaro che
l'introduzione della luce in ambienti notturni avviene spesso senza considerare tali effetti,
talvolta anche per la limitata conoscenza da parte dei tecnici riguardo alle buone pratiche di
progettazione e installazione. Ci troviamo quindi in una congiuntura in cui vi é sia la
necessita di indagare su alcune delle problematiche legate alla luce artificiale notturna al
fine di caratterizzare in modo piu esaustive il fenomeno, che di sensibilizzare varie categorie
della societa su questo tema.
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1.2 - I primi passi dell'lbimet nello studio di luce artificiale notturna e
dell'inquinamento luminoso

[ primi contatti con la tematica sono avvenuti con il coinvolgimento dell'lbimet nella
COST Action Loss of the Night Network. L’azione COST é un programma dell’'Unione Europea
che finanzia la formazione di reti di ricercatori e studiosi per incentivare la collaborazione
tra coloro che svolgono attivita di ricerca su un tema comune, cosi da aumentare I'impatto
della ricerca scientifica sulle politiche decisionali. Il programma mette a disposizione risorse
finanziarie a favore di attivita ed incontri di scambio di mezzi ed esperienze (meeting,
esperienze in altre strutture straniere, pubblicazioni). Ad ogni azione COST possono
partecipare fino a due membri di ogni nazione.

Nel 2014 I'lbimet ha iniziato ad occuparsi di questo tema in concomitanza con la sua
nomina di membro rappresentante dell'ltalia. L’Ibimet si € cosi aggiunto all’altro
rappresentante italiano Andrea Giacomelli presidente dell’associazione Attivarti.org.

Attivarti.org & un'associazione di promozione sociale costituita nel maggio 2011.
L'associazione si occupa di “tutela e valorizzazione di risorse minori o poco note nel campo
della cultura, dell'ambiente e dell'innovazione libera”, ed e stata creata per dare una veste
formale a una serie di iniziative avviate sin dal 2006 da alcuni cittadini sparsi tra Milano e la
Toscana. Il principale progetto coordinato da Attivarti.org e la BuioMetria Partecipativa
(BMP), nato nel 2008 come iniziativa congiunta di sensibilizzazione sul tema
dell'inquinamento luminoso e di raccolta di dati quantitativi di qualita del cielo notturno. La
figura 2 rappresenta le localita e i livelli di qualita del cielo notturno misurati nell'ambito del
progetto BMP.
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Figura 2 - Mappa delle misure raccolte dal progetto BuioMetria Partecipativa

L'associazione € animata da un lato da tecnici con esperienza pluriennale e di livello
internazionale di ingegneria ambientale, pianificazione territoriale e sistemi informativi
territoriali e dall'altro da cittadini residenti in alcuni borghi rurali della bassa Toscana. La
combinazione di questi elementi costituisce un insieme forse non inedito, ma abbastanza
originale, nello sviluppo dei progetti. Il gruppo di lavoro della BuioMetria Partecipativa ha
operato sin dal 2008 su quattro linee principali:
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e La citizen science, cioe il coinvolgimento dei cittadini in attivita di raccolta di misure sia
tramite sensori manuali che stazioni di monitoraggio in continuo della qualita del cielo
notturno per finalita divulgative e scientifiche;

e J'attivita divulgativa su tematiche ambientali ed in particolare sull'inquinamento
luminoso, con interventi pubblici o su vari canali mediatici a cadenza mensile dal 2008,
sia in Italia che all'estero;

¢ il consolidamento di una rete di contatti, sia su scala nazionale che internazionale, con
altri esperti e organizzazioni impegnate sul tema inquinamento luminoso;

e lacreazione di un sistema informativo per la raccolta e la condivisione dei dati di qualita
del cielo notturno (che integra le misure manuali eseguite dai cittadini e le misure
automatizzate raccolte nell’ambito del coordinamento italiano per la raccolta dati
sull'inquinamento luminoso, o CORDILIT).

[ primi contatti tra Ibimet e Attivarti.org avvengono sul terreno della Citizen Science
dove entrambe le organizzazioni sono coinvolte. Infatti, analogamente alla buiometria
partecipativa, I'Ilbimet ha mantenuto sin dal 2004 una rete di contatti per la raccolta di
osservazioni della migrazione primaverile delle rondini nell’ambito del progetto Gilia. Un
altro carattere in comune a Ibimet e Attivarti.org € stato la divulgazione di argomenti a
carattere ambientale rispettivamente presso le scuole e i cittadini. Ed e su questo fronte che
e nata la prima significativa collaborazione che ha visto Attivarti.org partecipare nel 2014 al
progetto INVOLEN e concorrere alla competizione internazionale per la costruzione di un
location based game ambientato nella Val di Farma (Giacomelli e Ceccarini, 2015).

Dal 2014 entrambe le organizzazioni collaborano nell’ambito della COST Action
LoNNe.

1.3 - Larete Loss of the Night (COST Action LoNNe)

Loss of the Night Network (LoNNe) persegue 'obiettivo di creare una piattaforma
per favorire:
e la collaborazione tra ricercatori che studiano la luce artificiale, I'inquinamento

luminoso e i suoi impatti sull'ambiente, la biodiversita e 'uomo;
e laraccolta di dati e studi relativi all'inquinamento luminoso e ai suoi impatti;
o ladefinizione delle soglie di inquinamento luminoso nocive agli esseri viventi;

e l'interazione con varie categorie di soggetti al di fuori dell'ambito di ricerca (a partire
dai decisori politici e dall'industria illuminotecnica);

o l'identificazione dei futuri campi di ricerca e proposta di progetti congiunti.

LoNNe € composta da ricercatori e tecnici di tutta Europa (Figura 3) organizzati in
un comitato di gestione formato da due rappresentanti per ogni paese partecipante e
quattro gruppi di lavoro (o working group, WG) di esperti.

IL WG1 comprende esperti che si occupano della fisica della luce artificiale, della sua
misurazione e delle metodologie di modellazione e mira a promuovere la collaborazione dei
componenti a ricerche scientifiche e scambio di conoscenze sulla luce artificiale.
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Figura 3 - Provenienza geografica dei membri della COST Action LoNNe

I WG2 ha l'obiettivo di caratterizzare i dati di luce artificiale e inquinamento
luminoso raccolti a vario titolo a livello europeo e nel mondo per definirne l'integrazione ed
identificare impatti sulla natura e stabilire soglie massime riferite a varie categorie di effetti
(fauna, flora, salute umana)

I WG3 si occupa di analizzare la luce artificiale notturna dal punto di vista
socioeconomico, analizzando sia i casi di uso dell'illuminazione nelle citta, che esempi di
promozione e valorizzazione del cielo notturno in aree rurali.

11 WG4 é centrato sulla divulgazione dei risultati e sulla sensibilizzazione di cittadini,
dell'industria, delle associazioni e dei decisori amministrativi e politici.

1.4 - L’attivita dell’'Ibimet in LoNNe

L'Ibimet ha partecipato alle riunioni del comitato dei rappresentanti (MC) e del WG4
per pianificare le azioni di comunicazione e la gestione del sito (http://www.cost-lonne.eu)
tenuti a Leicester nel 2014 e a Firenze ed Atene nel 2015. Attivarti.org e Ibimet in
collaborazione con altri attori italiani nel campo dell'inquinamento luminoso hanno
presentato uno stato delle proprie attivita condotte su questo tema alla conferenza
internazionale Balkan Light 2015 (Giacomelli et al., 2015).

Inoltre Ibimet e Attivarti.org hanno organizzato in Toscana, la campagna di misura
annuale che i ricercatori della rete LoNNe effettuano con lo scopo di confrontare le
prestazioni e le differenze di differenti strumenti di misura della qualita del cielo. La



16 ANNO DELLA LUCE

campagna 2015 si & svolta dal 21 al 25 marzo e ha coinvolto 12 tra i principali esperti a
livello europeo nel campo della misurazione della qualita del cielo notturno che hanno
svolto nello stesso sito, misure in parallelo utilizzando diverse tipologie di strumentazione.
Questa campagna & stata la terza, dopo quelle che si sono svolte nel 2013, nell'isola di
Lastovo (Croazia) caratterizzata da un basso livello di inquinamento luminoso e, nel 2014,
in Spagna, utilizzando come sito luminoso la citta di Madrid e come sito buio Avila. In
Toscana sono stati selezionati rispettivamente un sito buio in prossimita del piccolo abitato
di Torniella a circa 40 km a sud di Siena e un sito luminoso collocato presso l'area di ricerca
del CNR di Sesto Fiorentino (Figura 4).

Figura 4 - Montaggio di un sensore durante la campagna LoNNe 2015
sul tetto dell'area di ricerca del CNR di Firenze

A questa campagna hanno partecipato complessivamente 12 ricercatori,
provenienti da sei nazioni, europee. Le misure sono state effettuate per due notti a Torniella
e una notte a Sesto Fiorentino, utilizzando piu di 18 strumenti tra sky quality meter (SQM),
luxmetri e fotocamere digitali (Kyba et al. 2015). Uno degli obiettivi della campagna di
misura era verificare l'affidabilita e la corrispondenza tra i vari strumenti di misura con una
particolare attenzione agli SQM che per i costi contenuti potrebbero essere una valida
soluzione per realizzare reti di monitoraggio estese a basso costo. Sebbene i risultati
abbiano messo in evidenza i limiti connessi alla durata ridotta della campagna di misura e al
fatto che gli strumenti sono stati calibrati in contesti differenti, complessivamente le
differenze di misura sono state piccole in condizioni di cielo sereno e piu elevate con cielo
nuvoloso in particolare a Sesto Fiorentino che e un sito luminoso in condizioni normali. Per
ulteriori approfondimenti si consiglia di consultare il report della Campagna di misura del
2015 (Kyba et al. 2015).

Infine tra le altre attivita di divulgazione & da menzionare la partecipazione alla
conferenza “Luci e colori del futuro” organizzata il 29 novembre 2015 dalla Societa
Astronomica Italiana di Livorno proprio per celebrare “I'anno internazionale della luce”, nel
corso della quale I'Ibimet ha illustrato le tematiche riguardanti la qualita del cielo notturno,
la luce artificiale e I'inquinamento luminoso.

1.5 - Rete di monitoraggio di Firenze
Ispirati dai risultati ottenuti durante la campagna di misura, si € deciso di istituire, in

via sperimentale, un prototipo di rete di monitoraggio permanente a Firenze. La scelta
caduta sui sensori Sky Quality Meter (SQM) che come gia detto sono caratterizzati da un
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costo contenuto accompagnato da un'affidabilita accettabile soprattutto nel caso di misure
di confronto tra dati rilevati dallo stesso tipo di sensore e sono ampiamente utilizzati sia a
fini di ricerca che di monitoraggio.

Questo strumento € dotato di un sensore che puntato allo Zenit misura la quantita di
luce (mag/arcsec?) ricevuta su un angolo di 40° in lunghezze d'onda frai 350-400 e 700 nm.

L'SQM non e l'unico tipo di strumento disponibile per l'acquisizione di dati di qualita
del cielo notturno: esistono altri modelli di fotometri, piu costosi, e procedure basate
sull'elaborazione di immagini acquisite tramite sensori CCD. Rispetto a questi lo SQM
costituisce un buon compromesso in termini di costo, semplicita di utilizzo e possibilita di
acquisire dati comparabili con altri sensori. Infatti & il sensore oggi piu diffuso per la
determinazione della luminosita del fondo del cielo notturno.

Essendo lo strumento nato in ambito astronomico, la grandezza misurata viene
espressa in magnitudine per arco di secondo quadrato. Si ricorda che la magnitudine &
utilizzata per misurare la luminosita di una stella. Riferendo la magnitudine a una porzione
areale, si puo quindi dare un'indicazione della luminosita del fondo del cielo. Tale luminosita
& determinata dal contributo di tutte le sorgenti luminose orientate verso 1'alto in una zona
attorno al punto di misura. L'estensione di questa zona non & determinata a priori,
derivando dalla combinazione di vari fattori, ma puo arrivare anche a 100 km di raggio e
oltre, in funzione della tipologia di impianti esistenti nella zona, dell'orografia locale e delle
condizioni atmosferiche. In questa unita di misura i valori decrescono all'aumentare della
luminosita del cielo, tanto che la scala di valori registrati in condizioni tipiche di
campionamento all'esterno varia da circa 15, in condizioni di inquinamento luminoso
elevato tipiche di grandi agglomerati urbani, per arrivare quasi a 22 in zone rurali senza
infrastrutture e centri urbani nei dintorni.

Figura 5 - Sensori SQM installati sul tetto dell'area di ricerca del CNR di Firenze

Alcuni tipi di SQM possono essere installati in modo permanente all’aria aperta,
grazie ad uno schermo di protezione che protegge il sensore dalla pioggia (Figura 5). Il
sensore puod essere collegato ad un computer e raccogliere dati in modo illimitato oppure
collegato ad una batteria che garantisce un durata che dipende dalla frequenza di
campionamento (circa 3 mesi nel caso di una misura ogni 10 minuti). La rete & stata attivata
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a novembre 2015 ed &€ composta da due sensori SQM-LU-DL. Inizialmente i due sensori
sono stati installati sul tetto dell'area di ricerca del CNR per verificare la loro
corrispondenza (Figura 5). I risultati hanno confermato un grado di corrispondenza delle
misure, dello stesso ordine di grandezza dell’accuratezza dello strumento riportate sul
manuale operativo del sensore (+0.10 mag/arcsec?).

Figura 6 - Immagine presa dalla stazione spaziale della piana Firenze-Prato-Pistoia e del Valdarno inferiore
(nel riquadro rosso 'area di ricerca del CNR di Sesto Fiorentino) (foto: ISS026-E-28831, "Image courtesy of the
Earth Science and Remote Sensing Unit, NASA Johnson Space Center; http://eol.jsc.nasa.gov”)

Figura 7 - Immagine presa dalla stazione spaziale dell’arcipelago Toscano (nel riquadro rosso l'isola di
Montecristo) (foto: ISS037-E-15305, . "Image courtesy of the Earth Science and Remote Sensing Unit,
NASA Johnson Space Center; http://eol.jsc.nasa.gov”)
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Il primo obiettivo che ci siamo posti poi, € quello di caratterizzare la luminosita del
cielo notturno in un sito con elevata quantita di luce artificiale e uno contraddistinto dalla
quasi totale assenza di luce artificiale in Toscana. Per questo scopo sono state selezionate
I'area della piana fiorentina a Firenze (Figura 6) e l'isola di Montecristo (Figura 7).
L’installazione del sensore sull'isola di Montecristo & stata possibile grazie alla
collaborazione del Corpo Forestale dello Stato, che ha permesso di posizionare il sensore in
un promontorio dell’isola (Figura 8).

Figura 8 - sensore installato sull'isola di Montecristo

Il monitoraggio e iniziato il 25 novembre a Sesto Fiorentino e il 4 dicembre 2015
sull'lsola di Montecristo. Attualmente sono disponibili i primi risultati delle misure
effettuate a Sesto Fiorentino dal 25 al 30 Novembre 2015 che sono riportati nelle figure 9 e
10. Durante la notte i valori orari minimi e massimi di luminosita registrati nel periodo si
sono assestati rispettivamente tra 15.4 mag/arcsec? e 17.6 mag/arcsec? (Figura 9) che sono
valori comparabili a quelli misurati durante la campagna LoNNe di marzo.

La Figura 10 mette a confronto I'evoluzione dei valori nella notte del 26-27 e quella
del 27-28 novembre 2015. A parte un breve episodio il 26 € caratterizzato da una luminosita
maggiore dovuta alla riflessione causata dalla copertura nuvolosa la cui presenza é
confermata dalle immagini satellitari. Inoltre il grafico del 27-28 novembre mostra
chiaramente 'aumento di luminosita del cielo legato al passaggio della luna che quel giorno
sorgeva alle 17.30 e raggiungeva il culmine verso I'una di notte.

[ dati acquisiti dai due sensori SQM installati dall'lbimet potranno essere
periodicamente integrati nel database CORDILIT, gestito da Attivarti.org, che dal 2011
raccoglie serie storiche da vari sensori in Italia (dislocati in Veneto, Toscana, Lombardia,
Lazio e Val d’Aosta).
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Figura 9 - Minima e massima luminosita oraria notturna dal 26 al 30 novembre 2015 a Sesto Fiorentino
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Figura 10 - Luminosita delle notti 26-27 e 27-28 novembre 2015 rilevate dall’'SQM a Sesto Fiorentino

1.6 - Monitoraggio alberature stradali potenziali effetti dell’illuminazione
artificiale

E ben noto che la luce artificiale & comunemente utilizzata per stimolare la crescita
delle piante, ad esempio in orticoltura. Pero poco si sa se l'illuminazione artificiale delle
nostre citta abbia un effetto sullo sviluppo del verde urbano. L'impatto dellilluminazione
artificiale notturna sulle piante e stato poco studiato e i risultati sono contraddittori. Uno
studio (Kramer, 1937) ha documentato un effetto sullo sviluppo dei germogli alla fine della
stagione vegetativa in due specie vegetali (Abelia grandiflora e Robinia pseudocacia) che
continuavano a crescere e generare germogli nella porzione di chioma vicino alla luce
artificiale. Invece un altro studio, condotto in Finlandia, non ha riscontrato alcun
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significativo effetto della luce artificiale sulla colorazione autunnale delle foglie di Betula
pendula (Sarala et al,, 2013).

Figura 11- Chioma delle alberature stradali a Firenze il 7 gennaio 2015

Durante I'inverno 2014-2015, é stato osservato che alcune alberature stradali della
citta di Firenze, in particolare della specie Platanus acerifolia, hanno conservato foglie verdi
fino a gennaio 2015 sui rami posti sotto il cono di luce dell'illuminazione stradale (Figura
11). In particolare & stato osservato che lungo una via della citta affiancata da un filare di
platani, la frequenza di alberi con parte della chioma verde era elevata in prossimita dei
lampioni e bassa in lontananza da essi. Ad ogni modo c’é¢ da considerare che a Firenze, il
mese di dicembre 2014 & stato caratterizzato da temperature minime giornaliere
mediamente 2°C piu elevate della media climatica e questa situazione anomala potrebbe
avere condizionato il comportamento della vegetazione. Comunque la maggior frequenza di
foglie verdi sotto i lampioni suggerisce un’influenza della luce artificiale sulla senescenza
che dovra essere ulteriormente studiata negli anni a venire.

1.7 - Sviluppi futuri

L'inquinamento luminoso, o meglio I'effetto della luce artificiale notturna, & un tema
su cui la ricerca in Italia ha seguito un percorso particolare. Dopo una fase alla fine degli
anni '90 in cui sono stati prodotti lavori in cui ricercatori italiani hanno avuto un ruolo di
riferimento mondiale, le attivita si sono disperse.

Il tema € stato molto trattato da parte di altre organizzazioni, piu attive sul fronte
della sensibilizzazione e dell'attivismo che della ricerca. A nostro parere & necessario che
questo tema sia maggiormente approfondito seguendo un approccio scientificamente
fondato ed interdisciplinare al fine di produrre risultati certi e quantificabili che possano
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essere utilizzati in modo efficace dai decisori politici e dai produttori per realizzare
un’illuminazione a basso impatto ambientale.

La ricerca in questo settore necessita pero di un’ampia gamma di dati distribuiti nel
tempo e nello spazio e la collaborazione dei cittadini, declinata secondo i canoni della
cosiddetta citizen science, puo essere, in questo senso, un valido supporto alle reti di ricerca.

Infine questo tipo di ricerca puo essere un supporto significativo allo sfruttamento
delle opportunita che possono offrire aree caratterizzate da bassi livelli di inquinamento
luminoso, in termini di attrazione per astrofili e turisti in genere, specialmente per regioni
come la Toscana, che in Italia costituisce una delle tre zone di maggior pregio dal punto di
vista della qualita del cielo notturno.
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LA LUCE NELLE FIBRE OTTICHE: RETICOLI A PASSO LUNGO COME STRUMENTO DI
RIVELAZIONE DI PARAMETRI CHIMICI E BIOCHIMICI

F. Chiavaiolij, C. Trono, A. Giannetti, S. Tombellij, F. Baldini
Istituto di Fisica Applicata “Nello Carrara”, Consiglio Nazionale delle Ricerche, IFAC-CNR, Via
Madonna del Piano 10, 50019 Sesto Fiorentino, Firenze, Italy

1.1 - Introduzione

La crescente necessita di dispositivi in grado di eseguire misure in situ, veloci ed
affidabili nel campo della chimica e biochimica ha spinto e continua a spingere i ricercatori a
cercare nuove soluzioni tecnologiche nel settore. Una possibilita pud sicuramente essere
l'utilizzo di rifrattometri ottici che misurano la variazione di indice di rifrazione associata ad
una reazioni chimica o ad un’interazione biochimica. Essi offrono la possibilita di utilizzare
un approccio ottico per rivelare una reazioni chimica o un’interazione biochimica senza
ricorrere a misure di luminescenza o d’assorbimento. Questa caratteristica distintiva & di
fondamentale importanza e puo essere essenziale per misurare elementi chimici e specie
biochimiche che non hanno specifiche proprieta ottiche o che interagiscono selettivamente
con elementi di riconoscimento molecolare senza I'emissione di fluorescenza o variazioni di
assorbimento. In saggi biologici, per esempio, I'approccio ottico piu diffuso € quello che
prevede l'utilizzo di marcatori (label-based) nei quali si sfrutta l'interazione tra l'analita
sotto esame ed un elemento di riconoscimento molecolare etichettato con marcatori
fluorescenti o chemiluminescenti. D'altro canto, l'uso di un elemento di riconoscimento
molecolare marcato implica molto spesso I'utilizzo di un protocollo di rilevamento in piu
fasi (come nel test ELISA o in saggi di tipo sandwich), che pud complicare l'interazione
biochimica riducendone la selettivita. Al contrario, un approccio senza l'utilizzo di marcatori
(label-free) non presenta questo tipo di inconvenienti e offre la possibilita di misurare
direttamente e in tempo reale l'interazione tra I'’elemento di riconoscimento molecolare e
l'analita, fornendo dunque la possibilita di analizzare la dinamica delle interazioni oltre che
determinare la concentrazione dell’analita [1].

Tra tutte le attuali piattaforme tecnologiche a disposizione per la misurazione
dellindice di rifrazione, quelle basate su risonanza plasmonica superficiale (SPR) sono
quelle piu diffuse, caratterizzate da elevate risoluzioni dell’ordine di 10-7/10-8 unita di indice
di rifrazione (RIU) [2]. Altre ben note ed interessanti piattaforme tecnologiche sono basate
sull'uso di interferometri, realizzati sia su fibre ottiche che su guide d'onda planari, o di
risuonatori ottici, che in termini di risoluzione possono essere confrontabili con sistemi SPR.
In questi ultimi anni, i reticoli in fibra ottica sono stati proposti come strumenti per la
rivelazione di parametri chimici e biochimici [3], con moltissimi esempi descritti nella
recente letteratura. L'uso di reticoli in fibra ottica offre alcuni vantaggi rispetto all'uso delle
altri sopracitati dispositivi grazie alle caratteristiche tipiche delle fibre ottiche, come
compattezza, flessibilita, maneggevolezza e leggerezza, oltre al fatto di essere altamente
compatibili ed integrabili con i componenti optoelettronici standard e i dispositivi
disponibili in commercio in quanto la lunghezza d'onda di lavoro corrisponde generalmente
a quella relativa alle finestre di trasmissione delle telecomunicazione con minimo di
attenuazione a circa 1.3 pm (x0.5 dB/km) e 1.5 pm (0.2 dB/km). Inoltre, la combinazione
dell’'uso delle fibre ottiche con il fatto che il segnale trasmesso &€ modulato spettralmente (si
veda la sezione "Principi Fondamentali") offre la possibilta di multiplexing e la capacita di
trasmissione a grande distanza che le altre piattaforme tecnologiche non sono in grado di
offrire o lo sono solo in maniera parziale. E anche importante sottolineare che, poiché la
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codifica ottica del segnale € una modulazione di lunghezza d'onda, la lettura del segnale non
e influenzata da variazioni o fluttuazioni della potenza ottica della sorgente né dalla
curvatura della fibra stessa.

Vantaggi e limitazioni nell'utilizzo dei reticoli in fibra ottica per la misurazione di
parametri chimici e biochimici sono analizzati in questo capitolo insieme ad alcune
applicazioni pratiche ed uno sguardo agli sviluppi piu recenti con nuove prospettive nel
settore.

1.2 - Principi fondamentali dei reticoli a fibra ottica

Le prime fibre ottiche furono realizzate nel 1953. Le due principali applicazioni delle
fibre ottiche sono state e sono tutt'ora per la trasmissione di segnali nelle telecomunicazioni
e come sensori. Tuttavia il loro primo impiego é stato come sensore visto che il loro utilizzo
nell’altro campo era limitato dalle grandi attenuazioni. Una fibra ottica e costituita da un
cilindro interno detto nucleo (core), con indice di rifrazione uguale a n1 e da una corona
esterna detta mantello (cladding), con un indice di rifrazione n; < nj. Oltre questi due strati
ne esiste almeno un altro per rivestire e proteggere la fibra stessa. Una fibra ottica e
generalmente realizzata in vetro o silicio fuso SiOz, ma purché il materiale sia un dielettrico
trasparente alla luce, pud essere realizzata anche in plastica. Il suo utilizzo € quello di
trasportare energia luminosa in modo guidato sfruttando il principio della riflessione
interna totale. Una caratteristica che deriva direttamente dalla sua natura, & l'immunita
della fibra ottica ai disturbi di natura elettromagnetica (EMI) e radiofrequenza (RFI); tale
proprieta impedisce fenomeni di interferenza (diafonia), cosi come non permette di
prelevare segnale dall'esterno (intercettazione). Le fibre ottiche sono infine classificate in
due grandi gruppi: fibre monomodo (single-mode fiber) e multimodo. Nelle fibre
monomodali, le uniche prese in considerazione in questo capitolo, si ha un solo modo che si
propaga nel nucleo e quindi il fenomeno della dispersione modale non esiste. In
quest’ultime, le dimensioni di nucleo e mantello delle fibre disponibili commercialmente
sono tipicamente 9 pm e 125 pm.

Un reticolo in fibra ottica & una modulazione periodica dell'indice di rifrazione del
nucleo (ncore) di una fibra monomodo, come mostrato in Figura 1.
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Figura 1 - Schematizzazione di un reticolo in fibra ottica (in alto). I dischi all'interno del nucleo della fibra
mostrano la modulazione periodica dell'indice di rifrazione del nucleo della fibra (ncore),
mentre A rappresenta il periodo o passo del reticolo.
Profilo dell'indice di rifrazione del nucleo della fibra lungo 1'asse della fibra (in basso) [3]
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[ reticoli in fibra ottica sono classificati in base al periodo di reticolo A, ovvero la
distanza tra due modulazioni successive lungo l'asse della fibra. Tale distanza produce un
accoppiamento ben preciso della luce e definisce la propagazione all'interno della fibra
monomodo [4]. Il primo tipo di reticolo, conosciuto come reticolo di Bragg (fiber Bragg
grating, FBG), € caratterizzato da un periodo dell’ordine delle centinaia di nanometri e da
luogo all'accoppiamento della luce tra il modo fondamentale copropagante nel nucleo della
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fibra e il suo rispettivo modo contropropagante. Tale accoppiamento avviene ad una
lunghezza d'onda ben precisa che e chiamata lunghezza d'onda di risonanza di Bragg
(AresBc) € che & espressa dalla seguente relazione:

Ares,FBG =2 Ncoreeff A (1.1)

dove ncoreerr Tappresenta l'indice di rifrazione efficace del nucleo della fibra. A questa
lunghezza d'onda, un FBG é caratterizzato dalla massima riflettanza e dalla minima
trasmittanza, come mostrato in Figura 2a. E importante sottolineare che un FBG puo essere
interrogato sia in riflessione che in trasmissione. Questo tipo di reticolo, nella sua
configurazione standard, non pud essere usato per la misurazione della variazione
dell'indice di rifrazione del mezzo circostante la fibra (surrounding refractive index, SRI),
poiché la radiazione ottica & fortemente confinata all'interno del nucleo della fibra e solo
una piccola quantita di radiazione viene trasferita al mantello della fibra, ma in ogni caso
non raggiunge mai il suo esterno. L’interazione della radiazione ottica che viaggia lungo il
nucleo della fibra con l'ambiente esterno puod essere ottenuta mediante un’opportuna
modifica della geometria di un FBG sia attraverso una diversa modulazione dell’indice di
rifrazione o sfruttando una diversa configurazione. I tre tipi di reticoli in fibra ottica
modificati, le cui proprieta di trasmissione sono modulate da una variazione di SRI, sono
illustrati in Figura 2: il reticolo a passo lungo (long period grating, LPG) in Figura 2b, il
reticolo di Bragg con piani reticolari inclinati (tilted FBG, TFBG) in Figura 2c ed infine il
reticolo di Bragg con riduzione parziale o totale del mantello della fibra (etched FBG, EFBG)
in Figura 2d.

Un LPG é caratterizzato dalla stessa modulazione periodica dell'indice di rifrazione
del nucleo della fibra (come mostrato in Figura 1) ma da un periodo dell’ordine delle
centinaia di micrometri invece di centinaia di nanometri. Questo valore del periodo
sostanzialmente piu lungo genera l'accoppiamento tra il modo fondamentale copropagante
nel nucleo della fibra (LPo1) ed un numero discreto di modi di mantello copropaganti (LPom).
Per ogni m-esimo modo di mantello, I'accoppiamento avviene ad una lunghezza d'onda ben
definita, chiamata lunghezza d'onda di risonanza di un LPG (Aresipg), data dalla seguente
relazione:

Ares,LPG (m) = (ncore,eff - nclad,eff (m)) A (1-2)

dove Ndadetr (m) rappresenta l'indice di rifrazione efficace dell’'m-esimo modo di mantello e
che dipende dall’indice di rifrazione del mezzo che circonda la fibra (SRI). L'esistenza di
diversi modi di mantello, il cui profilo di campo elettrico decade esponenzialmente a causa
dell’assorbimento e della dispersione all'interfaccia mantello/mezzo esterno, implica la
presenza di diverse bande di attenuazione nello spettro di trasmissione come evidenziato in
Figura 2b. Quindi, e grazie all'accoppiamento tra il modo fondamentale del nucleo ed i modi
di mantello che la radiazione ottica puo interagire con I'ambiente esterno.

In corrispondenza dell'interfaccia mantello/mezzo esterno, 'interferenza ottica tra i raggi
incidenti e quelli riflessi genera un'onda ottica, chiamata onda evanescente, che si propaga
nella direzione dell'asse della fibra e decade esponenzialmente in direzione perpendicolare
e che caratterizza ogni modo di mantello [5]. La profondita di penetrazione dell'onda
evanescente e un parametro chiave per scopi sensoristici: essa & definita come la distanza
dall'interfaccia mantello/mezzo esterno in cui l'ampiezza del campo elettrico diminuisce di
un fattore pari a 1/e. In generale, maggiore e la profondita di penetrazione dell'onda
evanescente, maggiore é la sensibilita di un LPG a variazioni di SRI [6]. Poiché é la presenza
dell’'onda evanescente che garantisce l'interazione della radiazione ottica che viaggia lungo
I'asse della fibra con l'ambiente esterno, & chiaro che un FBG standard puo essere reso
sensibile ad una variazione di SRI modificando la sua struttura geometrica come mostrato in
Figura 2c e 2d. In particolare, la Figura 2c mostra la TFBG, dove la modulazione dell'indice di
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rifrazione del nucleo é costituita da piani reticolari inclinati di un certo angolo rispetto
all'asse della fibra (0). Tipici valori dell’angolo di inclinazione sono 2°-10°.
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Figura 2 - Configurazioni di base dei reticoli in fibra ottica: a) reticolo di Bragg standard (FBG) che non puo
essere usato come sensore di indice di rifrazione del mezzo circostante il sensore (surronding refractive index,
SRI); b) reticolo a passo lungo standard (LPG); c) reticolo di Bragg con piani reticolari inclinati (tilted FBG); d)
reticolo di Bragg con riduzione parziale o totale del mantello della fibra (etched FBG). Le frecce rosse indicano

come avviene l'interazione con il mezzo circostante. Il grafico sulla destra di ciascun reticolo mostra lo spettro di
trasmissione in presenza di una sorgente a banda larga posta in ingresso, mentre le curve di colore rosso
forniscono un’indicazione dell'effetto dovuto ad un aumento di SRI sullo spettro trasmesso [3]

Tale modulazione consente 1'accoppiamento della luce dal modo fondamentale del
nucleo e modi di mantello contropropaganti, i quali risultano essere sensibili alle variazioni
di SRI [3]. Infine la Figura 2d mostra un EFBG, in cui una riduzione (generalmente chimica
con acido fluoridrico HF) parziale o totale del mantello della fibra, consente I'estensione del
campo evanescente oltre il mantello e quindi permette I'interazione con il mezzo esterno
[3].

E evidente che lo spettro di trasmissione di un LPG (Figura 2b) e degli FBG
modificati (Figure 2c e 2d) dipende dal SRI. Una variazione del SRI implica diverse condi-
zioni di accoppiamento, che portano allo spostamento delle bande di attenuazione nello
spettro di trasmissione. La misura di tale spostamento della A.es rappresenta il parametro di
interesse nella maggior parte dei sensori basati su reticoli in fibra ottica. Pertanto questi
dispositivi possono essere utilizzati per la rivelazione e la determinazione quantitativa di
composti chimici o di specie biochimiche quando la reazione chimica o l'interazione
biochimica avviene nel volume che circonda la fibra o direttamente sulla superficie della
fibra, modificando il valore del SRI [7]. Un cambiamento del SRI da luogo ad un
comportamento opposto nello spettro di trasmissione di un LPG e degli FBG modificati
(TFBG e EFBG). In particolare, un aumento del SRI da luogo in un LPG ad uno spostamento
delle bande di attenuazione verso lunghezze d’onda inferiori (blue-shift), mentre uno
spostamento delle bande di attenuazione verso lunghezze d’onda maggiori (red-shift) &
osservato in entrambi gli FBG modificati. Inoltre, per tutti i reticoli in fibra ottica, la
sensibilita massima e raggiunta quando il valore del SRI raggiunge quello del mantello della
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fibra (circa 1.44-1.45 RIU) [8]. D'altro canto, piu il valore del SRI si avvicina a quello del

mantello della fibra, meno definita risulta essere la banda di assorbimento fino alla sua

completa scomparsa quando SRI = ngqa.¢. Questo appiattimento della banda di attenuazione
porta ad una maggiore difficolta nella valutazione della A..s e di conseguenza ad un peggiore

rapporto segnale-rumore che influisce pesantemente nella risoluzione del sensore [9].

Fino ad ora, sono stati descritti in letteratura tre diversi approcci per migliorare le
prestazioni di un LPG in termini di sensibilita all'indice di rifrazione del mezzo che circonda
la fibra:

1. diminuendo il passo del reticolo A (per esempio, da 600 um a 350 um) utilizzando un
LPG standard si e in grado di aumentare I'ordine del modo di mantello accoppiato, da un
ordine basso (es. LPo4) ad un ordine piu alto (es. LPo7), mantenendo la stessa finestra di
lunghezze d’onda analizzate [10];

2. diminuendo ancor di piu il passo del reticolo (A compreso tra 150 um e 180 um), si & in
grado di accoppiare modi di mantello speciali caratterizzati da un ordine di modo ancora
piu elevato (LPo11 - LPo13) e da una doppia banda di attenuazione. Questi reticoli speciali
sono noti in letteratura come LPG turn-around point (TAP LPG) [10]. Inoltre, la presenza
di una doppia banda di attenuazione relativa allo stesso modo di mantello, permette di
effettuare una misura differenziale dello spostamento spettrale (shift della Aresipc) tra le
due bande in quanto queste si muovono in direzione opposte al variare dell'indice di
rifrazione, aumentando cosi ancor di piu la sensibilita del dispositivo;

3. depositando un rivestimento ad alto indice di rifrazione (indice di rifrazione maggiore di
quello del mantello della fibra, ovvero maggiore di 1.5 RIU fino a 2 RIU) con spessore
dell’ordine delle centinaia di nanometri sopra la regione sensibile di un LPG, si & in grado
di utilizzare questo nuovo rivestimento come strato guidante del modo di mantello
accoppiato e questo induce una ridistribuzione del neagerr m) dei modi di mantello
causando a sua volta spostamenti elevati della Aresipg, in quanto si ha un aumento
dell'interazione dell'onda evanescente con il mezzo esterno. Questi reticoli sono meglio
noti in letteratura come LPG in transizione modale [11]. Inoltre, un’opportuna scelta sia
dell'indice di rifrazione che dello spessore del rivestimento permette di selezionare il
valore del SRI in cui si hanno le migliori prestazioni in termini di sensibilita.

Infine, € stato recentemente proposto un approccio che sfrutta I'utilizzo di un TAP
LPG in transizione modale (rivestito con uno strato ad alto indice di rifrazione), quindi che
combina il secondo e terzo approccio appena descritti [12]. L’analisi teorica ha dimostrato
che un tale LPG puo raggiungere valori di sensibilita dell’ordine di 105 nm RIU-.

1.3 - I reticoli a fibra ottica come sensori chimici e biosensori

Come spiegato nella sezione precedente, la variazione del SRI indotta da un
composto chimico o da un’interazione biochimica e il principio base di funzionamento
utilizzato nei reticoli in fibra ottica per la determinazione della concentrazione dell’analita.
Si possono distinguere due classi principali di sensori basati su reticoli a seconda della
regione dove si verifica la variazione dell'indice di rifrazione. Nel caso di reticoli “nudi”
(bare, ovvero la fibra ottica non e rivestita con alcun materiale ed dunque il mantello &
direttamente a contatto con il mezzo esterno), tutto il volume della soluzione che circonda il
reticolo viene interrogato dalla radiazione luminosa e quindi I'analita interagisce con tutto il
campo evanescente. Un caso ben diverso si ha quando la superficie della fibra & rivestita da
uno strato opportuno cosi che linterazione chimica/biochimica avviene solo in
corrispondenza di tale superficie. In questo caso, solo una porzione della radiazione ottica
associata al campo evanescente ¢ modulata a seconda dello spessore della regione di
interazione [3].

Il primo caso & sicuramente il piu semplice e uno dei primi esempi di LPG come
sensore chimico ha riguardato il suo utilizzo per determinare la concentrazione di cloruro di
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calcio, cloruro di sodio e glicole etilenico in soluzione. Da allora molte altre piattaforme
ottiche basate su reticoli sono state descritte in letteratura per la misurazione di alcool
isopropilico, glicerina, saccarosio, etanolo e glucosio, zucchero di canna, antigelo, xilene e
ioni cloruro. E importante osservare che questo tipo di approccio ha chiaramente lo
svantaggio di misurare una qualsiasi variazione che si verifica nel volume entro cui 1'onda
evanescente si estende e la misura puo essere quindi altamente influenzata da interferenti,
ovvero da specie diverse dell'analita in esame.

L'utilizzo di un rivestimento in grado di catturare I'analita, eventualmente in modo
selettivo, € senza dubbio molto importante per lo sviluppo di una sensore piu credibile ed
affidabile. In questo caso, il campione puo essere sostituito dopo l'interazione con questo
strato di riconoscimento con un adeguato campione standard (ad esempio una soluzione
buffer nel caso di saggi biologici), lavando via qualsiasi composto che non ha reagito con lo
strato di riconoscimento. Opportuni polimeri o matrici di sol-gel sono stati depositati sulla
superficie della fibra per la rivelazione di sostanze chimiche che vengono adsorbite o che
penetrano all'interno dello strato di riconoscimento [3]: matrice di sol-gel con SnO; per la
rivelazione di vapori di etanolo, film sottili polimerici per la misura di pH, polistirene
sindiotattico nella forma cristallina nanoporosa & per la rivelazione del cloroformio, strato
sottile di palladio/ strato sottile di argento per la rivelazione di Hy, film sottile di perovskite
con nanocristalli per la rivelazione di bassi livelli di H2 e copolimeri per la rivelazione di
vapori di composti organici volatili. In questo caso, generalmente, la selettivita & soltanto
parziale in quanto lo strato non risulta essere completamente selettivo per un solo analita
ma assorbe piu di un composto. Per questi tipi di sensori, lo spessore dello strato entro il
quale I'analita viene assorbito e chiaramente critico e svolge dunque un ruolo fondamentale.
Piu spesso € lo strato, maggiore e la sensibilita del sensore poiché maggiore ¢ la frazione di
radiazione ottica modulata dall'analita. D'altro canto, lo spessore dello strato & limitato da
due fattori: la profondita di penetrazione dell'onda evanescente all’interfaccia
mantello/strato di riconoscimento (se I'indice di rifrazione dello strato & inferiore rispetto a
quello del mantello della fibra, come in quasi tutti i casi) e il tempo di risposta del sensore, il
quale ovviamente aumenta con l'aumentare dello spessore dello strato. Pertanto, deve
essere sempre fatto un compromesso tra la sensibilita e il tempo di risposta.

In sensori biochimici, l'utilizzo di un elemento di riconoscimento biologico
(biological recognition element, BRE) in grado di legarsi con l'analita in esame e molto
comune, vista anche l'elevata selettivita che pud anche essere ottenuta, a seconda
dell’affinita tra il BRE e l'analita in esame. La prima dimostrazione che i reticoli a fibra ottica
possono essere utilizzati come biosensori é stato realizzata da Wang et al. [13], che hanno
dimostrato come multistrati ionici autoassemblati si possano assorbire sulla superficie di un
LPGs e possano essere efficacemente utilizzati come biosensori, sfruttando la coppia
bioconiugata biotina-streptavidina. Inoltre, gli LPG sono stati anche utilizzati come sensori
label-free per la rivelazione di: batteri specifici utilizzando batteriofagi [14], ibridazione di
sequenze di DNA [15] e interazione anticorpo-antigene [7,16-18].

Un aspetto critico nei biosensori e il fatto che il saggio biologico € condotto in
soluzione acquosa ad un indice di rifrazione intorno a 1.333 RIU, dunque abbastanza
lontano dal valore dell’indice di rifrazione del mantello della fibra e, di conseguenza, in un
range di valori in cui la sensibilita all'indice di rifrazione risulta essere bassa (dell’ordine
delle decine di nm RIU-1). Come accennato nella sezione precedente, questo problema pud
essere superato con la deposizione lungo la porzione di fibra contenente un LPG di uno
strato ad alto indice di rifrazione, ovvero un indice di rifrazione piu elevato rispetto a quello
del mantello della fibra. L'uso di un LPG ricoperto con uno strato di spessore nanometrico
ad alto indice di rifrazione (high refractive index, HRI) & stato proposto per la prima volta da
James et al. [19]. Un’analisi teorica e numerica & stata riportata da Del Villar et al. [11],
mentre Cusano et al. [20] hanno studiato teoricamente e sperimentalmente le risposte e le
sensibilita di LPG rivestiti per applicazioni chimiche e biochimiche. Infatti, combinando
opportunamente i parametri del rivestimento HRI, si puo spostare la massima sensibilita del
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sensore nel range desiderato di indice di rifrazione, quindi attorno all’indice di rifrazione
della maggior parte delle soluzioni biologiche, ovvero 1.33-1.34 RIU [21].

Un reticolo TFBG ed un approccio di tipo SPR possono essere combinati mediante la
deposizione di un sottile strato di oro sulla superficie di reticolo [22]. Questo ha permesso di
sfruttare i vantaggi dell’'uso di un reticolo in fibra ottica con le peculiarita di un sensore
basato su SPR dando luogo a biosensori estremamente sensibili [23].

1.3.1 - Biosensori basati su reticoli a passo lungo presso I'I[FAC-CNR

Un aspetto che sicuramente ha impedito ai sensori basati su reticoli in fibra ottica di
raggiungere valori elevati di sensibilita, di risoluzione e di limite di rilevazione a confronto
con i sistemi SPR e l'assenza nell'apparato di misura di una stabilizzazione termica e
meccanica affidabile ed efficace. Infatti, tutti i dispositivi basati su reticoli sono anche
sensibili alla deformazione e alla temperatura e questo aspetto pud influire notevolmente
sulla precisione e sull’accuratezza nella valutazione dello spostamento spettrale della Ares
indotto dalla sola variazione dell'indice di rifrazione. Per far fronte a cio, come prima cosa, e
stata progettata e realizzata una cella di flusso che permette la stabilizzazione termica e
meccanica sia del sensore che dell’ambiente di misura in modo da poter effettuare misure di
indice di rifrazione accurate ed affidabili [9]. Successivamente, al fine di confrontare le
prestazioni di un sensore basato su LPG sia come rifrattometro ottico (sensibilita di volume
all'indice di rifrazione) che come biosensore (sensibilita di superficie all'indice di
rifrazione), sono stati realizzati quattro diversi tipi di LPG. Le sezioni seguenti descrivono in
dettaglio il setup sperimentale sia di scrittura di un LPG che di misura, il protocollo del
saggio biologico anticorpo-antigene utilizzato ed i risultati sperimentali ottenuti con i
diversi tipi di LPG.

Setup sperimentale di scrittura degli LPG

[ reticoli LPG sono realizzati utilizzando una procedura di scrittura che prevede la
realizzazione della modulazione dell'indice di rifrazione su un piano reticolare alla volta,
sfruttando la fotosensibilita intrinseca del nucleo delle fibre ottiche dopate con Boro e
Germanio (Fibercore PS1250/1500) ed utilizzando una sorgente laser KrF ad eccimeri
(Lambda Physic COMPex 110) alla lunghezza d’onda di 248 nm. La fibra ottica, montata su
un traslatore motorizzato (Burleigh 6000), viene irradiata dalla radiazione laser,
opportunamente sagomata da una fessura micrometrica variabile e focalizzata per mezzo di
una lente cilindrica. Sia la fase di traslazione che quella di azionamento del laser sono
controllate e sincronizzate da un PC attraverso un programma NI-CVI sviluppato ad hoc, con
il quale e possibile scegliere sia il periodo del reticolo che il numero di impulsi laser per ogni
piano reticolare. Ulteriori dettagli riguardo il setup di scrittura dei reticoli sono descritti in
letteratura [24].

Le caratteristiche spettrali tipiche degli LPG fabbricati sono le seguenti: Aes nel range
di 1300-1650 nm, visibilita della banda di attenuazione nel range di -10/-20 dB e larghezza
di banda a meta altezza (full width at half maximum, FWHM) nel range di 15-20 nm. Il
sistema di fabbricazione degli LPG realizzato permette ogni tipo di personalizzazione delle
caratteristiche del reticolo [9], quale, ad esempio, quella di fabbricare LPG con piani
reticolari inclinati rispetto I'asse della fibra [6].

Gli LPG presi in esame in questo capitolo sono quattro. I primi due sono LPG
standard realizzati utilizzando il setup di scrittura appena descritto e le cui bande
d’attenuazione sono relative a due differenti modi di mantello [7]. Il terzo tipo € invece un
TAP LPG la cui realizzazione é descritta in dettaglio in letteratura [17] e prevede ulteriori
trattamenti chimici (un etching debole del mantello della fibra con acido fluoridrico HF) per
ottimizzare le caratteristiche del reticolo. Il quarto tipo € infine un LPG rivestito con matrice
di sol-gel silice/biossido di titanio la cui realizzazione e descritta in dettaglio in letteratura
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[18] e prevede una serie di passaggi sia fisici che chimici per la preparazione e deposizione
della matrice di sol-gel considerata. In generale, il rivestimento, realizzato mediante la
tecnica dip-coating variando la viscosita della soluzione colloidale (sol) e/o la velocita di
estrazione della fibra dalla soluzione colloidale, ha un indice di rifrazione attorno ad 1.7 RIU
e uno spessore variabile tra 120 nm e 170 nm[18]. Tutte le principali caratteristiche, quali
passo del reticolo, lunghezza del reticolo, ordine del modo di mantello accoppiato e
lunghezza d’onda di risonanza, sono riportate in Tabella 1.

Tabella 1 - Parametri caratteristici dei quattro tipi di LPG utilizzati

Parametro LPG standard | LPG standard LPG di tipo TAP [17] | LPG rivestito con matrice di
caratteristico [7] [7] sol-gel Si/TiOp [18]
Passo del reticolo 615 370 165 342
(um)

Lunghezza del

. 24.6 20.35 15.2 20.52
reticolo (mm)
Ordine del mod(? di LPo4 LPo7 LPo12 LPo7 in transizione modale
mantello accoppiato
Lunghezza d’onda di 1341 al TAP (1262
risonanza (nm) 1567 1553.5 banda sinistra e 1460 1586.2

banda destra)

Setup sperimentale di misura

Lo schema della cella di flusso e una sua fotografia sono mostrati in Figura 3. La cella
consiste di due parti: quella superiore & uno strato trasparente di PMMA spesso 4 mm che
permette di vedere e controllare il canale della cella di flusso, mentre quella inferiore ¢ uno
strato di alluminio spesso 6 mm disposto in contatto termico con un elemento di
raffreddamento termoelettrico composto da una serie di tre celle di Peltier. Una seconda
barra di alluminio € montata sotto le celle di Peltier per aumentarne la loro efficienza.
L’intero sistema di termostatazione € montato su un dissipatore di calore. La cella di flusso
ha una lunghezza di 80 mm, una larghezza di 15 mm ed un'altezza di 10 mm. Il canale della
cella a sezione rettangolare e realizzato sia sul PMMA che sulla barra di alluminio ed ha una
lunghezza di 50 mm, una larghezza di 1 mm e una profondita di 0.5 mm. Una guarnizione
realizzata in Parafilm appositamente per tale canale & interposta fra le due parti per
assicurare l'impermeabilizzazione della cella di flusso. Il volume del canale risulta essere di
circa 50 pL. La fibra con il suo rivestimento ¢ incollata ai bordi della cella di flusso dove &
presente una scanalatura a V, facendo uso di un adesivo ottico (Norland 65) che, dopo la sua
fotopolimerizzazione con luce UV, garantisce un sigillamento sicuro della cella stessa. Due
tubi di acciaio inossidabile (diametro esterno da 1.6 mm e diametro interno da 1 mm) sono
posizionati sulla parte superiore della cella (PMMA) e servono da ingresso e da uscita del
canale microfluidico. Per la stabilizzazione della temperatura della cella di flusso si usa un
termistore, inserito nella barra inferiore di alluminio il piu vicino possibile al canale, che
funziona da elemento di feedback sulle celle di Peltier opportunamente controllate in
corrente da un regolatore (ILX Lightwave LDC-3722B). La temperatura della cella
microfluidica ¢ misurata da una termocoppia collegata ad una unita termometrica (Lutron
TM-917) ed inserita nella barra superiore di PMMA il piu vicino possibile al canale. I dati
relativi alla temperatura vengono acquisiti da un PC attraverso l'interfaccia seriale RS-232
con una risoluzione di + 0.01°C ed un tempo di campionamento di 2 s. Nonostante il fatto
che il sistema di controllo TEC permette di mantenere una temperatura costante, la misura
continua della temperatura e resa necessaria sia per controllare possibili derive termiche
indotte da variazioni di temperatura dell’ambiente di misura che per considerare possibili
effetti indotti dovuti all'iniezione di liquidi a differente temperatura all'interno della cella
stessa. Ulteriori dettagli riguardo il sistema microfluidico termostatato sono descritti in
letteratura [9,24].
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Figura 3 - Schema della cella di flusso termostatata realizzata: sezione trasversale (a), vista dall’alto (b)
ed una fotografia della stessa (c) [9]

Il setup sperimentale & completato da un diodo superluminescente a banda larga
(Inphenix IPSDD1503) utilizzato come sorgente ottica, da un analizzatore di spettro ottico
(Anritsu MS9030A e MS9701B) usato per registrare lo spettro trasmesso del LPG centrato
nella lunghezza d’onda della banda di attenuazione di interesse e da una pompa peristaltica
(Gilson MINIPULS 3), che permette di iniettare le soluzioni nella cella di flusso attraverso dei
tubi in PVC (F117938, diametro interno: 1.02 mm). L’analizzatore di spettro & collegato ad
un PC attraverso un'interfaccia GPIB ed & controllato per mezzo di un programma NI-CVI
sviluppato ad-hoc. Tale programma permette di salvare sia la temperatura che lo spettro del
LPG, dal quale & possibile estrapolare il valore della Ars facendo uso di una procedura di
fitting non lineare tramite una funzione lorenziana con un tempo di acquisizione di 20 s e
con una risoluzione di pochi picometri. Un esempio di tale procedura € mostrato in Figura 4
[18]. Ogni misura prevede I'acquisizione di 15 spettri, dai quali si ottiene il valor medio della
Aresipc insieme alla relativa deviazione standard seguendo la procedura appena descritta.
Questo permette di ottenere anche una valutazione dell’errore di misura dovuto all’intero
setup sperimentale.

B3
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Figura 4 - Esempio della procedura di analisi dati e processing: due spettri presi durante l'interazione anticorpo-
antigene a due differenti concentrazioni di analita (linea blu per la concentrazione di 0.1 mg L-1, linea rossa per la
concentrazione di 1 mg L-1). Il grafico piu piccolo mostra le rispettive curve di fitting (linee nere tratteggiate)
usate per valutare in modo attendibile ed efficace lo spostamento spettrale della Ares [18]

Prova di stabilita del setup di misura

Grazie alla cella di flusso realizzata & possibile misurare e, quindi, correggere
possibili derive o fluttuazioni del segnale di un LPG (Aws) determinate da variazioni di
temperatura che potrebbero verificarsi durante la misura [9]. E stata dunque effettuata una
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prova di stabilita di diverse ore sul segnale di un LPG posto all'interno della cella di flusso,
facendo fluire una soluzione tampone ad una velocita costante di 250 pL min, come
mostrato in Figura 5. Dalla pendenza della linea di tendenza di un approccio a regressione
lineare, ¢ stato possibile valutare un drift medio della Ar.s inferiore al picometro all’ora con
una fluttuazione massima della temperatura di 0.07 °C [18].
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Figura 5 - Prova di stabilita di diverse ore sul segnale di un LPG (Ares) posto all'interno della cella di flusso e
facendo fluire una soluzione buffer ad una velocita costante di 250 puL min-l. La linea grigia tratteggiata
rappresenta la linea di tendenza di un approccio a regressione lineare, mentre la linea grigia mostra I'evoluzione
in tempo reale della temperatura della cella di flusso, impostata a 23 °C, con fluttuazione massima di 0.07 °C [18]

Il biosensore

Prima di effettuare il saggio biologico, ogni sensore e stato preventivamente
caratterizzato come “semplice” rifrattometro ottico in grado di misurare una variazione del
segnale (Aresipc) in funzione di un cambiamento del SRI. Per poter far cio, sono state
preparate soluzioni di acqua e glicerolo con indice di rifrazione variabile da 1.333 RIU
(indice di rifrazione dell’acqua pura) fino a 1.393 RIU (40% di glicerolo), intervallo nel quale
la risposta di un LPG si puo considerare lineare [6,9,17,18]. L'intero esperimento & stato
effettuato alla temperatura costante di 23 + 0.5 °C. Inoltre, per ciascuna soluzione
analizzata, la misura ¢ stata effettuata dopo circa 10 minuti quando sia il segnale del LPG che
la temperatura risultavano stabili. Dopo ciascuna misura, la fibra é stata pulita facendo fluire
ad alta velocita (500 uL min-1) acqua deionizzata per 10 minuti.

Una volta eseguito il test rifrattometrico, per ognuno dei quattro tipi differenti di
LPG, e stato effettuato il saggio biologico anticorpo-antigene IgG/anti-IgG che prevede i
seguenti passi:

o funzionalizzazione della superficie della fibra depositando un copolimero anionico
(Eudragit L100) disciolto in etanolo che fornisce i gruppi carbossilici (-COOH) funzionali
all'immobilizzazione dell’elemento di riconoscimento biologico, nel nostro caso un
anticorpo (1 minuto di immersione della fibra nella soluzione e 15 minuti di evaporazione
del solvente); da qui in poi la fibra € montata all'interno della cella di flusso e tutti i passi
successivi sono eseguiti in flusso;

e attivazione dei gruppi funzionali con chimica di cross-linking standard EDC (2 mM) ed NHS
(5 mM) (30 minuti a 150 pL. min-1);

e immobilizzazione dell’anticorpo di cattura (immunoglobulina G, IgG, disciolto in tampone
fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS) alla concentrazione di 1000 mg L-1) (1 ora a
25 pL min'1);

e lavaggio con la soluzione tampone pura per rimuovere gli anticorpi non immobilizzati
sulla superficie del sensore (5 minuti a 250 puL min-1);
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e passivazione della superficie sensibile utilizzando una soluzione di BSA in PBS al 3% per
ridurre I'adsorbimento non specifico, ovvero l'interazione sulla superficie sensibile di
antigeni non specifici per I'anticorpo immobilizzato (15 minuti a 150 uL min-1).

e completamento del saggio biologico facendo fluire concentrazioni crescenti di antigene
specifico (anti-IgG) coprendo un intervallo di concentrazione da 0.01 mg Lt a 100 mg L1
(15 minuti di incubazione dell’antigene a 25 pL min! e 5 minuti di lavaggio in soluzione
tampone PBS pura a 250 uL min-1).

Tutto il saggio biologico e stato eseguito mantenendo costante la temperatura della
cella di flusso a 23°C. La Figura 6 schematizza passo passo il protocollo anticorpo-antigene
appena descritto. Per ulteriori dettagli riguardo il protocollo IgG/anti-IgG, si consulti la
letteratura [7,17,18].
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Figura 6 - Schematizzazione passo passo del protocollo utilizzato per la realizzazione del saggio biologico
anticorpo-antigene su sensori in fibra otica basati su LPG: dalla preparazione dello strato biologico sensibile
(funzionalizzazione della superficie, attivazione dei gruppi funzionali, immobilizzazione dell’anticorpo di cattura
e passivazione della superficie sensibile) fino al completamento del saggio e I'analisi dei dati [18]

Risultati sperimentali in termini di sensibilita e limite di rivelazione

Dal test rifrattometrico eseguito su tutti e quattro i sensori qui considerati, e stato
possibile valutare la loro sensibilita (bulk o di volume) all'indice di rifrazione come misura
preliminare delle prestazioni di un biosensore [3]. Due esempi di tale test sono mostrati in
Figura 7 e in Figura 8.

Figura 7 dettaglia il test rifrattometrico per il TAP LPG, ovvero riporta lo
spostamento della Aresipg in funzione dell'indice di rifrazione esterno (miscele di acqua e
glicerolo ad indice di rifrazione crescente da 1.333 RIU a 1.393 RIU) con il dettaglio degli
spostamenti della banda d’attenuazione a piu basse lunghezze d’onda (in nero) e di quella a
piu alte lunghezze d’onda (in grigio) in Figura 7(a), mentre Figura 7(b) riporta lo
spostamento differenziale tra le due bande d’attenuazione. La barra di errore orizzontale
rappresenta l'errore sulla misura dell'indice di rifrazione della soluzione che & stata posta
fissa a + 0.001 RIU. Eseguendo un fit lineare dei dati sperimentali si ricava la pendenza della
retta di fitting che fornisce il valore di sensibilita del sensore espresso in nm RIU-L. In questo
caso si & ottenuto una sensibilita di 1.3x103 nm RIU-L

Figura 8 riporta invece il test rifrattometrico eseguito nel caso di un LPG rivestito
con matrice di sol-gel silice/biossido di titanio. In questo caso si mostra I'evoluzione com-
plessiva dello spettro (banda d’attenuazione considerata) in funzione dell'indice di
rifrazione esterno (sempre miscele di acqua e glicerolo ad indice di rifrazione crescente da
1.333 RIU a 1.393 RIU). In questo caso si & ottenuto una sensibilita di 2x103 nm RIU-L. Tutti
gli altri valori relativi ai due LPG standard sono riportati in Tabella 2.
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Figura 7 - Test rifrattometrico per il TAP LPG: spostamento della AresLpc in funzione dell’indice di rifrazione
esterno facendo uso di diverse miscele di acqua e glicerolo ad indice di rifrazione crescente da 1.333 RIU a 1.393
RIU. (a) Dettaglio degli spostamenti della banda d’attenuazione a piu basse lunghezze d’onda (blue shift in grigio)
e di quella a piu alte lunghezze d’onda (chiamata red in nero). (b) Dettaglio dello spostamento differenziale tra le

due bande d’attenuazione del TAP LPG. La barra di errore orizzontale rappresenta I'errore sulla misura
dell'indice di rifrazione della soluzione che & stata posta fissa a + 0.001 RIU [17]
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Figura 8 - Test rifrattometrico eseguito per il LPG rivestito con matrice di sol-gel silice/biossido di titanio:
evoluzione complessiva dello spettro (banda d’attenuazione considerata) in funzione dell'indice di rifrazione
esterno facendo uso di diverse miscele di acqua e glicerolo ad indice di rifrazione crescente da 1.333 RIU a 1.393
RIU

Utilizzando il setup di misura descritto in questo capitolo, tutti i passi del protocollo
di implementazione del saggio biologico possono essere monitorati in tempo reale al fine di
seguire I'evoluzione della Aresipc in funzione del tempo. Esempi di tali curve di risposta sono
mostrati in letteratura in differenti pubblicazioni [7,17,18,24].

Riportando il valore della Aresipg in funzione della concentrazione dell’antigene, €
possibile ottenere la curve di calibrazione del biosensore in esame. Al fine di avere un
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confronto immediato tra le varie risposte, il valore della Aresipc relativo alla prima
concentrazione di antigene e stato riportato a 0 per tutti i biosensori testati. Un esempio di
tali curve di calibrazione & mostrato in Figura 9 per il saggio biologico IgG/anti-IgG
implementato seguendo il protocollo descritto in questo capitolo. La figura far vedere i punti
sperimentali (ogni punto indica il valor medio di 15 misure dalle quali si ottiene anche la
relativa deviazione standard) ottenuti nel caso del LPG standard (cerchi blu) ed in quello del
LPG rivestito con matrice di sol-gel silice/biossido di titanio (cerchi rossi). Le due linee
grigie tratteggiate rappresentano invece la miglior curva di fitting sigmoidale dei dati
sperimentali utilizzando la funzione logistica. La stessa procedura é stata eseguita per tutti
gli altri sensori presi in esame in questo capitolo.
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Figura 9 - Curva di calibrazione del biosensore (AresLpc riportata a 0 in funzione della concentrazione di analita)
ricavata dall'implementazione del saggio biologico IgG/anti-IgG per il LPG standard (cerchi blu) e per il LPG
rivestito con matrice di sol-gel silice/biossido di titanio (cerchi rossi). Le due linee grigie tratteggiate
rappresentano la miglior curva di fitting sigmoidale (funzione logistica) dei dati sperimentali.

Tre parametri importanti per la valutazione delle prestazioni di un biosensore
possono essere estrapolati direttamente (e solamente) dalla sua curva di calibrazione. Il
primo é chiamato range dinamico del segnale (dynamic signal range, DSR) e rappresenta la
variazione totale del segnale durante l'intera misura (spostamento totale della Aresipc). 11
secondo & rappresentato dalla deviazione standard sperimentale ¢ usata come figura di
rumore della misura. L'ultimo parametro, ed anche il pit importante, & chiamato limite di
rivelazione (limit of detection, LOD) del sensore. In accordo con la definizione fornita da
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), esso e definito come la
concentrazione corrispondente a tre volte la deviazione standard o della misurazione del
bianco, ovvero il punto iniziale a concentrazione 0 di antigene. Praticamente, puo essere
estrapolato attraverso l'inverso della funzione di fitting valutata nel punto della curva
definito in precedenza. Vale la pena sottolineare che il valore della deviazione standard
sperimentale risulta sempre confrontabile col valore massimo dei residui ottenuti dal fitting
sigmoidale, testimoniando la bonta e la funzionalita dell'intero sistema di misura proposto.

Tabella 2 riporta tutti i parametri prestazionali dei reticoli considerati in questa
analisi al fine di valutare in modo oggettivo le performance di un sensore basato su LPG in
termini di sensibilita all'indice di rifrazione del mezzo che circonda la fibra, deviazione
standard della misura come studio di rumore del sistema, risoluzione in termini di minimo
segnale distinguibile dal rumore e calcolato come 3 volte la deviazione standard diviso la
sensibilita [9], di DSR e di LOD. Come si pud osservare, le migliori performance sono state
ottenute con il LPG rivestito con matrice di sol-gel silice /biossido di titanio.
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Tabella 2 - Parametri prestazionali per valutare le performance di un sensore basato su LPG in termini di
sensibilita di volume, rumore (deviazione standard), risoluzione, DSR e LOD:
esempio di due LPG standard, LPG di tipo TAP e LPG rivestito con matrice di sol-gel silice /biossido di titanio.

Parametro LPG standard (LPo4) | LPG standard (LPo7) | LPG di tipo TAP [17] | LPG rivestito [18]

prestazionale [7] [7]

Sensibilita di
volume $ (nm RIU-1) 14 29 1306 2008
Deviazione standard 0.005 0.011 0.22 0.012

o (nm)
Risoluzione R (RIU) 10-3 10-3 5x10+4 1.8x10-5
Range dinamico del
segnale DSR (nm) 0.03 0.27 57 3

Limite di rivelazione

LOD (mg L) 7.6 0.5 0.05 0.025

Infine, una prova di fattibilita del biosensore proposto e stata effettuata utilizzando
un altro TAP LPG e lo stesso saggio biologico qui descritto ma con I'antigene (anti-IgG)
mescolato in una matrice biologica complessa (ovvero che contiene molti altri antigeni non
specifici per I'anticorpo di cattura immobilizzato) fatta di siero umano, invece che una
semplice soluzione tampone (cioe che contiene solamente l'antigene specifico per
'anticorpo di cattura immobilizzato). Il valore del LOD ottenuto & risultato essere di 70 pg L-
1 quindi confrontabile con quello ottenuto in PBS. Questo risultato testimonia, non solo la
bonta del sensore ma anche la specificita del saggio biologico.

1.4 - Conclusioni e prospettive future

E difficile confrontare tutti i diversi tipi di sensori chimici e biosensori basati su
reticoli in fibra ottica, avendo ognuno i suoi vantaggi e svantaggi. Alcuni autori rivendicano
un miglioramento delle prestazioni sfruttando ordini superiori di modi di mantello. Questo &
sicuramente vero in termini di sensibilita di volume all'indice di rifrazione del campione,
poiché un modo di mantello di ordine elevato penetra maggiormente nel mezzo esterno,
essendo caratterizzato da un valore maggiore di profondita di penetrazione del campo
evanescente [3]. Considerando la misura di variazione dell’indice di rifrazione di superficie,
questo miglioramento non e automaticamente tradotto in una migliore prestazione del
sensore chimico o del biosensore in quanto I'interazione avviene lungo uno strato spesso
poche decine di nanometri, come nel caso di un saggio biologico dove le specie in gioco sono
dello stesso ordine di grandezza. Se si considera che, come gia accennato, la lunghezza
d'onda di lavoro di un reticolo in fibra ottica & generalmente compreso nell'intervallo 1.3-
1.6 um e, conseguentemente, la profondita di penetrazione € dell'ordine di alcune centinaia
di nanometri [3], un sensore basato su reticoli in fibra ottica puo giocare un ruolo
importante soprattutto nel caso di misura di analiti di dimensioni maggiori, quali
microrganismi o virus. In questo caso, essi sono in linea di principio in grado di ottenere
prestazioni migliori a confronto con altri approcci ottici, come SPR o sensori in guida d’'onda
planare, che sono caratterizzati da valori di profondita di penetrazione che puo essere anche
dell’'ordine delle decine di nanometri [2].

In generale, un LPG opportunamente rivestito permette di ottenere attualmente
elevate prestazioni, non solo in termini di sensibilita (circa 104 nm RIU-1) ma anche come
LOD (dell’ordine dei microgrammi per litro o 10-11 M) [18]. Inoltre, sfruttando I'utilizzo della
fibra ottica, questi risultati potrebbero aprire nuovi scenari nel panorama della misura
simultanea multi-analita in matrici biologiche complesse, quali siero e plasma fino ad
arrivare al sangue.
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1.1 - Introduzione

Il telerilevamento, o remote sensing, rappresenta l'insieme delle tecniche, strumenti
e mezzi interpretativi che permettono 'acquisizione a distanza di informazioni qualitative e
quantitative su fenomeni o oggetti, senza entrare in contatto diretto con essi. Il veicolo che
trasporta I'informazione dalla Terra al sensore é la radiazione elettromagnetica.

L'abbondanza di fitoplancton (come concentrazione di clorofilla) nella superficie del
mare puo essere mappata appunto con il telerilevamento, misurando la radiazione
elettromagnetica proveniente dal mare con strumenti ottici a bordo di satelliti in orbita
intorno alla Terra. La tecnica si chiama radiometria di ocean color, e ha dimostrato di essere
una delle piu fruttuose tra le tecnologie di telerilevamento.

La clorofilla e infatti presente nel mare, contenuta nel fitoplancton!. Esso e costituito
da organismi unicellulari, delle dimensioni dell'ordine di millesimi di millimetro,
importantissimi perché, in quanto produttori primari, sono alla base della catena alimentare
del mare. La clorofilla cattura I’energia elettromagnetica della luce, sotto forma di fotoni, che
tramite la fotosintesi viene immagazzinata nei legami chimici ad alta energia del glucosio
(organicazione del carbonio). Questo processo comporta consumo di molecole di anidride
carbonica e rilascio di molecole di ossigeno: il fitoplancton, in alcune zone oceaniche nei
periodi dell'anno di massima fioritura arriva a produrre la meta dell'ossigeno totale
prodotto dagli organismi vegetali della Terra.

In particolari condizioni si forma un eccesso di fitoplancton, eutrofizzazione, che &
indice di uno stato di squilibrio dell’ecosistema, causato di norma da inquinamento
antropico. Ecco perché le piu recenti direttive europee, Water Framework Directive
(2000/60/EC) e Marine Strategy (2008/56/EC), indicano la clorofilla come parametro
importante (buon indicatore) per determinare lo stato ecologico del mare. I satelliti che
osservano l'ocean color forniscono dati che elaborati con opportuni algoritmi permettono di
calcolare il contenuto di clorofilla nello strato superficiale del mare.

Uno dei problemi piu importanti che affliggono il nostro Pianeta oggi é il climate
change. Uno degli aspetti piu preoccupanti di questo fenomeno € costituito dall’aumento
della CO; atmosferica, che provoca acidificazione del mare (ocean acidification) e aumento
della temperatura del globo, e di conseguenza anche delle temperature marine. La qualita
delle acque del mare nelle zone costiere, particolarmente vulnerabili alle attivita antropiche,
costituisce un’altra criticita importante. L'ocean color costituisce una finestra unica di
osservazione dell’ecosistema marino a scala sinottica: € il solo metodo che permette di
ottenere una visione globale della biosfera marina, risultando cosi uno strumento
fondamentale per investigare questi problemi. II climate change risulta accelerato
dall’aumento dell’effetto serra, che e principalmente dovuto all’aumento di CO, provocato
dalle attivita antropiche. E importante percid comprendere i processi che controllano le
concentrazioni atmosferiche di CO; come anche di altri gas serra. Il nostro Pianeta ¢ un
sistema in cui la terra, i mari e I'atmosfera interagiscono strettamente tra di loro, e cio

1 La clorofilla in mare & contenuta anche nelle alghe pluricellulari e nelle piante acquatiche, che si trovano in
particolari zone costiere, e solo in queste zone possono contribuire al segnale radiometrico che arriva al sensore.
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richiede sistemi di osservazione che mettano in luce le connessioni fra questi. Il ciclo del
carbonio terrestre include flussi bidirezionali tra le varie componenti, tra le quali il ruolo del
mare e di particolare importanza. Lo studio dell’ocean color permette di individuare
indicatori ecologici, che aiutino a definire i cambiamenti degli ecosistemi conseguenti alle
perturbazioni provocate da cause naturali o antropiche. Esso permette anche di seguire
I’'andamento delle fioriture algali e dei fenomeni di eutrofizzazione, e questo oltre che tutela
della salute del mare costituisce un prezioso supporto per il turismo e per I'acquacultura. I
dati di ocean color sono anche importanti per definire le aree marine protette, come anche
gli habitat delle specie a rischio di estinzione. Inoltre il fitoplancton utilizza la CO; nella
fotosintesi, costituendo cosi di per sé un sink di carbonio? potenzialmente importante,
dunque riveste un ruolo chiave proprio nel ciclo del carbonio. L'uptake annuale di CO; su
scala globale (circa 50 gigatonnellate) pud essere quantificato utilizzando dati di ocean
color, che vengono anche utilizzati per inizializzare e validare modelli di ecosistema marini
(per lo studio del climate change e dei cicli di carbonio globali).

1.2 - Telerilevamento e ocean color: 1o studio del colore del mare

Analizzando la luce riflessa o emessa dalla superficie marina nelle varie lunghezze
d’onda si possono ottenere numerose informazioni sul mare, come quelle relative alla sua
temperatura superficiale, o al colore del mare, che puo anche essere definito come la
risposta spettrale del mare misurata da un sensore remoto che opera nel campo visibile
dello spettro elettromagnetico (400-700 nm). Lo studio del colore del mare tramite
telerilevamento premette di ottenere informazioni sui parametri biogeochimici,
principalmente sulla clorofilla, che influenzano proprio il colore del mare. In determinate
condizioni ambientali, ossia in presenza di sostanze nutrienti (azoto, fosforo, silicio, ecc.)
nelllacqua marina, e in condizioni di illuminazione solare idonea, il fitoplancton puo
riprodursi molto intensamente formando tipiche fioriture (bloom) algali su vaste superfici
marine. Queste fioriture sono alla base della catena alimentare marina, ed hanno un ruolo
analogo alle piante terrestri, rappresentando la produzione primaria da cui si sviluppa tutta
la materia organica marina. Alla morte del fitoplancton, o degli organismi animali che lo
hanno ingerito, il carbonio organico presente in questi organismi tendera a depositarsi sui
fondali oceanici, determinando una diminuzione di CO; negli strati superficiali.

La formazione dei bloom algali determina un cambiamento del colore del mare, che
dal suo blu naturale tende spesso ad un colore verde, causato dalla presenza di clorofilla, e
talvolta puo virare anche verso tonalita di bianco o di rosso, in base alle specie
fitoplanctoniche che si sono sviluppate. Per questo motivo si osserva il mare nella gamma
visibile dello spettro, in modo da cogliere proprio queste variazioni di colore.

Le osservazioni dei satelliti costituiscono un grande vantaggio rispetto all’analisi
puntuale ottenuta dalle campagne di misura eseguite in mare, proprio per la possibilita di
esaminare, nel momento della ripresa satellitare, vaste superfici del globo (visione
sinottica). [ dati satellitari permettono, tramite specifici algoritmi, di stimare le
concentrazioni dei principali parametri marini. Infatti il colore del mare & determinato dal
colore dell’acqua in se (acqua pura) e da alcuni costituenti biogeochimici, otticamente attivi,
presenti nell’acqua marina, per lo piui rappresentati dalla clorofilla, presente come pigmento
nel fitoplancton, dalla sostanza organica disciolta (CDOM, Colored Dissolved Matter), detta
anche sostanza gialla (YS, Yellow Substance), che per lo piu deriva dalla degradazione di
sostanza organica vegetale di origine terrestre o marina, e dal materiale particellato in
sospensione (SS, Suspended Sediments), di natura biotica e abiotica. Il contributo di CDOM e
SS al segnale radiometrico & paragonabile in intensita a quello della clorofilla solo in certi
tipi di acque, che si possono trovare in aree costiere in particolare vicine alle foci dei fiumi;
nelle acque di mare aperto (offshore) il segnale radiometrico proveniente dall’acqua marina

2 Attivita, processi, 0 meccanismi di rimozione (e sequestro) di biossido di COz dall’atmosfera.
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e da attribuirsi quasi interamente alla clorofilla. La variazione di concentrazione di questi
parametri modifica le caratteristiche ottiche di assorbimento e di diffusione dell’acqua
marina, e di conseguenza il colore del mare, e ciod & osservabile dai satelliti di ocean color.

1.2.1 Telerilevamento e sensori satellitari per lo studio dell’ocean color

I telerilevamento da satelliti di osservazione della Terra & diventato un aspetto
sempre piu importante nel monitoraggio del pianeta, e ha permesso di aumentare
notevolmente la nostra comprensione della natura, con i suoi complessi e numerosi sistemi
e processi ambientali e climatici interconnessi. I satelliti per 'osservazione della Terra
possono essere collocati in orbite polari relativamente vicine, ad esempio ad una altezza
poco inferiore a 1000 km, ed hanno un tempo di rivisitazione di circa 2 giorni. Questo
significa che per una determinata area sulla Terra abbiamo un’'immagine ogni due giorni e di
conseguenza, questo ¢ il tempo necessario perché tutto il globo venga osservato dal quel
satellite. I satelliti per I'osservazione dell’ocean color sono di questo tipo. I satelliti possono
anche essere collocati ad una distanza molto maggiore, come quelli in “orbita
geostazionaria"”, in cui il satellite rimane ad un punto fisso apparente relativamente alla
rotazione della Terra, a 36.000 km di distanza da questa. In quest’ultimo caso la risoluzione
spaziale delle immagini risultera molto scarsa (ordine dei km) ma la scansione del globo puo
essere eseguita a scale temporali dell’ordine dei minuti.

I segnali di radiazione elettromagnetica provenienti dalla superficie terrestre, come
anche dalla superficie marina, prima di giungere al sensore sul satellite devono passare
attraverso l'intero spessore dell'atmosfera terrestre, e in questo cammino tali segnali
interagiscono con questa e vengono modificati. Questi 'effetti atmosferici' devono essere
misurati e eliminati prima dell’applicazione degli algoritmi di stima dei parametri marini, e
cio e importante sia nella progettazione di questi strumenti che nello sviluppo delle tecniche
di elaborazione dei dati. Il processo di correzione atmosferica ¢ particolarmente delicato,
dato che il segnale che viene misurato dal sensore e dovuto in gran parte al contributo
atmosferico, mentre quello che giunge dalla superficie marina rappresenta solo il 5-10% del
segnale totale. Un insieme di equazioni matematiche descrive la fisica del trasferimento
radiativo nell’atmosfera e nel mare.

Le immagini e i dati forniti dai satelliti di osservazione della Terra in quasi mezzo
secolo sono stati la pietra angolare del lavoro che permette una maggiore comprensione del
fenomeno di cambiamento climatico, e i dati che stanno raccogliendo oggi e in futuro sono di
vitale importanza per capire come i vari ecosistemi terrestri sono fra loro interconnessi.

Il telerilevamento dell’ocean color ebbe un primo significativo sviluppo nel 1978,
quando la NASA mise in orbita il satellite Coastal Zone Color Scanner (CZCS). Anche se
quella del CZCS era una missione sperimentale la cui durata era stimata di un anno, questo
sensore ha continuato a fornire una serie temporale di dati, valida solo su alcune aree di
test, fino ai primi mesi del 1986. Sono dovuti trascorrere 10 anni per la messa in orbita di
nuovi satelliti per 'ocean color (MOS, OCTS e POLDER). Ma il vero passo in avanti nell’ocean
color & stato fatto con la messa in orbita dei satelliti SeaWifs (Sea-viewing Wide Field-of-
view Sensor) (NASA) (1997-2010), AQUA che ha a bordo il sensore MODIS (Moderate
Resolution Imaging Spectroradiometer) NASA (2002), ed Envisat che ha a bordo il sensore
MERIS (MEdium Resolution Imaging Spectrometer) (ESA) (2002-2012).

Questi satelliti, di cui solo 'AQUA MODIS e ancora operativo, hanno fornito e
forniscono un’ampia disponibilita di dati di alta qualita. Infatti, oltre ad una discreta
risoluzione spaziale e temporale i loro sensori hanno una particolare sensibilita
radiometrica e quindi hanno un ottimo rapporto fra segnale e rumore.

Recentemente € stato messo in orbita il Suomi National Polar-orbiting Partnership
che ha a bordo il sensore VIIRS (Visible Infrared Imaging Radiometer Suite) (NASA) (2011),
e nei primi mesi del 2016 & in programma il lancio del satellite Sentinel-3 che ha a bordo il
sensore OLCI (Ocean and Land Colour Instrument) (ESA).
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1.3 - Algoritmi di stima della clorofilla da dati satellitari

La ricerca sullo sviluppo di algoritmi per ottenere stime accurate delle
concentrazioni di clorofilla sia in mare aperto che in acque costiere a partire dai dati di
ocean color e attiva da piu di trenta anni.

Ci sono varie forme di questi algoritmi, e tutti prevedono una fase di pre-
elaborazione dei dati satellitari. L’energia elettromagnetica del sole colpisce I'acqua del
mare, dove interagisce con i costituenti otticamente attivi (clorofilla, CDOM, SS), e poi torna
verso il sensore satellitare.

Dalla correzione atmosferica, che come menzionato sopra consiste nel ripulire il
segnale dall’effetto dell’atmosfera, si ricava la water leaving radiance, la radianza che in
uscita dall’acqua, che viene poi convertita in riflettanza3, remote sensing reflectance (R,s),
I'input degli algoritmi per la stima della clorofilla.

La water leaving radiance dipende anche dalla geometria di vista e dalla posizione
solare. L'uso dei rapporti tra radianze permette di eliminare almeno parzialmente questi
effetti, infatti i rapporti tra radianze variano lentamente con lunghezza d'onda, rispetto alle
singole radianze.

La clorofilla assorbe molto nella zona blu dello spettro elettromagnetico, dove il
massimo cade intorno 445 nm, e presenta anche un assorbimento molto debole nella fascia
verde-giallo (550-580 nm). In acque oceaniche, lontane della coste, le variazioni di colore
dell’acqua variano da un profondo blu nelle zone oligotrofiche ad un verde scuro in quelle
eutrofiche. Gli algoritmi empirici di ocean color si basano su questo spostamento di
riflettanza: e sono basati sul rapporto tra R,;, misurate a diverse lunghezze d'onda. Il
rapporto € stato scelto a causa della variabilita e incertezza riguardo al valore assoluto di
R,s. Per una data concentrazione di clorofilla, infatti, variazioni di specifici coefficienti di
diffusione e assorbimento possono influenzare direttamente la R,., che puo variare notevol-
mente, mentre i rapporti tra R,.; rimangono praticamente costanti. L'uso del rapporto riduce
inoltre i problemi causati dal carattere bidirezionale della riflettanza, e riduce anche gli
errori che rimangono dopo il processo di correzione atmosferica (I0CCG 1998).

Sono stati definiti due tipi principali di algoritmi di stima dei parametri marini:
empirici o semi-analitici.

Spesso gli algoritmi empirici si basano sulla correlazione fra le concentrazioni di
clorofilla e vari tipi di rapporto di R,; a diverse lunghezze d’onda. Quindi, gli algoritmi
empirici utilizzano semplici relazioni statistiche che permettono di mettere in relazione il
rapporto di riflettanza, a varie lunghezze d’onda, con la concentrazione di clorofilla misurata
in situ. Questo tipo di algoritmi presenta un grado di incertezza legato principalmente alla
stima delle riflettanze da parte del sensore.

Gli algoritmi semi-analitici, invece, giungono alla stima della concentrazione di
clorofilla tramite l'utilizzo di modelli. Infatti, basandosi sulla conoscenza di relazioni
matematiche tra riflettanza e determinate proprieta ottiche del mezzo, dette proprieta
ottiche inerenti* (IOPs), determinano la concentrazione di biomassa tramite inversione di
modelli bio-ottici (Morel 1988). Questo tipo di algoritmi, oltre ad essere influenzati
dall'incertezza legata alla misura satellitare della riflettanza, come gli algoritmi empirici,

3 La remote sensing reflectance si calcola cosi:
nlw(1)

Fo(2)

Rrs (A) =

dove F, e l'irraggiamento solare medio, e A € la lunghezza d'onda. La normalized water - leaving radiance, nLw, la
radianza normalizzata che viene fuori dall’acqua, e definita come la radianza in risalita verso il sensore appena
sopra la superficie del mare, in assenza di atmosfera, dunque per ottenerla si opera il processo di correzione
atmosferica, e con il sole sulla verticale.

4 Proprieta intrinseche dell’acqua di mare che dipendono unicamente dalle sostanze presenti in acqua e dalla
loro concentrazione.
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sono influenzati anche dall'incertezza associata alle relazioni matematiche tra riflettanza e
I0Ps.

La concentrazione di clorofilla puo essere stimata tramite algoritmi standard, come
I'0C3M (O’Reilly et al, 1998) per i dati del sensore MODIS, validi a scala globale se si
considerano solo le acque di mare aperto, di tipo oceanico, caratterizzate dalla presenza
significativa della sola concentrazione di clorofilla, mentre per le acque pit complesse, come
quelle costiere, dove possono dare un contributo significativo anche gli altri parametri
marini, € necessario definire degli algoritmi, di tipo regionale o locale.

La necessita di algoritmi che diano buone performances nell’'area di studio &
connessa a due caratteristiche importanti di questa.

La prima & che I'area di studio e rappresentata da due sottobacini del Mare
Mediterraneo, il Mare Ligure e il Mare Tirreno settentrionale compreso fra la costa della
Regione Toscana e le isole Corsica e Sardegna, e include il Santuario Pelagos per la
protezione dei mammiferi marini, noto anche come Santuario dei Cetacei, un’area marina
protetta in cui si trova una grande concentrazione di cetacei. Cio & dovuto al fatto che,
benché il Mare Mediterraneo sia un bacino oligotrofico e in mare aperto la concentrazione di
clorofilla raramente supera i 2-3 mg m3, questa area € caratterizzata, specie nel periodo
della fioritura primaverile, da una maggiore produttivita causata da una varieta di
meccanismi di fertilizzazione che aumentano il livello di produzione primaria: le acque
costiere, l'effetto differito del mescolamento invernale, fenomeni di upwelling e strutture
complesse che sono connesse a zone di divergenza e convergenza. Conoscere la produttivita
di questa area costituisce un elemento chiave per la tutela dei mammiferi marini, e anche
per questo é necessario disporre di algoritmi per la stima della clorofilla che diano buone
performances a scala regionale.

La seconda e legata alla qualita delle acque nelle zone costiere, in quanto un
aumento del carico di nutrienti e un arricchimento di sostanza organica possono portare a
condizioni di eutrofizzazione fino addirittura alla crescita di alghe tossiche (harmful algal
bloom). Barale et al. (2008) ha utilizzato immagini satellitari per individuare fioriture algali
nel Mediterraneo.

Studi effettuati in particolare nel Mar Ligure e Nord Tirreno (Lapucci et al.,, 2012;
Pieri et al.,, 2015) hanno confrontato le performance di diversi algoritmi per la stima della
concentrazione superficiale di clorofilla con dati in situ ottenuti da campagne
oceanografiche specifiche sull’area di studio. IBIMET-CNR ha implementato un algoritmo
specifico, denominato SAM_LT, per I'area di studio (Maselli et al,, 2009) (Figura 1). Anche
I'algoritmo OC5 (Gohin et al, 2002), ha mostrato buone performance nell’area di studio,
Figura 2.
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Figura 1 - Esempio di mappa giornaliera di clorofilla OC3M (a) e SAM_LT(b)
relativa ad un passaggio nella primavera del 2011.
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Clorofilla a MODIS OC5
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Figura 2 - Mappa di clorofilla media di 8 giorni (9 - 16 marzo 2015) ottenuta con l'algoritmo OC5 su dati MODIS.

II CNR Ibimet insieme al Consorzio LaMMA, nell’ambito di alcuni progetti di ricerca,
incluso il progetto europeo MOMAR, ha condotto vari studi che coinvolgono i dati satellitari
per la stima della clorofilla e degli altri parametri marini in alcuni sottobacini del mar Ligure
e Tirreno settentrionale, raccogliendo tramite campagne oceanografiche dati in situ di
clorofilla che hanno permesso di confrontare con questi le performances degli algoritmi. E
stato sviluppato un modello idrodinamico di previsione delle correnti marine (ROMS),
configurato a scala regionale Le misure di correnti marine effettuate durante le campagne
oceanografiche hanno permesso di verificare 1'accuratezza delle uscite del modello marino
ROMS. L'utilizzo dei dati satellitari come mappe di clorofilla, di CDOM, di SS, come anche di
SST (Sea Surface Temperature), unito alla modellistica oceanografica costituisce dunque
uno strumento molto importante per la tutela del mare e di conseguenza utile a soddisfare
le esigenze della recenti Direttive Europee sul mare. Le catene operative, che trattano i dati
satellitari e li rendono disponibili alle attivita di previsione delle condizioni meteo-marine
del Consorzio LaMMA forniscono attualmente mappe di temperatura superficiale del mare e
di concentrazione di clorofilla, come anche mappe di previsione di corrente dal modello
ROMS operativo presso il LaMMA.

II CNR Ibimet insieme al Consorzio LaMMA, tramite il progetto Interreg Sicomar, ha
oggi a disposizione diversi strumenti che permettono la determinazione della clorofilla in
mare tramite fluorimetro. Anche in questo caso, con questo strumento, proprio una
porzione della radiazione elettromagnetica viene utilizzata per ottenere informazioni su un
parametro biogeochimico grazie a una proprieta ottica della clorofilla, la fluorescenza. Lo
strumento ¢ un WaveGlider, un veicolo autonomo marino di superficie, che ha a bordo vari
strumenti tra cui il fluorimetro per la stima della clorofilla, e un correntometro per la stima
delle correnti marine. I dati raccolti tramite questo strumento possono essere usati
nell'ambito dei sistemi operativi per la previsione o I'analisi dello stato del mare, in connes-
sione a modelli atmosferici, idrodinamici e di moto ondoso, operativi presso il Consorzio
LaMMA, sia a scopo di calibrazione/validazione dei modelli che di assimilazione in catene
operative, per ridurre l'incertezza dei prodotti numerici e delle mappe di previsione. Fanno
parte della dotazione strumentistica anche due FerryBox>, che hanno a bordo tra vari
sensori e analizzatori anche un fluorimetro.

Grazie a questa strumentazione € ora possibile tracciare un quadro piu chiaro delle
dinamiche di clorofilla nelle zone di interesse del progetto, il mar Ligure e nord Tirreno, in
prospettiva di soddisfare le recenti esigenze delineate proprio dalle recenti direttive
europee come anche dalla Blue Growth Strategy.

5 Un FerryBox & un assemblamento di una serie di strumenti automatizzati per I'analisi di dati oceanografici, ed &
installato su una nave commereciale, in genere un traghetto.
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OLTRE IL VISIBILE:
LA RADIAZIONE SOLARE ULTRAVIOLETTA E I SUOI EFFETTI BIOLOGICI

G. Zipoli, F. Sabatini, M. Morabito e D. Grifoni
Istituto di Biometeorologia, Firenze
Consiglio Nazionale delle Ricerche

1.1 - Introduzione

Nell’evoluzione del pianeta Terra due processi hanno avuto un ruolo importante: la
radiazione elettromagnetica in arrivo dal Sole, ed in particolare la porzione ultravioletta, e la
fotosintesi, in cui gli organismi capaci di questo processo assorbono CO; e rilasciano 0. Con
l'attivita dei primi organismi fotosintetizzanti & iniziato I'accumulo nell’atmosfera di moleco-
le di O, e la complessa serie di reazioni in cui queste colpite dalla radiazione UV si scindono
in atomi che reagendo con le altre molecole di O, danno luogo a Ozono, 03. Questo meccani-
smo ha portato lentamente alla creazione dello strato di Oz che protegge la Terra dalle piu
pericolose componenti della radiazione solare permettendo lentamente 'instaurarsi di for-
me viventi via via pit complesse.

La radiazione ultravioletta, compresa tra 100 e 400 nm, e una piccola parte della ra-
diazione elettromagnetica in arrivo dal Sole, rappresentando circa il 7-8% della radiazione
in arrivo sulla superficie terrestre. Tuttavia per il suo alto contenuto di energia ha una note-
vole importanza per gli effetti biologici che induce. I target biologici dell’'UV vanno dalle
piante agli insetti agli animali incluso 'uomo. Per quest’ultimo essa ha caratteristiche parti-
colari: infatti non e visibile dall’occhio umano (a differenza di quanto avviene per molte spe-
cie di uccelli ed insetti) e non ne percepiamo la presenza non producendo effetti immediati
come avviene invece per la radiazione infrarossa di cui ci accorgiamo per il riscaldamento
prodotto sulla pelle.

In relazione agli effetti biologici la radiazione UV viene convenzionalmente divisa in
tre bande, UVC (da 100 a 280 nm), UVB (da 280 a 315 nm) e UVA (da 315 a 400 nm), carat-
terizzate da contenuti energetici crescenti al decrescere della lunghezza d’onda.

L’UVA comprende lunghezze d’onda che non vengono assorbite da nessun compo-
nente dell’atmosfera e quindi raggiungono quasi del tutto inalterate la superficie terrestre.
Si e ritenuto per molto tempo che non fosse dannosa per gli esseri viventi mentre oggi esi-
stono evidenze della pericolosita anche per la salute umana essendo ritenuta mutagenica e
responsabile di danni al sistema immunitario.

La banda UVB comprende invece lunghezze d’onda caratterizzate da intensi effetti
biologici che perd subiscono attenuazioni per opera di vari costituenti dell’atmosfera nel lo-
ro percorso verso terra; un’altra sua rimarchevole caratteristica é 'alta diffusivita respon-
sabile del fatto che in generale della radiazione in arrivo a terra la componente diffusa
dall’atmosfera rappresenta un parte assai importante, come illustra la Figura 1. A cio €& attri-
buito il fatto che su una superficie schermata dalla radiazione diretta dal Sole arrivi comun-
que una considerevole quantita di radiazione UVB.

L’UVC comprende le lunghezze d’onda piu pericolose dal punto di vista biologico per
il loro elevato contenuto energetico con effetti sterilizzanti; tuttavia Ozono e altri compo-
nenti atmosferici la filtrano completamente e non arriva a terra.

La quantita di UV che arriva a terra e influenzata da fattori geografici, astronomici
nonché dalle condizioni dell’atmosfera e dall’ambiente circostante. La posizione geografica
si traduce in termini di elevazione del Sole nel cielo nei vari periodi dell’anno e del giorno;
tanto piu alto e il Sole nel cielo tanto minore e il percorso ottico della radiazione UV
nell’atmosfera e tanto maggiore € la sua quantita a terra. Allo stesso modo agisce la quota



50 ANNO DELLA LUCE

cosicché l'irradianza UV aumenta con la quota. In sintesi, nell’emisfero nord per latitudini
superiori ai 30°Nord, la quantita di radiazione UV in arrivo a terra, a parita degli altri fattori
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Figura 1 - Irradianza globale e diffusa intorno al mezzogiorno solare di un giorno di primavera a Firenze.

piu avanti trattati, &€ massima al mezzogiorno solare di un giorno estivo in alta montagna.

Gli altri fattori che condizionano I'entita della radiazione in arrivo a terra si riferi-
scono allo stato dell’atmosfera in termini di concentrazione della colonna di Ozono, di aero-
sol e vapor d’acqua e soprattutto dalla presenza e tipo di copertura nuvolosa.

L’Ozono, prevalentemente quello della stratosfera, attenua la radiazione UV in modo
molto selettivo filtrando quasi completamente la banda UVC e riducendo in modo marcato
anche quella UVB. Il risultato & che la radiazione UV che arriva a terra e composta in modo
assolutamente predominante dalla componente UVA.

E stata proprio la scoperta nella meta degli anni ‘80 del drammatico assottigliamento
dell’O3 stratosferico sul polo Sud e delle possibili conseguenze dell’aumento della radiazione
UV in arrivo a terra da una parte a stimolare una lunga serie di ricerche per valutarne
I'impatto e dall’altra a indurre la comunita internazionale a ratificare 'unico protocollo cli-
matico (quello noto come di Montreal) entrato effettivamente e efficacemente in funzione.
In effetti da allora c’@ stata una sostanziale riduzione dei gas responsabili
dell’assottigliamento dell’O3 stratosferico tant’eé che le previsioni relative all'irradianza UV a
terra nei prossimi decenni indicano una riduzione dell’'UV responsabile dell’eritema dal 2
all’8% alle nostre latitudini rispetto a quelle del 1980. Tali previsioni tuttavia sono tutte da
verificare anche in relazione ai cambiamenti di altri costituenti dell’atmosfera come, oltre ai
gas clima-alteranti, il vapor d’acqua e gli aerosol.

Anche I'aerosol atmosferico e altri inquinanti gassosi contribuiscono ad attenuare
I'UV a terra in modo selettivo in funzione delle varie lunghezze d’onda. Ma senza dubbio il
ruolo principale nel regolare il clima radiativo UV a terra e svolto dalla presenza e dalle ca-
ratteristiche delle nubi; se & vero che esse in generale attenuano la radiazione UV diretta
verso terra € anche vero che in certe condizioni (presenza di sottili formazioni nuvolose,
come i cirri) la radiazione UV riesce comunque ad arrivare a terra soprattutto grazie alla sua
componente diffusa. Questa & una condizione di rischio non percepito di esposizione all'UV
perché questo leggero strato nuvoloso blocca la componente infrarossa a cui siamo sensibili
per l'effetto di riscaldamento che produce.

Tutto questo vale per la radiazione UV in arrivo su una superficie orizzontale; se in-
vece prendiamo in considerazione superfici diversamente orientate nello spazio le cose si
complicano e in particolare diventa non marginale il ruolo che viene svolto dalle caratteri-
stiche di riflessione delle superfici, ossia dal loro albedo. E’ per esempio il caso quando si
studia quanta radiazione UV puo ricevere una persona in posizione eretta e quindi con mol-
te parti del corpo orientate verticalmente. Cosi superfici molto riflettenti come la neve pos-
sono quasi raddoppiare la radiazione in arrivo dal cielo, come bene sanno coloro che opera-
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no professionalmente sulla neve e che prestano, o dovrebbero prestare, molta attenzione a
proteggere la pelle e gli occhi.

Tra i diversi modi di esprimere la radiazione UV due sono piu frequentemente usati
in fotobiologia: l'irradianza (ossia la potenza radiante incidente sull’'unita di superficie)
espressa in Wm-2 e la dose (in Jm2), I'energia incidente sull'unita di superficie in un deter-
minato tempo. Pill avanti torneremo su quest’ultimo aspetto quando affronteremo il discor-
so degli effetti dell’'UV sulla salute umana.

Per facilitare la diffusione dell’'informazione relativa al rischio potenziale per la salu-
te umana di una sovra-esposizione alla radiazione UV, & stato proposto I'UV-Index, un indice
che va da 0 (nessun rischio) a valori che alle nostre latitudini non superano 10 (massimo ri-
schio di esposizione, necessita di attuare tutte le misure di prevenzione e protezione).

La Figura 2 mostra il tipico andamento dell'Indice UV in una giornata estiva caratte-
rizzata da cielo sereno.
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Figura 2 - Andamento giornaliero dell'Indice UV a Sesto Fiorentino.

1.2 - Gli effetti biologici
1.2.1 - Spettro d’azione

Come gia accennato e 'alto contenuto energetico di questa parte della radiazione in
arrivo dal Sole che la rende particolarmente efficiente nell’interagire e modificare le moleco-
le che sono raggiunte e quindi a produrre effetti biologici. Tuttavia non tutte le lunghezze
d’onda hanno la stessa efficacia nell'interagire con le varie molecole che sono alla base di
molteplici processi biologici. Questo concetto sta alla base del cosiddetto spettro d’azione
che descrive, anche matematicamente, I'efficacia delle varie lunghezze d’onda nel produrre
una particolare risposta biologica. Esistono spettri d’azione molto specifici, riferendosi alle
modifiche di una specifica molecola, ovvero molto piu generalisti, riferendosi alle risposte di
un intero organismo. Un esempio del primo e lo spettro del DNA mentre per il secondo tipo
si puo considerare lo spettro generale della risposta delle piante.

Si parla quindi di “radiazione UV biologicamente efficiente per...” (UVBE) quando per
ciascuna lunghezza d’onda & stato applicato il fattore di efficienza proprio del processo con-
siderato. In questo capitolo ci occuperemo prevalentemente di radiazione UV biologicamen-
te pesata (o efficiente) per I'eritema (UVBEery), e di quella che ha effetti sulla crescita delle
piante.
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Figura 3 - Irradianza spettrale, spettro d’azione dell’eritema e irradianza eritematica

Nella Figura 3 viene riportata l'irradianza spettrale non pesata misurata intorno al
mezzogiorno solare a Sesto Fiorentino il 17 Maggio 2012 (traccia blu), lo spettro d’azione
dell’'eritema (traccia arancione) e il risultato della combinazione delle due ovvero
lI'irradianza biologicamente efficace nel produrre 'eritema (traccia grigia).

1.2.2 - Effetti sulla salute umana

e Pelle

L'effetto acuto piu conosciuto dell'eccessiva esposizione ai raggi UV é I'eritema, il
familiare arrossamento della pelle popolarmente indicato come “scottatura”. I tessuti della
pelle reagiscono allo stress indotto dall’esposizione all’'UV producendo un pigmento, la me-
lanina, con funzioni protettive per i tessuti piu profondi. Un altro effetto di adattamento me-
no evidente € costituito dall'ispessimento degli strati superficiali della pelle che attenua la
penetrazione dei raggi UV negli strati piu profondi. Ambedue le risposte sono un segno della
reazione della pelle ad una situazione di stress.

Negli individui la soglia dell'eritema e la capacita di adattamento all'esposizione UV variano
notevolmente a seconda del tipo di pelle. Quelle pill scure contengono maggiori quantita di
melanina che le rende meno sensibili ai danni da UV. Individui con pelle molto chiara e ca-
pelli biondi o rossi (fototipo I/II) presentano una maggiore sensibilita rispetto a individui
con pigmentazione della pelle e dei capelli piu scura (fototipo 1V). E’ sulla base di tale diver-
sa sensibilita che deve essere scelto il valore del Fattore di Protezione delle creme solari con
cui proteggersi.

L'esposizione cronica alla radiazione UV causa anche varie alterazioni degenerative su cellu-
le, tessuto fibroso e vasi sanguigni della pelle. Tra queste ci sono le efelidi e i nevi, che sono
aree pigmentate della pelle, e aree di diffusa pigmentazione marrone. Questi mutamenti por-
tano all'invecchiamento precoce della pelle ed alla graduale perdita dell'elasticita che genera
rughe e pelle secca.

Gli effetti cronici sulla pelle di maggiore rilevanza sanitaria sono i tumori. Ogni anno, nel
mondo, si manifestano da due a tre milioni di tumori della pelle non melanocitici (carcinomi
cutanei) e circa 132.000 melanomi. Mentre i primi possono essere rimossi chirurgicamente
e sono raramente letali, il melanoma, sebbene molto meno diffuso, rappresenta la causa piu
frequente di morte per cancro della pelle. Dai primi anni '70, l'incidenza dei tumori della
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pelle e significativamente aumentata. Fra i principali fattori di rischio vi sono le caratteristi-
che genetiche dell'individuo: i tumori della pelle sono pitt comuni tra le persone con la car-
nagione chiara, occhi chiari e capelli rossi o biondi. Generalmente I'incidenza dei tumori del-
la pelle nella popolazione di pelle chiara aumenta al diminuire della latitudine; la piu alta in-
cidenza e stata registrata in Australia, dove i tassi annuali sono 10 e 20 volte piu alti che in
Europa per le femmine e per i maschi rispettivamente. Cio in relazione alla presenza in zone
caratterizzate da alte irradiante UV di una popolazione (i discendenti degli immigrati dalla
Gran Bretagna) geneticamente non adattata all’ambiente.

I carcinomi ed i melanomi della pelle si manifestano piu frequentemente sulle parti
del corpo che sono solitamente esposte al sole come le orecchie, il viso, il collo e gli avam-
bracci: questo implica che il principale fattore causale & l'esposizione alla radiazione UV ri-
petuta e di lungo periodo.

e Occhi

Anche gli occhi possono essere danneggiati dall’'UV nonostante alcuni meccanismi
automatici di difesa come la riduzione del diametro della pupilla o il riflesso che porta a soc-
chiudere gli occhi o0 a non guardare il disco del Sole.

E il caso qui di rammentare che per quanto riguarda i possibili danni agli occhi non
esiste la diversa sensibilita individuale vista per la pelle e il rischio di danni alla vista &
ugualmente alto per tutti i fototipi indipendentemente anche dal colore degli occhi.

L’esposizione prolungata alla luce solare e soprattutto alla componente UV pud in-
durre una serie di disturbi agli occhi che possono andare dal “semplice” bruciore che carat-
terizza la condizione di “occhio secco” a piu serie patologie come la cataratta e patologie de-
generative dei delicati tessuti che contornano I'occhio.

Tra i danni alla cornea, la fotocheratite ¢ uno dei principali effetti acuti
dell’esposizione ad alte irradianze UV come tipicamente puo avvenire in condizioni in cui
alla gia intensa radiazione in arrivo direttamente dal Sole si aggiunge una cospicua ulteriore
componente dovuta alla riflessione verso la faccia da parte delle superfici circostanti, come
neve o spiagge particolarmente riflettenti.

La radiazione UV che riesce ad arrivare all’occhio viene in massima parte assorbita
dai tessuti piu superficiale che costituiscono la cornea e la lente. Una minoritaria porzione
(nella banda UVA ed ancor piu nel blu) riesce tuttavia a penetrare fino alla retina esponen-
dola al rischio di possibili danneggiamenti.

Il cristallino & pero¢ il bersaglio piu esposto allo stress da UV. La perdita progressiva
di trasparenza della lente e la principale causa di cecita a livello mondiale. Questa degenera-
zione, almeno in alcune sue forme, si ritiene sia accelerata dall’esposizione ad alti valori di
UV; non sembra casuale, infatti, che la sua diffusione a livello mondiale sia pit marcata in
quelle aree caratterizzate da piu lunghi periodi ad alti valori UV.

A tale tipo di rischio si & esposti un po’ tutti ma certamente lo sono in misura mag-
giore tutti coloro che lavorano all’esterno (pescatori, agricoltori, giardinieri, muratori) e so-
prattutto quelli che sono esposti ad un contributo aggiuntivo dovuto alla riflessione verso la
faccia dellirradianza solare dovuta a superficie molto riflettenti nella banda UV (addetti ai
campi di sci, guide alpine).

e Sistema immunitario

Diversi studi hanno mostrato che 1'esposizione, sia acuta che cronica, alla radiazione
UV induce un sistematico effetto immunodepressivo, riduce cioé le capacita del sistema di
difesa dell’organismo. Di conseguenza l'esposizione solare puo aumentare il rischio di infe-
zione da agenti virali, batteri, parassiti e funghi, come ¢ stato dimostrato in differenti model-
li animali. Alti livelli di radiazione UV solare, specialmente nei paesi in via di sviluppo, pos-
sono inoltre ridurre |'efficacia dei vaccini.
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1.2.3 - Effetti sulle piante

Anche per le piante la radiazione UV, e particolarmente quella UVB, rappresenta un
elemento di rischio potenziale per la loro crescita e sviluppo. Il verificarsi o meno di tale ri-
schio potenziale & determinato dal livello della radiazione che le raggiunge e dal fatto che la
pianta possa avere messo in funzione le proprie difese. Le piante infatti non potendo spo-
starsi hanno selezionato un serie di meccanismi che le rendessero adattate ai livelli di UV
dell’ambiente in cui crescevano. I controversi risultati di almeno tre decadi di ricerche in
questo settore confermano che non €& possibile indentificare un’univoca risposta delle piante
all'UV anche perché sono molti e interagenti tra loro i fattori che intervengono a regolare la
risposta delle piante.

La molteplicita e la varieta di risposte delle piante, spesso anche assolutamente con-
traddittorie, & certamente legata alla modalita con cui sono stati condotti gli esperimenti e
alla molteplicita di specie e varieta anche soltanto delle piante coltivate. A cio si aggiunga
I'oggettiva difficolta nel misurare e riprodurre questa regione dello spettro solare sia quan-
do si voglia aumentarne l'irradianza, come e stato fatto nella maggioranza degli esperimenti,
che attenuarla con l'uso di filtri.

Il risultato € che si hanno evidenze di effetti sia positivi che negativi sul funzionamento delle
piante in funzione alle dosi di UVBE somministrate, alla presenza e entita di altre lunghezze
d’onda (UVA, Blu e PAR), alla specie e varieta solo per citare i fattori principali.

Tuttavia sono stati fatti importanti passi avanti nella comprensione della complessi-
ta dei meccanismi coinvolti nell'interazione tra UV e funzionamento delle piante. Si € messo
in luce per esempio il ruolo che gioca una speciale proteina, I'UV Resistance Locus8 (UVR8)
che agisce come sensore della radiazione UV e attiva un numero di geni coinvolti nei mecca-
nismi di fotoprotezione e riparazione del danno, come hanno evidenziato le ricerche condot-
te soprattutto su Arabidopsis. Gli esperimenti condotti con questa pianta modello hanno evi-
denziato che piante in cui non era presente questa proteina se esposte all’'UVB erano forte-
mente danneggiate al contrario di quelle in cui 'UVRS8 era presente.

Le risposte delle piante all’esposizione all'UV riguardano sia l'attivazione di mecca-
nismi di riparazione del danno che modifiche morfologiche e fisiologiche. Tra le prime si an-
noverano modifiche dell’architettura della pianta e dello spessore delle foglie cosi come una
modifica della loro crescita che puo risultare come il prezzo, in termini energetici, che la
pianta ha dovuto pagare per produrre i pigmenti che la proteggono dall’'UV. Tra le seconde
c’e I'accumulo di composti UV-assorbenti, come molti dei fenoli, che peraltro sono attivati
anche da altri fattori di stress, inclusi quelli derivanti da attacchi di insetti fitofagi.

1.3 - Le attivita dell’Istituto di Biometeorologia (IBIMET)

Le attivita di IBIMET in questo settore hanno spaziato negli anni dalle previsioni del
rischio UV per la salute al monitoraggio della radiazione UV in vari contesti allo studio dei
suoi effetti sul funzionamento delle piante.

1.3.1 - Previsione e monitoraggio del rischio UV per la salute

Per prevenire i possibili danni alla salute prodotti da un’inadeguata esposizione al
Sole, oltre agli interventi propri del settore medico, dal punto di vista biometeorologico si &
operato puntando a informare la popolazione sulle possibili condizioni di rischio legate
all’esposizione all’'UV e a monitorarne la presenza e I'entita nei vari ambienti, anche per va-
lutarne eventuali modifiche nel tempo.

L’Istituto di Biometeorologia di Firenze ha operato su entrambi i fronti. Dal 1998 an-
che grazie alla partecipazione alle varie azioni di cooperazione europea del programma
COST dedicate al tema UV e alle collaborazioni internazionali come quella col Servizio Me-
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teorologico Tedesco, IBIMET ha iniziato per primo in Italia a realizzare e divulgare via web
le previsioni del rischio UV nell’ambito del progetto LaMMA.

Ma ancora prima era iniziata 'attivita di monitoraggio della radiazione UV respon-
sabile dell’eritema prima a Campi Bisenzio e dal 2003 presso I'’Area di Ricerca CNR di Sesto
Fiorentino, dove viene misurata in continuo la UVBEery mediante radiometri a banda larga
dotati di uno spettro di sensibilita che mima assai fedelmente lo spettro d’azione relativo.

[ dati prodotti dal radiometro, convertiti in termini di UV-Index, vengono immagaz-
zinati in un archivio ad hoc e resi disponibili per il pubblico sulla pagine web
http://www.lamma.rete.toscana.it/meteo/osservazioni-e-dati/dati-stazioni.

Per assicurare l'accuratezza delle misure i radiometri sono sottoposti a verifiche
presso centri internazionali e nazionali di certificazione come il World Radiation Center di
Davos e ’ARPA valle d’Aosta dove sono stati effettuati anche controlli incrociati con i radio-
metri in uso presso gli altri centri di monitoraggio europei.

Il grafico della Figura 4 illustra 'andamento dell'integrale giornaliero della radiazio-
ne biologicamente efficace per I'eritema (in KJm~2) misurata a Sesto Fiorentino nel periodo
dal 1 gennaio 2004 al 31 dicembre 2013.
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Figura 4 - Andamento della radiazione eritematica (KJm-2) a Firenze
nel periodo 1/1/2004-31/12/2013.

La figura evidenzia I'attesa variazione stagionale con i minimi nei mesi invernali e i
massimi in quelli estivi come pure la variabilita indotta, per esempio nei mesi estivi, dalla
nuvolosita che fa decadere drammaticamente l'irradianza a terra. L’analisi di questa figura
evidenzia inoltre che, almeno per il limitato periodo di tempo considerato, non si e riscon-
trato alcun trend di variazione dei valori massimi associabile a cambiamenti dello strato di
ozono. Questo risultato era d'altronde atteso e gia evidenziato in altre ricerche; infatti alle
nostre latitudini i valori massimi di UV-Index si hanno nei mesi di giugno-luglio che non cor-
rispondono a mesi in cui la colonna d’ozono raggiunge i valori pit bassi che sono invece tipi-
ci del periodo febbraio-marzo. E se anche e vero che in quest’ultimo periodo si hanno in ge-
nere le pit ampie variazioni del valore della colonna d’ozono, con temporanei “buchi”, in
questi mesi il fatto che il Sole € abbastanza basso nel cielo e soprattutto l'alta probabilita di
avere copertura nuvolosa rappresentano fattori che potrebbero mascherare un eventuale
trend di assottigliamento dello strato di Ozono.

La Figura 5 illustra 'andamento nei vari mesi del valore medio dell’irradianza UV
per l'eritema di ciascun giorno calcolata per il periodo 2004-2013.
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Figura 5 - Andamento stagionale della UVBEery (KJm-2) giornaliera media del periodo 2004-2013.

Come atteso (in relazione agli angoli di elevazione solare) i valori piu alti si hanno
nei mesi estivi, col picco in luglio, mentre in inverno si raggiungono i valori minimi.
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Figura 6 - Variazione dell'Indice UV massimo giornaliero del periodo 2004-2013.

L’andamento nel tempo dell'Indice UV (Figura 6) e ovviamente molto simile a quanto
visto nella Fig. 4. L’elevazione del Sole in cielo e la copertura nuvolosa sono i principali fat-
tori di variazione dell’'Indice anche se non si possono escludere minori contributi anche da
variazioni della colonna di Ozono e del contenuto di aerosol e inquinanti presenti nei bassi
strati dell’atmosfera.

Parlando dei modi per definire la radiazione UV si & gia accennato all'importanza,
soprattutto quando se ne valutino gli effetti biologici, del concetto di dose. Nel tempo sono
state date due definizioni: MED (Minimal Erythemal Dose, Dose Minima che induce
I'Eritema) e SED (Standard Erythemal Dose, Dose Standardizzata per I'Eritema). La MED &
definita come la dose effettiva minima di UVBEery che provoca un arrossamento della pelle
non precedentemente esposta alla radiazione. Com’e intuibile non essendo definita la sensi-
bilita dei vari tipi di pelle il valore di 1 MED varia da 200 (pelle molto chiara) a 500 Jm—2
(pelle decisamente scura) a seconda del tipo di pelle considerato. Per ovviare a tale incer-
tezza ¢ stato successivamente proposto 'uso del SED equivalente ad una dose di UVBEery di

100 Jm-2,
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Figura 7 - Andamento stagionale della UVBEery giornaliera media (KJm-2) misurata nelle ore di lavoro.

La Figura 7 illustra 'andamento nei vari mesi dell’anno della media della radiazione
UV eritematica (in KJm-2) in arrivo a terra a Firenze nelle otto ore lavorative ossia dalle 8.00
alle 12.00 e dalle 13.00 alle 17.00, tipiche soprattutto per chi lavora all’aperto. Per inciso si
rammenta che i valori misurati in tale intervallo rappresentano la quota maggiore (dal 76
all'’81%) dell’integrale giornaliero.

La Commissione Internazionale per la Protezione dalle Radiazioni Non-lonizzanti
(ICNIRP; Ziegelberger, 2010) ha stabilito in 30 Jm~—2 il limite di radiazione UV eritematica ol-
tre il quale il soggetto esposto dovrebbe prendere precauzioni per tutelarsi dai possibili ri-
schi per la sua salute. Anche se tale limite appare eccessivamente basso, allo stato attuale
non esiste altro riferimento ed é a questo che quindi ci si riferisce. Considerando i valori del-
la Figura 7 risulta evidente che ad eccezione dei mesi invernali chi opera per molte ore
all’'aperto senza protezione per la pelle e esposto a dosi che superano di molte volte il limite
ICNIRP, come mostra in dettaglio la tabella 1. Questa illustra per le varie fasce orarie di cia-
scun mese di quanto viene superata la dose di UVBEery considerata il limite di sicurezza per
la salute umana dal ICNIRP (30 Jm—2).

Il passaggio dal giallo al rosso indica 'aumento dell’entita del superamento della so-
glia di sicurezza riportata dall'ICNIRP. Com’é evidente sono soprattutto le ore centrali le piu
pericolose soprattutto nei mesi estivi. Giova tuttavia sottolineare come anche in fasce orarie
che potrebbero essere considerate sicure, come quella tra le 09.00 e le 10.00 (tra le 15.00 e
le 16.00) dei mesi di primavera/estate, si superi tale soglia di molte volte.

Tabella 1- Quante volte la UVBEery delle varie fasce orarie
supera il limite ICNIRP di possibili danni alla salute.

08:00-/09:00- |10:00- |11:00-|12:00- {13:00- |14:00-15.00416:00-

09:00 |10:00 (11:00 |12:00 (13:00 |14:00 |(15:00 |[16:00(17:00
Gen 0.03 0.45| 0.45| 197 2.22 2.22| 1.19( 0.43| 0.03
Feb 0.22 099 0.99| 3.33] 3.79| 3.79| 2.31| 1.08| 0.25
Mar 1.09 2.70 2.70 4.44| 2.48| 0.94
Apr 3.01 4.60| 2.07
Mag 3.68
Giu 497
Lug
Ago 4.15
Set 3.20 4.40| 1.77
Ott 1.45 3.46| 3.46 3.75| 1.74| 0.38
Nov 0.36 1.31 1.31| 3.38] 3.32 3.32| 1.58| 0.43| 0.01
Dic 0.03 0.45| 0.45| 1.80( 1.84 1.84| 0.86| 0.18| 0.00

Quanto riportato finora si riferiva alla radiazione in arrivo dal cielo ossia la somma
della componente diretta dal Sole piu quella diffusa dai costituenti atmosferici; ma le carat-
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teristiche di riflessione delle superfici (altrimenti nota come albedo) puo giocare un ruolo
molto importante quando si analizzi la quantita di radiazione in arrivo su piani non orizzon-
tali. E’ il caso per esempio di molte superfici del corpo di una persona in posizione eretta in
ambienti molto riflettenti.

Per valutare tale effetto IBIMET ha condotto diverse campagne per misurare la ra-
diazione UV in arrivo su una superficie verticale in ambiente diversi. Sono quindi state effet-
tuate indagini su una spiaggia, sulla neve, in una cava di marmo a Carrara e in un cantiere
edile nell’ambito per Progetto della Regione Toscana “Piano mirato sul rischio della radia-
zione ultravioletta per i lavoratori outdoor”.

La tabella 2 illustra i valori di albedo nella banda UV da noi misurato su varie super-
fici: & evidente I’alto contributo che puo arrivare da superfici coperte da neve (con valori su-
periori all’'80%) cosi come assolutamente non trascurabile & da considerare anche il contri-
buto delle bianche superfici di una cava di marmo (intorno al 40%). In quest’ultimo caso si
tenga presente che per l'effetto della quota (intorno ai 1000-1300 m) una persona € gia
esposta a irradianze dal cielo piu alte a cui si aggiunge una forte riflessione dalla superfice.

Tabella 2 - Albedo nella banda UV (%) di alcune superfici.

Neve 85
Cave di marmo 40
Prato 1
Sabbia

Misure effettuate sulla neve con albedo intorno all’'80-90%, hanno evidenziato in-
crementi di radiazione su superficie verticale rivolta verso il sole, rispetto alla stessa super-
ficie posta su un prato, pari a circa '80-100%, almeno per angoli di elevazione solare fino a
40°.

L’effetto dell’albedo della superficie sull’irradianza UV (in questo caso espresso in
termini di UV-Index) nelle varie ore di un giorno estivo (21 giugno) con cielo sereno viene
illustrata dalla Figura 8 ottenuta utilizzando un modello di trasferimento radiativo (STAR
model, Rugabber 1994) che consente di simulare con buona approssimazione la radiazione
UV in arrivo su superfici variamente orientate nelle varie condizioni ambientali. E’ dramma-
tico I'incremento di UV eritematico che una superficie verticale (parti della faccia di una per-
sona in piedi) riceve in presenza di una copertura come quella di una cava di marmo. In pre-
senza di neve (albedo ancora maggiore) l'effetto & corrispondentemente maggiore.

Indice UV su superficie verticale orientata verso il sole posta su
area con albedo di 0.03 e 0.4 e su superficie orizzontale posta su
area con con albedodi 0.4

10 21 Giugno
—4— UV Index vert. albedo 0.03
8 - —a— UV Index vert. albedo 0.40
—=—UV Index 0.4 orizz
x
g 6
£
>
3 4
2 .
O L T

7 8 9 10 11 12 13

ora del giorno

Figura 8- Simulazione da modello dell’'UV-Index giornaliero per vari tipi di superfici e loro albedo.
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Su una superficie coperta di sabbia (una spiaggia della costa Toscana) una superficie
verticale (es. la faccia di una persona) seppure posta all’'ombra di un ombrellone viene rag-
giunta da una quantita non trascurabile di radiazione UV per effetto combinato della rifles-
sione dalla superficie sabbia-mare e della componente diffusa dell’atmosfera (Grifoni et al.,
2005).

Sempre col fine di caratterizzare il regime radiativo UV in vari ambienti sono state
realizzate diverse campagne di misura in ambienti rurali e particolarmente in vigneti vista
I'importanza che questa banda della radiazione solare riveste nelle sintesi nelle uve di com-
posti che ne determinano la qualita. E noto infatti che molte delle molecole che esaltano la
qualita dei vini vengono sintetizzate a livello della buccia dell’acino in risposta all'UV come
quelle della famiglia dei fenoli, tra cui anche il resveratrolo, diventato ormai famoso per le
sue proprieta antiossidanti. E stato cosi descritta 'influenza dell’orientamento dei filari di
vite sulla radiazione UV e su quella fotosinteticamente attiva (PAR) nelle varie ore del gior-
no evidenziando che mentre la quantita di PAR in arrivo sulla parete fogliare del filare risul-
ta fortemente influenzata dal suo orientamento questo avviene in maniera molto minore per
la radiazione UV, e particolarmente quella UVB, per effetto della sua alta diffusivita (Fig. 9).

350
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UVB
PAR/100

Irradianza (Kjm™)

EST-OVEST NORD-SUD
Orientamento filari

Figura 9 - Irradianza (KJm-2) di UVB e PAR (diviso per 100) nelle 24 ore
su le due facce di filari diversamente orientati di un vigneto.

AII'IBIMET si ¢ infine indagato se il disagio termico da caldo percepito all’aperto in
ambiente urbano puo rappresentare un proxy utile per prevedere gli effetti impercettibili
legati al rischio di danno eritematico dovuto alla esposizione alla radiazione ultravioletta. Si
e quindi ricercata una metodica in grado di integrare le informazioni relative alla radiazione
solare UV e quelle dello stress termico da caldo mediante 'applicazione di due indici ricono-
sciuti a livello internazionale: UV-Index e I'indice Universal Thermal Climate Index (UTCI).

Lo studio é stato condotto nell’area metropolitana di Firenze e le analisi sono state
dettagliate per differenti fototipi. Per il periodo 2004-2012 si sono presi in considerazione i
valori di SED di 2.0, 2.5, 3.0, 4.5, 6.0 e 10.0 che rappresentano i valori soglia per I'induzione
per i sei tipi di pelle umana (fototipi): dal “fototipo I” al “fototipo VI”. Per lo stesso periodo &
stato anche calcolato I'indice UTCI, che rappresenta lo stato dell’arte degli indici biometeo-
rologici razionali per valutare una condizioni di benessere/disagio termico all’aperto e, in
questo caso, utilizzato per definire condizioni di stress da caldo percepite da un soggetto con
caratteristiche standard (altezza circa 1.70 m, peso circa 70 kg, e un contenuto di grasso
corporeo pari al 14%).

Lo studio ha mostrato per la prima volta I'associazione a livello mensile tra condi-
zioni di disagio da caldo e il rischio di danno eritematico causato da una dose eccessiva di
radiazione UV. Lo stress da caldo rappresenta un buon proxy del potenziale danno eritema-
tico durante la maggior parte delle ore diurne durante i mesi estivi ma anche durante i mesi
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di settembre e maggio nel caso di soggetti con pelle moderatamente o poco sensibile. In al-
tre parole, durante questi mesi, le persone ricevono dall’ambiente un “avviso” di potenziale
danno da radiazione UV sotto forma di disagio da caldo. Tuttavia, quando nei mesi di set-
tembre e maggio vengono considerati i soggetti con pelle piu sensibile, oppure quando ven-
gono considerati i mesi di aprile, marzo e ottobre, lo stress da caldo puo essere solo par-
zialmente un indicatore di potenziale danno da radiazione UV. Infatti, in questi mesi si veri-
ficano troppi giorni senza “segnali” di disagio da caldo anche se i soggetti sono esposti a dosi
di radiazione UV sufficienti a determinare danni eritematici per vari fototipi (mai pero per i
soggetti con pelle poco sensibile). Inoltre, durante i mesi piu freddi (da novembre a feb-
braio) le condizioni di disagio da caldo sono molto sporadiche o completamente assenti,
quindi i “segnali termici” (disagio da caldo) percepibili dal’ambiente sono assenti o molto
rari. Per contro anche in tali condizioni chi si trovi sulla neve (o anche a quote elevate) pud
essere esposto a dosi inaspettatamente alte di UV.

Questi risultati sottolineano la necessita di avere a disposizione avvisi citta-specifici
differenziati su base mensile e per fototipo relativamente al potenziale danno da radiazione
UV. Tali informazioni sono fondamentali per “educare” la popolazione locale e i turisti che
frequentano molte delle citta italiane con I'obiettivo di ridurre i danni da radiazione UV nel
breve periodo, ma anche di limitare i danni molto seri per la salute evidenziabili nel lungo
periodo causati da esposizioni eccessive alla radiazione solare.

Anche se la maggiore attenzione é stata rivolta ai possibili danni per la salute e a co-
me evitarli non va dimenticato che la radiazione UV ha anche importanti effetti benefici es-
sendo il fattore che attiva il processo che porta alla biosintesi della vitamina D, essenziale
regolatore per molte funzioni biologiche. Alle medie latitudini la dose di UV per la sintesi
della vitamina D viene facilmente soddisfatta nei mesi primaverili-estivi anche solo espo-
nendo mani, braccia e faccia al Sole. Il 21 Giugno una persona, che non assuma dalla dieta
sufficiente vit. D, puo soddisfare il proprio fabbisogno (circa 25 microgrammi) con una
esposizione al Sole di queste parti del corpo un giorno si e uno no per circa 3-4 minuti. Al
contrario il 21 dicembre I'esposizione deve protrarsi per oltre 50 minuti, come & possibile
stimare in base a quanto indicato su http://zardoz.nilu.no/~olaeng/fastrt/VitD-
ez_quartMED.html.

1.3.2 - Protezione dal rischio UV

Esistono diversi modi per proteggersi da una sovra-esposizione alla radiazione UV il
primo dei quali & di evitare I'esposizione prolungata non protetta e diretta nelle ore centrali
dei giorni estivi. Se pero questa raccomandazione, che era anche quella delle nostre nonne, e
attuabile da chi si espone al Sole per piacere, chi invece lavora all’aperto ha bisogno di ricor-
rere ad altre misure. Gli abiti possono svolgere questa funzione protettiva e la ricerca si &
orientata verso la realizzazione di capi che uniscano condizioni di confort termico a quelle di
protezione dal rischio UV. Cosi analogamente a quanto avvenuto con le creme solari protet-
tive sono stati proposti indici che valutano tale grado di protezione, il cosiddetto UPF (Ul-
traviolet Protection Factor, Fattore Protettivo per 'UV). L’'UPF, determinato dal grado di tra-
smittanza nell'UV da parte del tessuto, indica il grado di protezione del tessuto che per
sommi capi risulta fissato dalla struttura del tessuto (quanto fitte sono le fibre che lo com-
pongono, “cover factor”) e dalle caratteristiche ottiche (di assorbanza e trasmittanza) delle
fibre in combinazione con i coloranti che le tingono: da 0 a 15 UPF insufficiente protezione,
buona da 16 a 24, molto buona da 25 a 39 e eccellente da 40 in su.

Conviene a questo punto rammentare il significato di questi fattori di protezione:
una crema con fattore di protezione (SPF) 30 fa si che l'eritema si sviluppi con una dose di
esposizione 30 volte superiore a quella della stessa pelle non protetta. Peraltro molte creme
solari non contengono filtri per 'UVA che, come gia accennato, non risulta del tutto innocua.

Oggi il valore in UPF é spesso riportato in etichetta di molti capi d’abbigliamento so-
prattutto per quelli per lo sport e le attivita all’aria aperta. IBIMET ha svolto attivita di ricer-
ca in questo settore indagando le proprieta protettive UV di tessuti ottenuti con fibre natu-
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rali (lino, canapa, ortica, lana, ecc) e tinteggiate con coloranti naturali come quelli ottenuti
dall’estrazione di alcune molecole da piante o insetti. Le nostre indagini sono state svolte sia
in laboratorio (con misure di trasmittanza effettuate con uno spettrofotometro messo a di-
sposizione dal Dr. Giovanni Agati del'IFAC-CNR di Sesto Fiorentino) che all’aperto mediante
lo spettroradiometro dell'IBIMET (Macam SR9910) al fine di valutare eventuali differenze
delle due tecniche. Tali indagini hanno permesso di appurare che i fattori responsabili del
grado di protezione di un tessuto sono nell’'ordine: “cover factor”, trattamento pre-
tinteggiatura e tipo di colorante impiegato. Per questi ultimi, risultati particolarmente inte-
ressanti sono stati ottenuti dall'impiego di coloranti come quelli ottenuti dall’estrazione del-
la Reseda, una pianta con foglie ricche di luteolina, un flavonoide che conferisce al tessuto
un colore giallo. Cosi tessuti di canapa (assai adatti per essere indossati da chi lavora
all’aperto perché offrono un buon confort termico) che di per sé non offrirebbero alcuna
protezione (UPF intorno a 7) colorati con reseda hanno un UPF di circa 19, quindi con un
buon grado di protezione. Risultati simili abbiamo riscontrato anche per i coloranti estratti
da un’altra pianta, la Robbia che inducono un colore rossastro. Sfortunatamente tale colo-
rante non porta alcun miglioramento al basso livello di UPF del lino che raggiunge un valore
massimo di 9 (Grifoni et al., 2009 e 2014).

1.3.3 - Effetti sulla vegetazione

Lo studio degli effetti della radiazione UV sulla vegetazione sono iniziati negli anni
‘90 nell’ambito delle ricerche dell’Istituto relative agli effetti sugli ecosistemi agrari e natu-
rali dei cambiamenti del clima. In quegli anni, in effetti, c’era una grande preoccupazione
nella comunita scientifica per il rapido procedere del fenomeno dell’assottigliamento dello
strato d’Ozono stratosferico, popolarmente noto come “buco dell’'Ozono”. Effettivamente i
rilievi satellitari mostravano un rapido trend crescente sia dell’area interessata dal fenome-
no sul polo Sud sia della sua entita. L’assottigliarsi di tale strato d’Ozono portava ad un au-
mento della radiazione UV a terra in particolare della componente UVB e alla conseguente
alterazione rispetto all’'UVA e alle bande del visibile segnatamente quelle coinvolte nei pro-
cessi fotosintetici e non solo.

Per studiare I'effetto di queste attese accresciute irradianze UVB erano stati gia con-
dotti numerosi studi che in quei primi anni mostravano drammatici effetti come forte ridu-
zione della fotosintesi e della crescita delle piante con forti riduzioni della loro produttivita.
Tuttavia questi primi esperimenti erano condizionati dall’essere condotti in serre o camere
di crescita e quindi in condizioni in cui le piante, sottoposte a questo stress, non potevano
far funzionare i loro meccanismi di difesa e riparazione dei danni stimolate da altre lun-
ghezze d’onda presenti nella radiazione solare all’aperto; e cid era ancora piu importante in
ambienti mediterranei caratterizzati da alti valori di radiazione solare. A cio si aggiunga che
in questi primi esperimenti, come spesso succede quando si avviano nuove ricerche, le dosi
di UVB somministrate alle piante erano fortemente irrealistiche rispetto anche alle piu pes-
simistiche stime di aumento dell’'UVB.

Tutte queste considerazioni ci indussero a programmare esperimenti all’aperto e
con somministrazione di dosi piu realistiche di UVB. Fu cosi messo a punto un complesso
apparato da campo composto da banchi attrezzati con tubi a fluorescenza che emettevano
radiazione con un picco a 313 nm opportunamente schermati per eliminare code di UVC non
desiderata. Questi banchi erano regolabili in altezza in modo da mantenere una distanza fis-
sa rispetto alle piante che vi crescevano sotto. Impostammo questo primo sistema in modo
da simulare I'incremento di UVB associato ad un decremento di Ozono del 20%. Oltre ai
banchi di controllo il sistema includeva anche banchi sotto cui le piante ricevevano dalle
lampade una dose aggiuntiva di UVA, previa filtraggio dell’'UVB ottenuto con filtri di polie-
stere (Mylar), che non era possibile eliminare dal trattamento UVB. Successivamente tale si-
stema fu ulteriormente modificato per rendere modulabile la radiazione aggiuntiva emessa
dalle lampade per adattarla alla dinamica giornaliera della radiazione solare e alla presenza
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delle nubi (Benincasa et al., 2000). Nel tempo sono state sottoposte a indagine diverse spe-
cie vegetali tra cui fagiolino, pomodoro, cavolo e querce.

Riassumendo, questi esperimenti hanno mostrato che le modifiche indotte dal trat-
tamento erano molto piu contenute rispetto a quanto evidenziato precedentemente: non si
sono riscontrate significative modifiche della fotosintesi né della crescita delle piante, in
termini di biomassa prodotta, mentre anche le nostre ricerche confermavano I'accumulo di
pigmenti nelle foglie, soprattutto flavonoidi che si ritiene abbiano anche una funzione di
schermo rispetto alla radiazione UVB. Un’altra evidenza ha riguardato la morfologia della
pianta: quelle cresciute sotto alte irradianze UVB mostravano una architettura pit compatta
(sia la querce che le erbacee) e la colorazione delle bacche del pomodoro risultava accelera-
ta e intensificata. In altre parole era dimostrato che realistiche dosi aggiuntive (rispetto a
quelle in arrivo dal cielo) potevano essere tollerate dalle piante indagate grazie alla messa in
atto dei meccanismi di fotoprotezione e riparazione dei danni (al DNA) stimolati dalla luce
blu e dalla stessa UVA. Anzi proprio nell’esperimento condotto sul fagiolo verificammo che
le piante cresciute sotto la naturale radiazione solare e con in piti la luce UVA irradiata dalle
lampade mostravano tutta una serie di positive risposte, in termini di biomassa accumulata,
area fogliare ed altri parametri indicativi del benefico effetto del'UVA aggiuntivo che rite-
niamo compensasse 'effetto limitativo per la crescita dell’'UVB presente comunque nella ra-
diazione naturale (Antonelli et al, 1997 e 1998; Bacci et al, 1999).

A questo approccio sperimentale & seguito quello cosiddetto “sottrattivo” che so-
stanzialmente consiste nel far crescere le piante nelle loro condizioni naturali e
nell’effettuare il trattamento escludendo selettivamente una o entrambe le componenti UV
che arrivano a terra. Questo approccio oltre che essere molto pili semplice e meno costoso si
e sviluppato anche in ragione del mutato oggetto delle indagini sulle relazioni tra UV e pian-
te. Questo perché nel frattempo si era raggiunta una mole di informazioni considerevole ma
soprattutto perché I'interesse scientifico si era spostato dallo studio dei possibili effetti di un
accresciuto clima radiativo UV a quello del ruolo ecologico di questa componente della ra-
diazione solare.

Con I'approccio sottrattivo IBIMET, in collaborazione con IFAC-CNR, IBBR-CNR e il
DISPAA dell’'Universita di Firenze, ha condotto negli ultimi anni studi su frumento, vite e
corbezzolo (una specie tipica della nostra macchia mediterranea). Questi esperimenti sono
stati condotti facendo crescere le piante sotto film plastici che lasciavano passare in maniera
quasi inalterata la radiazione solare (il controllo, Teflon) e sotto altri che tagliano solo tutte
le lunghezze d’onda dell’'UV (Lee) e solo della componente UVB (Mylar), come mostra la Fi-
gura 10.
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Figura 10 - Spettri di trasmittanza dei filtri usati nelle esperimento di sottrazione UV
e irradianza dal Sole non filtrata.
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Le indagini sul frumento duro hanno evidenziato nelle piante a cui era stato sottratto
tutto I'UV, oltre all’atteso decremento nei tessuti delle foglie di pigmenti della famiglia dei
flavonoidi, una significativa diminuzione del contenuto in Azoto rispetto alla biomassa sec-
ca. Anche I'analisi delle cariossidi ha evidenziato un diminuzione del contenuto in sostanze
azotate e di glutine secco delle piante cresciute in assenza totale di UV. Questi risultati sono
importanti in quanto per la prima volta si € indagato il ruolo che la radiazione UV ha sulla
qualita della granella di frumento: il glutine infatti e la parte proteica che conferisce alla ca-
riosside ( e quindi al prodotto finale, la farina) il carattere di qualita, aspetto determinante
per il grano duro destinato a impieghi a maggior reddito.

Anche nell'indagine su vite e corbezzolo abbiamo riscontrato una netta risposta della
sintesi di pigmenti della famiglia dei flavonoidi alla presenza delle diverse bande di UV, in-
fatti le piante del controllo hanno presentato i maggiori contenuti, all'opposto delle foglie
sottoposte all’esclusione totale dell’'UV. Ma era proprio da questo atteso risultato che era no-
stro interesse partire per indagare la capacita di recupero al ritorno a condizioni normali di
radiazione delle piante prima sottoposte a differenti privazioni della radiazione UV. Questa
indagine protrattasi per oltre 15 giorni & stata possibile grazie ad un’innovativa tecnica di
misura messa a disposizione dal Dr. Agati dell'IFAC-CNR che consente di stimare in modo
non distruttivo (e quindi operando sempre sulle stesse foglie) il contenuto in flavonoidi. Si &
cosli potuto verificare il diverso comportamento delle due specie, pure entrambe adattate al
clima mediterraneo. Infatti mentre le foglie della vite delle piante riportate in condizioni na-
turali hanno mostrato una buona capacita di recupero sintetizzando questi importanti com-
posti (anche se sono rimaste delle differenze tra i tre trattamenti) recuperando quasi il 50%
della differenza iniziale, le foglie del corbezzolo hanno mantenuto quasi uguale le differenze
iniziali.

Abbiamo inoltre riscontrato che mentre il corbezzolo non presentava differenze tra i
trattamenti per quanto riguarda i parametri della fotosintesi (a ulteriore dimostrazione del-
la sua tolleranza a climi radiativi intensi) nella vite e stata osservata una riduzione
dell’attivita fotosintetica nelle piante prima cresciute in totale assenza di UV che erano state
spostate in condizioni naturali di luce (Grifoni et al, submitted).

Le molecole antiossidanti che la pianta produce per difendersi dall’'UV sono pero an-
che molto importanti per la nostra salute una volta assimilate con il cibo com’é stato provato
da numerose ricerche relative al ruolo delle sostanze antiossidanti come elementi per con-
trastare varie patologie. Sono state condotte quindi ricerche che hanno messo in evidenza
I'importanza di usare materiale trasparente all’'UV nelle serre cosi come la possibilita di ef-
fettuare trattamenti in post-raccolta, per esempio di ortaggi o frutta per stimolare
un’ulteriore sintesi di tali composti.

1.4 - Conclusioni

Le ricerche condotte negli ultimi 25 anni hanno evidenziato la complessita e la non
univocita delle interazioni tra questa banda della radiazione elettromagnetica in arrivo dal
Sole e la vita degli organismi biologici. Dal punto di vista degli effetti sulla salute umana é
stato evidenziato come esposizioni prolungate a dosi eccessive di radiazione UV (come puo
capitare nelle ore centrali delle giornate estive) possano essere decisamente pericolose per
la salute soprattutto per persone geneticamente non adattate a climi radiativi intensi.
D’altro lato € risultata ugualmente evidente I'importanza dell’esposizione al Sole in altri pe-
riodi dell’anno per la sintesi della vitamina D oltre che per il piacere che puo dare.

Le piante hanno mostrato di possedere meccanismi di difesa e di riparazione dei
danni indotti dall’'UV che le rendono ben adattate a vivere anche in ambienti caratterizzati
da alte irradianze UV. E’ risultato altresi evidente che dosi non eccessive di UV stimolano
apprezzate sintesi di composti oggi noti come nutraceutivi, tant’e che si pensa a trattamenti
in post-raccolta di frutta e ortaggi per aumentarne il contenuto.
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Le conoscenze acquisite dalla comunita scientifica se da una parte stanno chiarendo
numerosi lati oscuri sul ruolo biologico della radiazione UV dall’altro aprono stimolanti pro-
spettive di ricerca anche per valutarne le possibili applicazioni.
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Elisabetta Baldanzi?!, Arianna Desideri?, Alessandro Farinil
L stituto Nazionale di Ottica Applicata del Consiglio Nazionale delle Ricerche- INO CNR
2 Corso di Laurea in Ottica e Optometria, Universita degli Studi di Firenze

1.1 - Introduzione

L’esigenza di uno studio della percezione visiva dei dipinti illuminati con luce LED
nasce dalla consapevolezza di due importanti elementi: da un lato I'innovazione dovuta
all'inserimento sul mercato delle sorgenti LED, dall’altro I'importanza della luce per la per-
cezione di un’opera d’arte e piu in generale di qualsiasi oggetto.

[ LED rappresentano una rivoluzione nel mercato dell'illuminazione. Il loro principio
di funzionamento permette infatti di ottenere performance illuminotecniche sostanzialmen-
te diverse rispetto alle tradizionali sorgenti luminose e di realizzare soluzioni illuminotecni-
che idonee anche per gli ambienti museali [1,2]. I LED hanno, ad esempio, una lunga vita
media, efficienza luminosa elevata, sono resistenti agli urti, permettono nuove soluzioni di
design e hanno altre caratteristiche che lasciano intravedere in questa sorgente grandi po-
tenzialita per il futuro. La luce ha un ruolo fondamentale per la percezione delle immagini: a
seconda del tipo di luce che illumina un oggetto e possibile ottenere molteplici letture e dif-
ferenti valorizzazioni cromatiche. I musei stanno avviando un cambiamento delle sorgenti
presenti all'interno dei loro ambienti espositivi passando dalle piu tradizionali sorgenti alo-
gene e a scarica alle sorgenti LED. Questo cambiamento puo portare a un beneficio energeti-
co ed economico per gli ambienti ma, parlando di arti visive, occorre un approccio rigoroso
che permetta di avere informazioni attendibili sugli effetti che questo tipo di luce ¢ in grado
di portare a livello percettivo.

Lo studio svolto presso il laboratorio dell’Istituto nazionale di ottica del Consiglio
nazionale delle ricerche Ino Cnr situato all'interno dei laboratori di restauro dell’Opificio
delle pietre dure di Firenze ha permesso di approfondire come cambia la percezione di
un’opera d’arte a seconda del tipo di luce utilizzato generato con sorgenti LED. L'utilizzo di
questo tipo di lampade con caratteristiche di funzionamento differenti ha inoltre permesso
di investigare l'attendibilita per i LED dei parametri di caratterizzazione cromatica delle
sorgenti, come ad esempio I'Indice di Resa Cromatica [3] visto che il metodo di calcolo tradi-
zionale non & idoneo per sorgenti con uno spettro di emissione stretto come ad esempio i
LED RGB [4].

[ risultati ottenuti confermano I'importanza della luce LED per l'illuminazione dei
dipinti dovuta alle soluzioni spettrali che il LED ¢é in grado di realizzare e ribadiscono la ne-
cessita di definire una nuova procedura di caratterizzazione cromatica delle sorgenti lumi-
nose.

1.2 - Svolgimento dell’esperimento

L’esperimento e stato realizzato presso il laboratorio Ino Cnr all'interno degli am-
bienti di restauro dell’Opificio delle pietre dure. Sono state selezionate tre opere d’arte di
autori e periodo storico differente che sono state mostrate ai soggetti selezionati in sequen-
za illuminati esclusivamente da prodotti che montano sorgenti LED con diverse emissioni
spettrali. Ad ogni soggetto il dipinto é stato mostrato con due diversi tipi di illuminazione e
gli/le & stato chiesto di esprimere una preferenza focalizzando 'attenzione sulla naturalezza
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del colore, la sua definizione e vivacita. Ad ogni soggetto sono state presentate diverse cop-
pie di illuminazione e le risposte sono state registrate. Per arrivare a stilare una classifica di
preferenza per un determinato dipinto, per ogni soggetto € stato utilizzato un sistema di at-
tribuzione dei punteggi denominato Swiss System mettendo a confronto sorgenti con pun-
teggi analoghi [5].

Le opere mostrate sono diverse per soggetto, autore e periodo storico:
‘Sant’Agostino nello studio’ di Sandro Botticelli (1480 circa) Figura 1, ‘Figura di donna’ ano-
nimo (1930 circa) Figura 2 e ‘Memoria della luce’ di Giovanna Rasario (2002) Figura 3.

Figura 1 - ‘Sant’Agostino nello studio’ di Sandro Botticelli
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Figura 2 - ‘Figura di donna’ Anonimo

Figura 3 - ‘Memoria della luce’ Giovanna Rasario
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Le opere sono state illuminate con 6 apparecchi che montano sorgenti LED. In Figura
4 e 5 le sorgenti utilizzate e i relativi spettri di emissioni rilevati con lo spettroradiomentro
Minolta Cs-1000 con una larghezza di banda di 5 nm.
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Figura 4 - Apparecchi utilizzati per I'esperimento e relative sorgenti LED
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Figura 5 - Apparecchi utilizzati per I'esperimento e relative sorgenti LED

[ soggetti selezionati sono stati 25 (9 uomini e 16 donne) di eta compresa trai 25 ei
60 anni, tutti normovedenti e senza problemi relativi alla percezione del colore. Il gruppo e
stato inoltre suddiviso in due categorie: 20 ‘non esperti’ d’arte, soggetti comuni senza nes-
suna preparazione professionale dedicata alla storia dell’arte, e 5 ‘esperti d’arte’ in partico-
lare restauratori dell’Opificio delle pietre dure.
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Le sorgenti sono state regolate in modo tale da avere gli stessi livelli di illuminamen-
to al centro delle opere esposte (150 lux al centro dell’opera). Gli apparecchi di illuminazio-
ne sono stati posti tutti frontalmente alle opere stesse.

La principale differenza tra le due sorgenti ‘calde’ R. 84 T 3000 Ke R, 98 3000 K e il
picco di emissione (R, 84 T 3000 K 640 nm e R, 98 3000 K 605 nm) Figura 6.
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Figura 6 - Spettro di emissione normalizzato delle sorgenti Ra 84 T 3000 K (linea continua)
e Ra 983000 K (linea tratteggiata)

Le due sorgenti ‘fredde’ R. 84 T 4000 K e R, 98 4000 K sono ottenute con lo stesso
principio di funzionamento rispetto alle altre sorgenti, il picco nel blu coincide, ma quello
che cambia e la quantita di radiazione emessa che comporta una Temperatura di colore piu
elevata Figura 7.
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Figura 7 - Spettro di emissione normalizzato delle sorgenti Ra 84 T 4000 K (linea continua)
e Ra 984000 K (linea tratteggiata)

Le seguenti due sorgenti sono invece piu bilanciate R, 92 T 3500 K e R, 92 4200 K e,
rispetto alle altre, emettono maggiormente nella regione dello spettro corrispondente al co-
lore rosso Figura 8.
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Figura 8 - Spettro di emissione normalizzato delle sorgenti Ra 92 T 3500 K (linea continua)
e Ra 92 4200 K (linea tratteggiata)

1.3 - Risultati

Le opere illuminate con prodotti che presentano diverse caratteristiche spettrali so-
no apparse ai soggetti selezionati tutte evidentemente differenti da un punto di vista croma-
tico a seconda del tipo di luce utilizzato. L’effetto e stato notato da parte di tutti i soggetti in-
terpellati che hanno espresso la loro preferenza tra le soluzioni mostrare in sequenza con
punteggio simile.

In alcuni casi i colori apparivano piu accesi e maggiormente distinguibili, in altri piu
tenui e omogenei e in altri casi ancora si accendevano maggiormente i verdi e gli azzurri ri-
spetto ai colori rosso arancio. Questo avveniva sia per le opere figurative che per quella
astratta.

Compatibilmente con i limiti dovuti all’'utilizzo della macchina fotografica riportiamo
nelle Tabelle 1, 2 e 3 le immagini delle opere sotto i diversi tipi di luce.
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Tabella 1 - ‘Figura di donna’ Anonimo illuminato con sorgenti LED con diverse caratteristiche spettrali

R,98 4000 K

VividB 3500 K

R,84 3000 K

R,98 3000 K




Studio della percezione visiva dei dipinti illuminati con luce LED 73

Tabella 2 - ‘Sant’Agostino nello studio’ di Sandro Botticelli illuminato con sorgenti LED
con diverse caratteristiche spettrali

VividB 4200 K VividB 3500 K R,84 4000 K

R,98 4000 K R,84 3000 K R;98 3000 K
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Tabella 3 - ‘Memoria della luce’ di Giovanna Rasario illuminato con sorgenti LED
con diverse caratteristiche spettrali

VividB 4200 K VividB 3500 K R,84 4000 K

R;98 4000 K R,84 3000 K R;98 3000 K

Le preferenze variano a seconda del tipo di opera illuminata. Per il dipinto ‘Figura di
donna’ la sorgente che ha ottenuto un punteggio superiore & quella con Temperatura di co-
lore ‘fredda’. I non esperti preferiscono la lampada R, 92 T 4200 K mentre gli esperti quella
con R, 84 e T 4000 K. E interessante notare che per gli esperti d’arte la sorgente che & pia-
ciuta di meno tra tutte quelle proposte € quella con I'indice di resa cromatica piu alto e mag-
giormente simile alle lampade alogene. I risultati sono riportati in Figura 9.

35% 1 Figura di donna

30% A
25% A
20% A
W Esperti
15% -
M Sogetti Comuni
10% -
5% A

0%

Ra84 VividB VividB Ra98 Ra84 Ra9%98
4000K 4200K 3500K 4000K 3000K 3000K

Figura 9 - ‘Figura di donna’ preferenze espresse da soggetti comuni e esperti d’arte

Come si puo notare in Figura 10 e 11 la differenza cromatica ottenuta con la sorgen-
te ‘fredda’ rispetto a quella ‘calda’ & molto evidente ed e stato percepito da tutti i soggetti se-
lezionati.
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Figura 10 - Sorgente Ra 84 T 4000 K Figura 11 - Sorgente R. 98 T 3000 K

Per l'opera ‘Sant’Agostino nello studio’ la sorgente preferita dai soggetti comuni e la
R.92 T 3500 K mentre gli esperti d’arte preferiscono la R, 92 e T 4200 K. Anche per questa
opera la sorgente che e piaciuta di meno tra tutte quelle proposte & quella con I'indice di re-
sa cromatica piu alto e T 3000 K. I risultati sono riportati in Figura 12.

35% 1 Sant'Agostino nello studio

30% A

25% A
20% A
W Esperti
15% -
W Soggetti Comuni
10% -
5% A

0%
VividB VividB Ra84 Ra98 Ra84 Ra%98
4200K 3500K 4000K 4000K 3000K 3000K

Figura 12 - ‘Sant’Agostino nello studio’ preferenze espresse da soggetti comuni e esperti d’arte

In Figura 13 e 14 il confronto tra le opere illuminate con la sorgente preferita dagli
esperti d’arte e quella che ha ottenuto il punteggio minimo.
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Figura 13 -Sorgente R. 92 T 4200 K Figura 14 -Sorgente R. 98 T 3000 K

Le preferenze per il dipinto ‘Memoria della luce’ di Giovanna Rasario sono prevalen-
temente per le sorgenti ‘fredde’ R, 84 T 4000 K e R, 98 e T 4000 K. L’assenza di elementi fi-
gurativi riconoscibili ha determinato un punteggio inferiore per le sorgenti ‘calde’. I risultati
sono riportati in Figura 15.

30% Memoria della luce

25% A

20% A

15% - M Esperti

10% - M Soggetti Comuni
5% A

0%
VividB Ra84 Ra%98 VividB Ra84 Ra%98
4200K 4000K 4000K 3500K 3000K 3000K

Figura 15 - ‘Memoria della luce’ preferenze espresse da soggetti comuni e esperti d’arte

In Figura 16 e 17 il confronto tra le opere illuminate contemporanee con la sorgente
preferita dagli esperti d’arte e quella che ha ottenuto il punteggio minimo.
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Figura 16 - Sorgente R:92 T 4200 K

Figura 17 -Sorgente R 92 T 4200 K

1.4 - Conclusioni

Le prove effettuate hanno permesso di ottenere interessanti risultati. Tra le
sorgenti LED utilizzate per illuminare le opere d’arte selezionate hanno ottenuto una mag-
giore preferenza quelle piu ‘fredde’ sia per i soggetti comuni che per gli esperti d’arte.

Per le opere figurative ‘Memoria di donna’ e ‘Sant’Agostino nello studio’ hanno otte-
nuto un risultato migliore le sorgenti con R, 92 T 3500 K e 4200 K. E’ interessante notare
che queste sorgenti si distinguono per una maggiore emissione nel rosso in grado di enfatiz-
zare elementi rappresentativi nell’opera e di maggior impatto come ad esempio l'incarnato
del volto. Una prova viene dal fatto che 'opera astratta ‘Memoria della luce’, in cui predomi-
na il bianco, ha ottenuto maggiori preferenze per le sorgenti di tipo differente.

Abbiamo potuto verificare inoltre I'inadeguatezza dell’attuale metodo di calcolo per
I'indica di Resa Cromatica per la caratterizzazione delle sorgenti LED. Dai risultati ottenuti si
puo infatti notare che le sorgenti con R, 84 sono state preferite in moto evidente rispetto a
quelle con R, 98. In Tabella 4 € possibile mettere a confronto i risultati ottenuti tra le sor-
genti a parita di Temperatura di Colore. Risulta dunque necessario mettere in atto una nuo-
va procedura per la caratterizzazione cromatica delle sorgenti che sia attendibile non solo
per le sorgenti piu tradizionali, come ad esempio le sorgenti incandescenti e a scarica, ma
anche peri LED.



78 ANNO DELLA,LUCE
Tabella 4 - Confronto percentuale di preferenza per Indice di Resa Cromatica
Memoria della luce Figura di donna Sant’Agostino nello studio
30% 30% 30%
25% 25% 25%
20% 20% 20%
15% 15% 15%
10% 10% 10%
5% 5% 5%
0% 0% 0%
Ra84 Ra%98 Ra84 Ra98 Ra84 Ra98
3000K 3000K 3000K 3000K 3000K 3000K
30% 30% 30%
25% 25% 25%
20% 20% 20%
15% 15% 15%
10% 10% 10%
5% 5% 5%
0% 0% 0%
Ra84  Ra%98 Ra84 Ra%98 Ra84 Ra%98
4000K 4000K 4000K 4000K 4000K 4000K
30% 30% 30%
25% 25% 25%
20% 20% 20%
15% 15% 15%
10% - 10% ' 10% '
5% P 5% P 5% P
0% 0% 0%
Ra84 Ra98 Ra84 Ra98 Ra84 Ra98
3000K 3000K 3000K 3000K 3000K 3000K
30% 30% 30%
25% 25% 25%
20% 20% 20%
15% 15% 15%
10% 10% 10%
5% 5% 5%
0% 0% 0%
Ra84 Ra98 Ra84 Ra9g Ra84 Ra9g
4000K  4000K 4000K 4000K 4000K  4000K
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UNA NUOVA TECNOLOGIA FOTOVOLTAICA: CELLE SOLARI A COLORANTE (DSSC)
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Istituto di Chimica dei Composti Organometallici (ICCOM)

1.1 - Fotovoltaico di nuova generazione

A seguito del rapido sviluppo scientifico, tecnologico ed economico che ha caratte-
rizzato il XX secolo, la domanda energetica globale ha subito una crescita costante, che non
si & arrestata nemmeno in anni recenti nonostante il rallentamento dovuto alla crisi econo-
mica mondiale (+0.9% nel 2014, a fronte di un aumento annuo medio del 2.1% nel periodo
2005-2014)[1,2]. In questo contesto, lo sviluppo di fonti energetiche rinnovabili appare la
strada piu promettente per assicurare un’evoluzione sostenibile del sistema energetico glo-
bale, sia dal punto di vista ambientale, sia da quello delle risorse, sia da quello socio-
economico.

Nella ricerca di fonti energetiche alternative a quelle fossili, che coniughino efficien-
za, facilita di uso e ridotto impatto ambientale, la possibilita di sfruttare I'energia solare ri-
sulta interessante per almeno tre motivi:

= e gratuita ed inesauribile;
* non produce scarti;
* ¢ abbondante alle nostre latitudini.

Global Energy Potential

Solar 23,000 TW

2 TidalosTw

@ Wave o2-2Tw \évoggﬂw'f&%gy

(power dem and of 16 TW)
O Geothermal o.3-2Tw

@ Hydro s-atw

@ Biomass 251w

Figura 1 - Rappresentazione schematica del fabbisogno energetico mondiale e delle risorse disponibili

Inoltre, come mostrato in Figura 1, la quantita di energia solare che annualmente
raggiunge il nostro pianeta risulta essere di diversi ordini di grandezza superiore al fabbiso-
gno energetico globale: pur tenendo conto del fatto che non tutta quell’energia é pratica-
mente utilizzabile, il suo efficace sfruttamento appare sicuramente in grado di contribuire
significativamente alla risoluzione del problema energetico globale.

Alla base della tecnologia che consente lo sfruttamento dell’energia solare sta la cella
fotovoltaica, cioe un dispositivo in grado di convertire 1'energia della luce solare in energia
elettrica.

Il tipo di dispositivi fotovoltaici pitu diffusi, nonché i primi ad essere stati
sperimentati (fin dal 1954), sono le celle al silicio (cristallino o amorfo) che rappresentano
sicuramente una delle principali tecnologie per la produzione di energia dal sole. Nel corso



82 ANNO DELLA LUCE

degli anni il costo dei moduli al silicio si & notevolmente ridotto, fino al punto che, secondo
alcuni studi, il prezzo dell’energia prodotta in questo modo raggiungera presto quello
dell’energia prodotta in modo tradizionale (la cosiddetta grid-parity). Ciononostante,
'elevato grado di purezza necessario per I'impiego del silicio nella realizzazione delle celle
rende il processo produttivo complesso ed oneroso dal punto di vista energetico. Inoltre, i
moduli fotovoltaici al silicio presentano varie limitazioni, quali spessore e peso elevati, forte
dipendenza delle prestazioni dall’angolo d’incidenza della luce e scarsa adattabilita in
contesti architettonici (difficolta/impossibilita di variarne forma, dimensioni e colore)[3].
Per tutte queste ragioni, negli ultimi anni la ricerca in campo fotovoltaico si & indirizzata
verso lo sviluppo di tecnologie alternative basate su materiali e principi di funzionamento
innovativi. Fra le tecnologie fotovoltaiche emergenti, che hanno avuto un notevole sviluppo
negli ultimi anni, ci sono le celle solari organiche ed ibride, le celle solari sensibilizzate a
colorante (Dye Sensitized Solar Cells, abbreviato in DSSC) e le celle a perovskiti[4].

1.2 - Dye Sensitized Solar Cells (DSSC)

All'inizio degli anni '90 il chimico svizzero Michael Gratzel[4] inizio a studiare un nuovo ri-
voluzionario tipo di celle solari, successivamente divenute note come Dye Sensitized Solar
Cells (DSSC)[5], il cui funzionamento & completamente diverso rispetto alle altre classi di di-
spositivi fotovoltaici e si ispira al meccanismo della fotosintesi clorofilliana, nella quale la
luce solare e in grado di promuovere un processo di eccitazione elettronica nella clorofilla,
dando cosi luogo ad un meccanismo di trasferimento elettronico che produce I'energia ne-
cessaria per la sopravvivenza della pianta.

Rispetto alle celle solari tradizionali, le DSSC hanno caratteristiche strutturali e di
funzionamento che le rendono estremamente vantaggiose da un punto di vista economico,
essendo costruite a partire da materiali a basso costo, non tossici, facilmente reperibili e
riciclabili, utilizzando quindi un processo produttivo a basso impatto ambientale. Inoltre,
esse hanno recentemente dimostrato di poter fornire buone efficienze di conversione della
luce in elettricita, con rendimenti superiori al 14% (per confronto, il rendimento di una cella
al silicio si aggira intorno al 25%)[6].

Gli elementi che compongono una cella DSSC sono sostanzialmente cinque (Figura
2):

1) un supporto di vetro conduttore composto da biossido di stagno (Sn0;) “dopato” con
fluoro (FTO);

2) un film sottile di materiale semiconduttore nanocristallino (generalmente TiO3);

3) un colorante che funziona da fotosensibilizzatore;

4) una soluzione elettrolitica che abbia proprieta ossido-riduttive;

5) un supporto di vetro conduttore ricoperto da platino come contro-elettrodo.

vetro
: / conduttore
platino

™~

elettrolita

\ vetro

colorante conduttore

Figura 2 - Rappresentazione schematica dei componenti di una cella DSSC

Il meccanismo di funzionamento della cella € molto semplice ed rappresentato nella Figura
3[7].



Una nuova tecnologia fotovoltaica: celle solari a colorante (DSSC) 83

elettrodo di vetro trasparente controelettrodo di Platino

semiconduttore (Ti0,) l

S e
< X&) (5)
— e' (6) E‘  —
2/ I
elettrolita
colora nte e-

-
e- =

5

Figura 3 - Meccanismo di funzionamento di una cella DSSC

Su di un elettrodo (anodo) formato da uno strato di un materiale semiconduttore
(TiOz), che viene depositato su un supporto trasparente e conduttore, sono assorbite mole-
cole di colorante (o sensibilizzatore), cioeé di una sostanza capace di assorbire la luce. Ini-
zialmente, il colorante assorbe la radiazione solare (1) e raggiunge uno stato eccitato, pro-
muovendo un elettrone da un livello fondamentale a un livello energetico superiore (2).
L’elettrone viene successivamente trasferito sul semiconduttore (3) e passa in seguito nel
circuito esterno (4). Il sensibilizzatore ossidato viene ridotto dagli ioni I- della coppia redox
[-/13- presente nella soluzione elettrolitica (5), ritornando allo stato iniziale; infine, gli ioni
I3~ cosi generati diffondono verso il controelettrodo dove sono ridotti per mezzo degli elet-
troni provenienti dal circuito esterno (6), chiudendo cosi il ciclo. Il processo complessivo
quindi, in un sistema ideale, non provoca trasformazioni chimiche permanenti e produce
una corrente che puo essere utilizzata per alimentare un carico esterno.

E chiaro che i moduli (cioé i dispositivi derivanti dall'unione di piti celle) ottenibili a
partire da questa tecnologia risultano estremamente versatili poiché i supporti utilizzabili
sono molteplici (vetro o plastica conduttiva, rigidi o flessibili), permettendo di ottenere di-
spositivi modulabili in termini di forma, trasparenti e colorati. Inoltre, I'efficienza di questi
dispositivi risulta indipendente dall’angolo di incidenza della luce solare, consentendo dun-
que buone prestazioni anche quando vengano installati in posizione verticale o orientati
verso nord. Questo rappresenta di fatto un deciso passo avanti rispetto all’attuale fotovoltai-
co e puo’ facilitare notevolmente la trasformazione del concetto di modulo adattato agli edi-
fici in quello di una vera e propria integrazione architettonica (Building-Integrated PhotoVol-
taics, abbreviato con BIPV) (Figura 4).

Building-Adapted PhotoVoltaics Building-Integrated PhotoVoltaics

Figura 4 - Confronto tra “Building-Adapted PhotoVoltaics” e “Building-Integrated PhotoVoltaics” (BIPV)
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Per quanto riguarda il fotovoltaico indoor, invece, la principale limitazione connessa
con l'uso delle celle a base di silicio & rappresentata dalla loro insufficiente risposta spettrale
nelle regioni di lunghezza d’onda breve (<600 nm), caratteristiche dei sistemi artificiali
d’illuminazione, nonché dalle loro prestazioni insoddisfacenti in situazioni di bassa illumi-
nazione.

Alcuni studi recenti hanno dimostrato che in tali condizioni le celle solari di nuova
generazione, ed in particolare le DSSC, sono in grado di fornire prestazioni migliori, in parti-
colar modo per quanto riguarda la densita di potenza fornita sotto illuminazione a fluore-
scenza[8]. Queste caratteristiche suggeriscono che le celle fotovoltaiche di nuova generazio-
ne potrebbero essere proficuamente utilizzate all'interno di edifici per alimentare dispositi-
vi a basso consumo energetico, come sensori od attuatori di varia natura, ovvero per la rica-
rica di piccoli dispositivi elettronici (telefoni cellulari, tablet etc. etc.).

1.3 - Il colorante

Il colorante rappresenta uno dei componenti piu importanti di una DSSC, essendo
impegnato sia nel processo di cattura della luce che in quello di trasferimento di carica. In
linea di principio, possono essere utilizzati come sensibilizzatori tutti quei coloranti in grado
di legarsi al TiO; e di assicurare il trasferimento elettronico al semiconduttore, ma in pratica
la scelta di un colorante ottimale risulta essenziale non solo per migliorare l'efficienza e la
durata della cella, ma anche per influenzare proprieta quali colore e trasparenza (Figura 5),
utili a definirne precisi ambiti di applicazione e pertanto a favorirne I'utilizzo commerciale.

COLORE DURATA

TRASPARENZA

Figura 5 Esempio di piccoli dispositivi su supporto trasparente

Il colorante ideale per celle DSSC dovrebbe avere un ampio spettro di assorbimento
della luce nel campo del visibile e del vicino infrarosso (dove massimo € I'irraggiamento so-
lare), e dovrebbe garantire un legame sia chimico che fisico il piu possibile stabile con
I'ossido semiconduttore. Inoltre, il livello energetico dello stato eccitato (processo (2) nella
Figura 3) dovrebbe essere ben allineato con il livello energetico piu basso della banda di
conduzione dell’ossido semiconduttore, al fine di ridurre la perdita di energia nel trasferi-
mento di carica, e raggiungendo cosi la massima efficienza possibile nell'iniezione degli
elettroni dallo stato eccitato al conduttore. Infine, & cruciale che il potenziale di ossidoridu-
zione del colorante abbia un valore appropriato per consentirne la riduzione da parte
dell’elettrolita utilizzato.

Esistono coloranti naturali (Figura 6) che possiedono le caratteristiche strutturali
adatte per far funzionare una DSSC[9] . Fra questi ci sono ad esempio le clorofille (verde), gli
antociani (rosso o viola), ottenibili per estrazione di frutti rossi o melanzane, e le betalaine
(rosso o arancio), i cui estratti grezzi da ravanello e da fico d’India hanno dato i migliori ri-
sultati finora ottenuti con coloranti naturali. Purtroppo in tutti i casi fin qui esaminati le effi-
cienze delle celle corrispondenti sono risultate relativamente basse, perlomeno in confronto
a quelle ottenute con coloranti sintetici (vedi sotto).

Al contrario, I'utilizzo di coloranti sintetici, specificamente progettati per rispondere
ai requisiti necessari per I'applicazione in DSSC, ha permesso la fabbricazione di celle in
grado di fornire efficienze molto piu elevate, fino a superare il 14% su scala di laboratorio[6]
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Figura 6 - Esempi di coloranti naturali usati come sensibilizzatori per DSSC

I coloranti sintetici per celle DSSC possono essere suddivisi in varie classi a seconda
della loro composizione e delle loro caratteristiche strutturali: laddove nei primi anni di svi-
luppo di questa tecnologia essi erano quasi esclusivamente costituiti da complessi organo-
metallici di rutenio, attualmente la categoria di sensibilizzatori oggetto di maggiore interes-
se e quella dei coloranti organici. Questi ultimi, infatti, presentano alcuni grossi vantaggi ri-
spetto alle altre classi di coloranti, che sono cosi riassumibili: (a) elevato assorbimento della
radiazione luminosa; (b) processi di sintesi e purificazione piu semplici ed economici; (c)
possibilita di modulare le loro proprieta fotofisiche attraverso 'introduzione di modifiche in
parti diverse della struttura.
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Figura 7 - Tipica composizione di un colorante organico per DSSC,
esemplificata dalla struttura del colorante organico standard D5.

La struttura tipica di un colorante organico sintetico € caratterizzata dalla presenza
nella molecola di tre porzioni distinte: una parte ricca di elettroni costituita da gruppi fun-
zionali donatori (D), una parte centrale di collegamento () ed una parte costituita da grup-
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pi funzionali accettori (A), capace di attrarre gli elettroni (Figura 7). In pratica in questo tipo
di molecole si realizza una corrente di elettroni dalla parte piu ricca di carica (D) a quella piu
povera (A), attaverso un connettore capace di consentire tale mobilita: per questo motivo
queste molecole sono anche descritte come push-pull (dall'inglese spingere-attrarre). Tali
architetture vengono solitamente indicate con la sigla D-m-A[10]. Nella Figura 7 € rappresen-
tato un tipico esponente di questa classe di sensibilizzatori, il colorante D5[11], che, a causa
della semplicita della sua struttura e delle sue discrete prestazioni, € oggi diventato uno
standard di riferimento per la valutazione dell’efficienza delle celle costruite con coloranti
organici di piu recente concezione.

Biossido di Titanio

Figura 8 - Schematizzazione del legame tra il colorante ed il biossido di titanio.

Molto importante nella struttura ¢ il ruolo del gruppo accettore, il quale, oltre ad in-
fluenzare le proprieta elettroniche della molecola di colorante, deve anche essere in grado di
formare legami stabili con il biossido di titanio in modo da consentire un forte ancoraggio al
semiconduttore (Figura 8) ed un efficace trasferimento elettronico (detto anche iniezione).
Per questo, in anni recenti, una sempre crescente parte dell’attivita di ricerca svolta sui co-
loranti per celle DSSC ha riguardato l'introduzione di nuovi gruppi ancoranti e la valutazione
della loro influenza sulle proprieta generali dei sensibilizzatori[12].

Modificando le varie porzioni della molecola é possibile modulare le proprieta elet-
troniche del sensibilizzatore, ed in particolare é possibile alterare il profilo e I'intensita del
suo spettro di assorbimento (Figura 9), con importanti conseguenze in termini di applicabi-
lita pratica. Ad esempio, molti dei sensibilizzatori utilizzati comunemente in DSSC assorbo-
no la luce nella regione del visibile (verde e blu), risultando quindi tipicamente di colore
rosso scuro. Questo comporta uno scarso assorbimento di luce rossa o vicino infra-rossa con
una conseguente limitazione del flusso di elettroni (quantita di corrente) prodotto e quindi
della efficienza finale della cella.

Un’estensione nel rosso, sebbene modesta, dell’assorbimento del fotosensibilizzato-

re pud portare quindi al duplice vantaggio di aumentare la densita di corrente prodotta e di
sfruttare la radiazione solare durante un arco di tempo piu ampio nella giornata (dal mo-
mento che le caratteristiche spettrali dellirraggiamento luminoso variano, arricchendosi
delle componenti rosso-arancio, quando i raggi solari attraversano I'atmosfera con un mino-
re angolo d’incidenza).
Dal momento che, con I'aiuto di calcoli quanto meccanici (quali ad esempio quelli basati sul-
la teoria del funzionale-densita, DFT), siamo in grado di predire le proprieta ottiche ed elet-
troniche dei composti finali, & possibile progettare nuove molecole con caratteristiche otti-
mali, che possono poi essere preparate in laboratorio ed utilizzate per la costruzione e la ca-
ratterizzazione di celle DSSC, in modo da determinarne I'efficienza di conversione fotovol-
taica e confrontarla con quella dei dispositivi gia noti.
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Figura 9 - Effetto della variazione del massimo di assorbimento sul colore dei composti organici

Ad esempio, le due molecole riportate in Figura 10 (denominate rispettivamente TTZ1 e
TTZ5) sono molto simili fra di loro, e rappresentano due coloranti organici di sintesi in cui
si riconosce facilmente lo scheletro tipico D-rz-A[13,14]. Uno studio teorico condotto su que-
ste strutture molecolari ci consente di ottenere la distribuzione spaziale degli orbitali mole-
colari di frontiera HOMO (highest occupied molecular orbital) e LUMO (lowest unoccupied
molecular orbital), che corrisponde alla localizzazione della densita elettronica nei vari livel-
li energetici, insieme alle rispettive energie rispetto al vuoto.
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Figura 10 - Forma ed energia degli orbitali molecolari dei sensibilizzatori organici TTZ1 e TTZ5.

Questo tipo d’investigazione ci consente pertanto di determinare la differenza ener-
getica tra lo stato fondamentale del colorante ed il primo stato eccitato (che si determina
quando un elettrone viene promosso dalllHOMO al LUMO). Analizzando le immagini corri-
spondenti agli orbitali di frontiera (Figura 10, destra), appare evidente come per entrambe
le molecole 'orbitale HOMO sia principalmente localizzato sul gruppo donatore, mentre il
LUMO sul gruppo accettore. Questa & in realta una geometria corretta, poiché prevede che
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quando l'elettrone, a seguito dell’assorbimento della radiazione solare, viene promosso dal
livello enegetico fondamentale al primo livello energetico superiore possa poi facilmente es-
sere trasferito sul semiconduttore, grazie alla sua vicinanza spaziale rispetto alla superficie
di quest’ultimo (si ricordi che, come indicato in precedenza, il gruppo accettore svolge anche
il ruolo di ancorante della molecola sulla titania).

Il calcolo dei livelli energetici ci consente anche di fare una previsione sulla lunghez-
za d’onda corrispondente al massimo di assorbimento del colorante. Come possiamo notare
(Figura 10, sinistra), la variazione di struttura fra le due molecole puo essere considerata in
realta abbastanza piccola ed e dovuta all'introduzione di raggruppamenti ricchi di elettroni
(S e O, indicati in blu) sia sulla porzione donatrice (D) che sullo spaziatore m. Ciononostante
si determina una variazione dei livelli energetici tale da produrre uno spostamento di circa
20 nm nel massimo di assorbimento. Le catene alchiliche legate a S e O hanno invece I'effetto
di aumentare la solubilita del composto finale. Questo comportamento, previsto teoricamen-
te, puo essere verificato una volta che il colorante e stato preparato in laboratorio.

Nel caso delle molecole illustrate in Figura 10, si osserva in effetti come le piccole
modifiche strutturali sopra descritte inducano sia una variazione di colore, denotata dallo
spostamento del massimo dello spettro UV-Visibile, che un aumento notevole dell’intensita
dell’assorbimento, come si pud notare in Figura 11.
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Figura 11 - Effetto sulla variazione del colore e I'intensita di assorbimento
dovuti alle modifiche strutturali dei coloranti TTZ1 e TTZ5.

Quest’ultima proprieta risulta anch’essa molto interessante, poiché consente in linea
di principio di utilizzare quantita inferiori di colorante e quindi strati piu sottili di TiO, nella
realizzazione delle celle, con conseguente aumento della trasparenza del dispositivo.

In questo modo, le celle costruite utilizzando il colorante TTZ5, appositamente inge-
gnerizzato, hanno generato una efficienza di conversione energetica (definita come la densi-
ta di potenza massima generata dalla cella divisa per la densita di potenza incidente su un'a-
rea di riferimento della cella) di circa il 7.7%][14], doppia cioe rispetto a quella ottenuta in
precedenza con il colorante TTZ1[13]. E inoltre importante sottolineare come tale efficienza
sia stata ottenuta utilizzando uno strato abbastanza sottile di semiconduttore (6.5 um, circa
la meta di quanto normalmente impiegato), con evidenti positive ricadute sui costi di pro-
duzione dei dispositivi in vista di un possibile scale-up del sistema: in tali condizioni, colo-
ranti standard a base di rutenio, nonché il colorante organico di riferimento D5, gia citato in
precedenza, hanno prodotto efficienze decisamente inferiori, testimoniando ancora una vol-
ta 'importanza della corretta progettazione strutturale dei coloranti al fine di ottenere risul-
tati sempre migliori[14].

Ovviamente, oltre alla semplice efficienza fotovoltaica, ci sono anche altri aspetti
estremamente importanti di cui & necessario tenere conto quando si progettano strutture
molecolari per l'utilizzo in DSSC. Ad esempio, come abbiamo accennato, il gruppo accettore
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(A) deve necessariamente essere in grado di formare legami stabili con il biossido di titanio,
al fine di limitare i deleteri fenomeni di desorbimento, decomposizione e resistenza
all'umidita che influenzano drasticamente la stabilita della cella e quindi la durata del dispo-
sitivi. Ritornando all’esempio del colorante TTZ5, in studi successivi € stato possibile osser-
vare come celle costruite con esso fornissero prestazioni piuttosto stabili nel tempo anche in
condizioni relativamente drastiche (storage ad 85°C per 1000 h), indicando pertanto
un’ottima stabilita fotochimica del sensibilizzatore ed un’eccellente resistenza del suo anco-
raggio sul semiconduttore[15].

Riassumendo, gli esempi sopra descritti mostrano come sia possibile preparare
nuovi coloranti, caratterizzati da proprieta fotofisiche ottimizzate, ed utilizzarli per ottenere
dispositivi con buone efficienze fotovoltaiche, attraverso un processo di design molecolare
ed ottimizzazione che puo essere schematizzato nei seguenti punti (mostrati schematica-
mente in Figura 12):

e Selezione delle proprieta piu importanti del colorante (colore, trasparenza, sta-

bilita);

e Progettazione molecolare del colorante;

e Analisi computazionale degli orbitali molecolari e delle relative energie, e possi-

bile revisione del processo di design;

e Sintesi di laboratorio;

e Caratterizzazione spettroscopica ed elettrochimica del colorante;

e Costruzione di celle DSSC su scala di laboratorio e misura delle loro proprieta

salienti (efficienza di conversione fotovoltaica, stabilita);

e Revisone ed eventuale miglioramento delle strutture sintetizzate attraverso il

feedback derivante dai test su cella.

Design di un nuovo colorante

Analisi computazionale

HOMO: LUMO:

Preparazione e misura delle celle

Feedback

Sintesi in laboratorio

Spettroscopia ed
eleftrochimica

Figura 12 - Processo di sviluppo, caratterizzazione e valutazione di un nuovo colorante per celle DSSC

1.4 - L’elettrolita

I mediatori redox costituiscono un’altra parte fondamentale delle celle DSSC, dal
momento che sono responsabili del trasferimento di carica tra gli elettrodi (vedi Figura 3).
Essi sono tradizionalmente utilizzati in forma liquida, come soluti in soluzioni elettrolitiche,
anche se & ormai piuttosto diffuso anche I'impiego di conduttori di buche solidi sia organici
che inorganici[16].

Il mediatore redox di gran lunga piu utilizzato nelle soluzioni elettrolitiche e costitui-
to dalla coppia I-/13-[17]. Il suo diffuso utilizzo e stato motivato in primo luogo dalla sua ca-
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pacita di ridurre molto efficacemente la forma ossidata dei coloranti a base di complessi di
rutenio, usati in origine nelle DSSC; in secondo luogo, la forma ossidata di questa coppia re-
dox e a sua volta molto efficacemente ridotta sul controelettrodo di platino, dando luogo ad
un facile trasferimento di carica all'interno della soluzione.

Accanto a queste caratteristiche positive, si devono pero annoverare anche alcuni
svantaggi: prima di tutto, la coppia [-/I3- & in grado di assorbire la radiazione luminosa nel
campo del visibile, entrando cosi talvolta in competizione con i coloranti stessi. Inoltre, I3-
puo formare una coppia ionica con il colorante ossidato, facilitando cosi il processo di ri-
combinazione della carica appena iniettata (trasferimento dell’elettrone in senso inverso,
dal semiconduttore all’elettrolita), nocivo per il funzionamento della cella. Infine, le soluzio-
ni contenenti la coppia [-/I3- possono nel tempo intaccare alcuni dei materiali con cui sono
realizzati i moduli DSSC (in particolare i contatti metallici tra le celle), portando a fenomeni
di corrosione[17].

Per queste ragioni, recentemente si sono intensificati gli studi volti ad identificare
classi di coppie redox alternative a I-/I3-[18], come ad esempio i mediatori redox organici
(Figura 13, sopra), tra i quali le coppie solfuro/disolfuro risultano particolarmente interes-
santi, considerato che sono semplici da preparare, trasparenti alla luce visibile, non tossiche,
e che le celle costruite usando tali sostanze hanno fornito buone efficienze.

La categoria di coppie redox alternative che pero sino a questo momento ha dato i migliori
risultati & quella dei composti di coordinazione di metalli di transizione (Figura 13, sotto),
che sono particolarmente adatti ad essere impiegati con coloranti organici. Recentemente, &
stato dimostrato che anche il semplice ferrocene puo fornire prestazioni eccellenti se usato
in combinazione con un colorante adatto: una cella fabbricata usando il sensibilizzatore or-
ganico coniugato PAHTDTT e contenente ferrocene nella soluzione elettrolitica ha fornito
un’efficienza del 7.5% con un elevato valore di tensione[19], dati molto superiori a quanto
ottenuto in passato usando coloranti al rutenio. Inoltre, di recente & stato dimostrato che
anche complessi di rame con leganti azotati[20], nonché semplici composti a base di man-
ganese[21], possono essere usati con profitto come mediatori redox in DSSC.
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Figura 13 - Esempi di coppie redox diverse da [-/I3- usate in celle DSSC

La piu promettente classe di composti metallorganici che sono stati utilizzati come mediato-
ri redox nelle DSSC ¢ comunque costituita da complessi tris-bipiridinici e tris-fenantrolinici
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di cobalto. Questi complessi sono molto facili da sintetizzare, non assorbono la luce nel cam-
po del visibile e le loro proprieta possono essere facilmente modulate modificando oppor-
tunamente i leganti. Nel 2010 l'uso di questi complessi come mediatori redox in combina-
zione con il colorante organico D35 ha portato all’'ottenimento di efficienze nell’ordine del
6.7-7.2% con un voltaggio molto alto di 0.92 V, valori entrambi superiori a quelli forniti da
[-/13-[22]. Piti recentemente, tali complessi sono stati impiegati nella fabbricazione delle cel-
le contenenti sia coloranti porfirinici, che hanno dato efficienze intorno al 13%][23], che co-
loranti organici coniugati, con i quali sono state addirittura raggiunte efficienze record su-
periori al 14%[6].

1.5 - Conclusioni

La necessita impellente di sviluppare nuove tecnologie per I'approvvigionamento
energetico da fonti rinnovabili rende di importanza cruciale la ricerca nel settore
dell’energia solare, ed in particolare della sua conversione in elettricita per mezzo di dispo-
sitivi fotovoltaici. In tale contesto, I'utilizzo della tecnologia DSSC & attualmente considerato
una delle opportunita pitl promettenti a nostra disposizione. Tuttavia, lo sviluppo commer-
ciale delle DSSC sara indissolubilmente legato sia alla possibilita di ridurne ulteriormente i
costi, sia all'introduzione di caratteristiche attraenti come ad esempio basso peso, flessibilita
e semi-trasparenza. Queste proprieta aggiuntive potranno permettere 1'utilizzo del fotovol-
taico per nuove applicazioni, per le quali i dispositivi tradizionali, rigidi e pesanti, non sa-
rebbero adatti: tra i possibili settori di applicazione vengono indicati quello dei dispositivi
eletronici portatili, quello dei sensori ed attuatori, quello del fotovoltaico indoor e, in parti-
colar modo, quello del BIPV. In questo senso, le DSSC, piu che costituire un’alternativa tout
court alle tecnologie fotovoltaiche tradizionali, si propongono quindi come una soluzione
ideale per ampliare il mercato del fotovoltaico verso nuovi, ed economicamente inesplorati,
ambiti applicativi.

E chiaro come, per soddisfare pienamente tali aspettative, sia ancora necessario un
ulteriore miglioramento dei vari materiali che costituiscono le celle, cosi come una piu ap-
profondita comprensione dei meccanismi elementari che ne determinano il funzionamento.
In particolare, lo sviluppo di procedure produttive in grado di fornire moduli dotati di pre-
stazioni elevate e riproducibili, e soprattutto stabili per un lungo periodo di tempo, dovra
costituire un passaggio fondamentale per consentire I'applicazione pratica su grande scala
della tecnologia DSSC. Il compito della comunita scientifica sara quindi quello di fornire, at-
traverso la continuazione del lavoro di ricerca brevemente descritto nelle pagine precedenti,
gli strumenti necessari a rendere possibile tale passaggio.
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LA MISURA DEL COLORE A SUPPORTO DEL RESTAURO DI MANUFATTI ARTISTICI

Veronica Marchiafava, Costanza Cucci, Marcello Picollo
Istituto di Fisica Applicata “Nello Carrara”
Consiglio Nazionale delle Ricerche, Sesto Fiorentino, Italia

1.1 - Introduzione

La colorimetria ¢ la disciplina scientifica che si occupa della “misura del colore”. Nel
caso di oggetti non autoluminosi, quando una sorgente di radiazione luminosa illumina un
oggetto il segnale che nasce dall'interazione luce-materia raggiunge 1'occhio
dell’'osservatore. | fotorecettori posti sulla retina dell’occhio vengono stimolati dalla radia-
zione incidente e successivamente trasmettono il segnale ricevuto al cervello, dove avviene
I'elaborazione dei dati acquisiti. La visione cromatica nasce quindi come interpretazione da
parte del cervello della composizione spettrale della radiazione assorbita dai tre tipi di foto-
recettori responsabili della visione a colori (detti coni) concentrati sulla retina dell’occhio
umano, in funzione della composizione spettrale della radiazione emessa dalla sorgente lu-
minosa dopo aver interagito con 'oggetto osservato.!

A partire dai primi anni del ‘900 due organismi internazionali, la Commission
Internationale de I'Eclairage (CIE) e I'Optical Society of America (OSA), hanno realizzato una
serie di studi mirati alla definizione degli standard necessari per la misura del colore
(sorgenti luminose, illuminanti, ecc.)? e alla creazione di opportuni spazi colorimetrici. In
particolare la CIE ha associato alla specificazione psicofisica del colore due osservatori:

1. I’Osservatore Standard CIE 1931 per la visione foveale (visione a piccolo angolo, 2°)
2. I'Osservatore Standard supplementare CIE 1964 per la visione extra-foveale (visione
a grande angolo, 10°).

La definizione dell’Osservatore Standard garantisce di convertire in modo univoco
una distribuzione qualsiasi di luminanza spettrale in tre valori numerici, denominati valori
di tristimolo (X,Y,Z), che identificano il colore in termini di combinazione lineare di luci
primarie. Applicando un procedimento numerico che consenta di combinare la
distribuzione spettrale dell'illuminante con lo spettro di riflettanza della superficie in esame
e con le colour matching functions3 medie dell’Osservatore Standard, € possibile definire i tre
valori di tristimolo. Partendo dai valori di tristimolo si possono calcolare le coordinate di
cromaticita che identificano un colore all'interno di uno spazio colorimetrico. Lo spazio di
colore piu utilizzato nel campo industriale e nel settore dei Beni Culturali & lo spazio

11 fotorecettori si suddividono in base alla loro forma in bastoncelli e coni. I bastoncelli sono responsabili della

visione in bianco e nero, detta scotopica, e consentono di distinguere le forme e le diverse gradazioni di grigio. I

coni sono invece responsabili della visione a colori, detta fotopica, e si distinguono in tre tipologie in base ai

diversi pigmenti in essi contenuti. I “coni S” (short) hanno un massimo di assorbimento a circa 445 nm e

presentano un’elevata sensibilita nella zona blu - violetto dello spettro. I “coni M” (medium) presentano un picco

di assorbimento a circa 540 nm con una maggiore sensibilita nella regione del verde dello spettro. La curva di

sensibilita dei “coni L” e invece spostata nella zona dello spettro visibile con le lunghezze d’onda piu lunghe, nella

regione del giallo-rosso, con un picco massimo di assorbimento a circa 565 nm

2 Nel 1931 la CIE ha scelto le prime tre sorgenti luminose standard da impiegare nella colorimetria:

- Sorgente A = lampada ad incandescenza (temperatura di colore: 2856 K)

- Sorgente B = simula il cielo a mezzogiorno (temperatura di colore:4900 K)

- Sorgente C = rappresenta la media della luce ambientale (temperatura di colore: 6800 K), realizzata filtrando la
sorgente A.

Dalle misure radiometriche della distribuzione spettrale di queste tre sorgenti sono stati definiti rispettivamente

gli illuminanti standard A, B e C, a cui si sono aggiunte nel tempo altre tipologie di illuminanti come quelli della

serie D (“daylight”) che simulano la luce naturale, e quelli della serie F che simulano il comportamento delle

lampade fluorescenti.

3 Curve di sensibilita spettrale corrispondenti alla sensibilita dell’occhio umano.
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CIEL*a*b* 1976, descritto da una sfera dove le tre coordinate colorimetriche L*, a* e b*
rappresentano rispettivamente la chiarezza, 'opponenza verde-rosso e I'opponenza blu-
giallo. La coordinata L* puo assumere solo valori compresi tra 0 e 100, mentre a* e b*
possono assumere sia valori negativi (<0) sia positivi (>0).# In particolare, i valori negativi
di a* corrispondono a tinte verdi, quelli positivi a tinte rosse, mentre i valori negativi di b*
corrispondono a tinte blu e quelli positivi a tinte gialle. Nello spazio CIEL*a*b* 1976 la
distanza tra due colori (L*1, a*1, b*1) e (L*2, a*2, b*2) & definita come distanza euclidea allo
scopo di rappresentare la differenza di colore AE*.

Negli anni lo spazio CIEL*a*b* 1976 e stato rivisto in maniera critica in particolare
nel cercare di ottimizzare la definizione delle formule per il calcolo della differenza di colore
(formula AE*) sviluppandone di nuove, come la CIE94 o la piu recente CIEDE2000, per
meglio rappresentare le reali differenze cromatiche percepite dall’occhio umano.

Un sistema di misura colorimetrico comprende tre elementi fondamentali:
1. la sorgente di illuminazione

2. I'oggetto da misurare

3. un rivelatore di radiazione

La misura del colore di uno stesso oggetto pud fornire coordinate colorimetriche
diverse in funzione degli spettri di emissione delle sorgenti impiegate, del tipo di
osservatore utilizzato e della disposizione spaziale degli elementi che costituiscono il
sistema di misura. La definizione del colore puo essere eseguita o con metodi di confronto
visivo (mediante l'ausilio di campioni standard o di atlanti di colore)s o con misure
strumentali. Nel secondo caso si possono avere due approcci strumentali diversi:

- il metodo spettrofotometrico che si basa sulla misura dello spettro di riflettanza
(generalmente nell’'intervallo spettrale 380-780nm) della radiazione riflessa dall’oggetto in
esame;

- il metodo tricromatico che, mediante l'uso dei filtri RGB (rosso, verde e bluy,
rispettivamente dall'inglese red, green, blue), consente una misura diretta delle coordinate
di cromaticita senza misurare lo spettro della radiazione riflessa dall’oggetto.

Il vantaggio maggiore nell'impiego del metodo spettrofotometrico rispetto a quello
tricromatico risiede nella possibilita di caratterizzare spettralmente il materiale oggetto di
studio cosi da poter approfondire e chiarire certe problematiche qualora i parametri

4 Se si considera I'Osservatore Standard CIE1931, le tre coordinate colorimetriche sono definite dalle seguenti

equazioni (Palazzi, 1995):
* __ 3y
L' =116 / Jy, — 16

o = 500 [y [T
b*=200(3\/%—3\/%>

dove X, Y e Z corrispondono ai valori di tristimolo misurati sperimentalmente e riferiti ad un certo illuminante e
ad un certo osservatore; mentre X,,Y, e Z, corrispondono ai valori di tristimolo di un bianco ideale di riferi-
mento nelle stesse condizioni di illuminante ed osservatore. Talvolta al posto delle coordinate L*a*b* si
impiegano le coordinate cilindriche L*h*C* in cui:

C*=+va?+ b2

*

h* = arctan (—*)
a

5 Tra gli atlanti di colore piu usati ricordiamo il sistema Munsell, il sistema svedese dei colori naturali (NCS), il
sistema a scale di colori uniformi della Societa Americana di Ottica (OSA-ucs) e il sistema del colori del Deutsche
Institut fiir Normung (DIN 6264)
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colorimetrici diano informazioni dubbie o di scarsa rilevanza, tipo fenomeni di
metamerismo.é

1.2 - Colorimetria e Beni Culturali

La colorimetria € una tecnica d’indagine non invasiva che consente di ottenere
misure di colore puntuali o su ampie aree di manufatti di svariato tipo. Soltanto negli ultimi
anni, grazie anche allo sviluppo di strumentazioni sempre piu compatte, versatili ed
economiche, questa metodologia si e diffusa anche nel settore dei beni culturali (Figura 1).
In questo campo, dove la minima invasivita e la possibilita di realizzare misure in situ sono
requisiti spesso fondamentali, la misura del colore puo assumere una valenza primaria.
Questa consente, infatti, di caratterizzare in maniera oggettiva il colore di un’opera e,
all’'occorrenza, di valutare eventuali variazioni cromatiche indotte da invecchiamento o in
seguito a interventi di restauro (pulitura, applicazione di protettivi e/o consolidanti, ecc.).

Di seguito si riportano un paio di casi dell'impiego di tecniche colorimetriche per lo studio di
manufatti artistici aventi diversa costituzione materica.

Figura 1 - Misure colorimetriche su dipinto murale, ciclo di affreschi degli Zavattari
nella Cappella della Regina Teodolinda nel Duomo di Monza, durante l'intervento di restauro.

1.2.1 - Valutazione dell’efficacia di interventi di pulitura e consolidamento su
dipinti murali contemporanei

I dipinti murali d’arte contemporanea conservati all’aperto, spesso realizzati con
materiali non convenzionali, tendono a perdere facilmente nel tempo le loro caratteristiche
estetiche, in particolare quelle cromatiche. Anche in questo caso le analisi colorimetriche si
rivelano uno strumento diagnostico molto utile nelle indagini preliminari agli interventi
conservativi e di restauro. Nell'lambito del progetto CoPAC (Conservazione Preventiva
dell’Arte Contemporanea),” indagini colorimetriche sono state eseguite sull’opera

6 Il metamerismo & un fenomeno ottico che si verifica quando colori che appaiono identici sotto una determinata
luce, mostrano tonalita differenti se illuminati con una luce diversa.

7 11 Progetto CoPAC (Conservazione Preventiva dell’Arte Contemporanea) & stato finanziato dalla Regione
Toscana (CoPAC, 2011-2013) nell’ambito dei Progetti Regionali PAR-FAS (2007-13) e ha visto coinvolti il
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Tuttomondo di Keith Haring (1958-1990) al fine di valutare eventuali variazioni cromatiche
indotte dalle operazioni di pulitura e consolidamento oltre a monitorare l'efficacia e la
stabilita dell'intervento di restauro nel tempo.

L’opera Tuttomondo, realizzata nel 1989 su una parete esterna del convento annesso
alla chiesa di Sant’Antonio Abate a Pisa (Figura 2), esprime il tema “dell’armonia e della pace
nel mondo” rappresentato da 30 figure realizzate con nove colori diversi (burgundy, red,
pink, yellow, orange, green, blue, violet, black), piu il bianco del supporto (background).
Dopo 20 anni dalla sua realizzazione il murale presentava un ingiallimento evidente su tutto
il bianco di fondo, uno scolorimento delle linee nere che delineano le figure e un’accentuata
desaturazione delle campiture colorate.

Figura 2 - Particolare dell'opera Tuttomondo di Keith Haring (Pisa)

L’efficacia della procedura conservativa applicata € stata valutata anche mediante
misure colorimetriche sulle diverse campiture cromatiche presenti.8 Le misure di colore,
eseguite prima e dopo i trattamenti di pulitura e consolidamento, sono state ripetute dopo
I'applicazione del protettivo e un anno dopo l'intervento conservativo (Figura 3).

La campagna diagnostica ha confermato l'efficacia del trattamento di pulitura. Le
campiture cromatiche sono risultate infatti piu sature e luminose, eccetto le aree pink e

violet per le quali € stato registrato un aumento delle coordinate a* e b* e quindi della
saturazione, ma non della chiarezza L* che e rimasta invariata. L’area burgundy e risultata

Consorzio Interuniversitario Nazionale per la Scienza e Tecnologia dei Materiali (INSTM), I'Istituto di Fisica
Applicata “Nello Carrara” del Consiglio Nazionale delle Ricerche (IFAC-CNR) e la Scuola Normale Superiore (SNS)
di Pisa.

8 Le aree colorate del murale, a esclusione dei contorni neri delle figure, sono state pulite con una miscela
acquosa di agar gel (5 %), EDTA disodico (1%) e carbonato d’'ammonio (0.2 %), riscaldata a 60°C. Le linee nere,
invece, sono state sottoposte a un trattamento di consolidamento con una emulsione di Microacril® IMAR diluito
al 5% in acqua. Infine il protettivo alchilalcossisilanico Hydrophase® e stato applicato su tutta la superficie.
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Figura 3 - Acquisizione di dati colorimetrici sul dipinto murale Tuttomondo

pero piu scura dopo la pulitura (AL* = —2 ) a causa dell’aumento della saturazione della
tinta a seguito dell'intervento di pulitura (Figura 4).

(Yellow)
+b*

£ © 4ar
(Green) = = (Red)

=)
(Blue)

Figura 4 - Prova di pulitura su un’area blu del murale Tuttomondo (a sinistra) e riproduzione della relativa
variazione colorimetrica sullo spazio CIEL*a*b*1976 (a destra; t0 = prima della pulitura, t1= dopo la pulitura)

L’applicazione del protettivo ha indotto variazioni di colore minime con AE intorno a 1 (aree
violet, blue, yellow, pink e black) o a 2 (aree background, green e burgundy). Le analisi
colorimetriche ripetute un anno dopo lintervento conservativo non hanno mostrato
variazioni significative a conferma della stabilita delle proprieta chimiche - fisiche del
prodotto prescelto. La raccolta dei dati colorimetrici, al termine dell'intervento, ha inoltre
permesso di creare una mappatura cromatica fornendo valori di riferimento che potranno
essere impiegati durante i futuri interventi di manutenzione dell’opera.

1.2.2 - Valutazione dell’efficacia di interventi di pulitura su materiale lapideo

Il processo di pulitura, tra gli interventi di restauro, riveste, come noto, un ruolo
primario nel recupero estetico dei manufatti artistici, compresi quelli lapidei. In seguito



98 ANNO DELLA LUCE

all'instaurarsi di processi di degrado, fenomeni di dilavamento, formazione di patine di
sporco o a errati interventi di restauro le caratteristiche cromatiche originali della pietra
possono trasformarsi nel tempo determinando, nel peggiore dei casi, la perdita della
leggibilita dell'opera. Si comprende, quindi, la necessita e I'importanza che riveste un
corretto recupero cromatico di un’opera nel corso del suo restauro. Se da un lato la pulitura
si presenta come un’operazione indispensabile, risulta pero estremamente delicata. Un
errato intervento puo infatti danneggiare in maniera irreversibile 'opera favorendo la
perdita del modellato originario, eliminando le testimonianze di interventi di manutenzione
effettuati in passato o rendendo il materiale maggiormente predisposto all'instaurarsi di
fenomeni di degrado successivi.

[ metodi d'intervento sono scelti in base alla natura e allo stato di conservazione
dell’'opera, alla tipologia di sostanze da asportare e alla distribuzione del deposito sulla
superficie. In base alla loro natura possono essere suddivisi in metodi chimici, meccanici e
fisici e possono essere applicati da soli, in successione o distribuiti selettivamente in aree
predeterminate. [ metodi chimici prevedono I'impiego di prodotti pulenti di varia natura
(acqua, acqua deionizzata, solventi organici, ecc.) applicati mediante sistemi a
nebulizzazione o a impacco. [ metodi di pulitura meccanica si basano sull’asportazione dello
sporco mediante appositi strumenti, come il bisturi, il vibroincisore o la microsabbiatrice,
tutti da impiegare solo su superfici compatte. Tra i metodi fisici quello piu impiegato é il
metodo di pulitura mediante strumentazione laser, basato sulla reazione fotomeccanica
indotta dall’interazione tra il fascio di luce generato da un impulso laser ad alta intensita e lo
strato di sporco.

Nell’ambito del programma di monitoraggio del gruppo scultoreo Ratto della Sabina
(1583) del Giambologna, il Gruppo di Spettroscopia Applicata del'IFAC-CNR ha effettuato
una campagna di misure colorimetriche finalizzata a definire il metodo di pulitura piu
appropriato del marmo (Figura 5).

Figura 5 - Ratto della Sabina, Giambologna, presso la Loggia dei Lanzi (Firenze)
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La statua, che venne ricavata da un unico blocco di marmo, ¢ sempre stata esposta,
fin dalla sua realizzazione, sotto la Loggia dei Lanzi in Piazza della Signoria a Firenze. Cosi,
per secoli, 'opera € stata soggetta all’aggressione degli agenti atmosferici (vento, pioggia,
ecc.) e dell'inquinamento (Figura 6). La campagna diagnostica ha riguardato l'indagine di
undici aree, selezionate per la diversa esposizione ambientale, che sono state sottoposte a
differenti trattamenti di pulitura (con acqua deionizzata, con impacchi di ossalato
d’ammonio al 5% o con trattamento laser).

Figura 6- Particolare del Ratto della Sabina dove si evidenziano gli effetti del degrado dovuto all’esposizione
ambientale (formazione di croste nere, dilavamento, inscurimento della superficie)

Le misure dei parametri colorimetrici sono state eseguite sulle medesime zone al fine di
evidenziare eventuali alterazioni cromatiche durante tutta la campagna diagnostica. Per
garantire la ripetibilita delle misure nel tempo, sono state impiegate maschere di
riferimento collocate tra la superficie della statua e il colorimetro per effettuare misurazioni
senza contatto diretto con l'opera e per fornire dei punti di riferimento per ripetere le
misurazioni nelle stesse aree a distanza di mesi (Figura 7).

Nonostante questo accorgimento, la forma arrotondata di alcune superfici ha reso
talvolta difficile riposizionare correttamente lo strumento. Anche le condizioni climatiche
hanno influenzato le misure. In caso di pioggia abbondante nei giorni precedenti all'indagine
diagnostica, l'intensa umidita ha fortemente influenzato lo stato della superficie di marmo,
invalidando alcune misure colorimetriche (in particolare per quanto riguarda le variazioni
nel parametro L* che, come dimostrato da prove riprodotte in laboratorio su campioni di
marmo bagnato, presenta sulle superfici bagnate valori inferiori a quelli registrati su
superfici asciutte). Ciononostante i dati rimanenti sono stati impiegati per valutare
l'efficacia dei diversi test di pulitura a supporto della scelta dei migliori trattamenti
conservativi. In particolare, la pulizia tramite laser e risultata essere la piu efficace (con un
evidente aumento della chiarezza della pietra), sebbene in alcune zone abbia indotto anche
un lieve ingiallimento della superficie (aumento del parametro b*). Inoltre, le misure di
colore eseguite pochi mesi dopo i vari trattamenti hanno mostrato una tendenza
all'inscurimento del marmo (diminuzione del parametro L*). Questo comportamento &
plausibilmente riconducibile alla sedimentazione di polvere e particolato atmosferico sulla
superficie, in particolare sulle zone non sottoposte a dilavamento.
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Figura 7 - Particolare del Ratto della Sabina. Maschera di riposizionamento impiegata per garantire la
ripetibilita delle misure su una delle aree oggetto d'indagine
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LA LUCE AL SERVIZIO DELLA MEDICINA:
[ BIOSENSORI OTTICI A FIANCO DEL LETTO DEL PAZIENTE
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C. Trono, F. Baldini
Istituto di Fisica Applicata “Nello Carrara”, Consiglio Nazionale delle Ricerche, IFAC-CNR,
Via Madonna del Piano 10, 50019 Sesto Fiorentino, Firenze, Italy

1.1 - Introduzione

Gli ultimi venti anni hanno visto la crescente richiesta da parte dei medici di
dispositivi in grado di effettuare vicino al letto del paziente misure veloci ed affidabili di
parametri chimici e biochimici tali da permettere la formulazione di una diagnosi rapida e
affidabile e/o la scelta della terapia piu idonea, evitando di ricorrere alle analisi di laboratori
centralizzati e di attendere alcune ore e talvolta un’intera giornata per ottenere i risultati. Si
tratta dei dispositivi “Point of Care Testing” (POCT) (letteralmente test vicino al punto di
cura) che stanno diventando essenziali per l'analisi di numerose patologie, laddove un
intervento rapido del medico risulta cruciale per la vita del paziente [1]. Alcuni dispositivi
sono gia disponibili sul mercato, come quelli per la misurazione di marcatori cardiaci (p.e.
troponina, mioglobina, D-dimero, BNP, CK-MB) in quindici-venti minuti [2]. E evidente che
nel caso di un possibile infarto, un risparmio di tempo, anche di pochi minuti, nell’effettuare
la diagnosi corretta pud essere essenziale per la sopravvivenza del paziente. Questi
dispositivi POCT stanno trovando una sempre piu diffusa applicazione in ospedale e nelle
ambulanze ma si sta consolidando la convinzione che sia importante anche un loro utilizzo
sia da parte del medico di famiglia, ad esempio per determinare in maniera rapida la
necessita o meno di ospedalizzazione del paziente, sia da parte direttamente dei pazienti nel
caso questi ultimi siano affetti da malattie croniche (p.e. pazienti diabetici o pazienti che
devono ricorrere regolarmente a dialisi) con il fine di tenere maggiormente sotto controllo
determinati parametri senza dover ricorrere ad analisi ospedaliere.

I biosensori ottici possono sicuramente avere un ruolo estremamente importante in
questo settore. Con il termine di biosensore ottico si intende un dispositivo abile a misurare
tramite metodologie ottiche la concentrazione di un analita in quanto quest’ultimo e in
grado di modulare otticamente il segnale rivelato [3]. Per quanto riguarda il principio di
funzionamento di un biosensore ottico, possiamo distinguere due casi principali:

- la misura diretta dell’analita mediante la misura della variazione di proprieta
spettroscopiche (assorbimento, luminescenza, Raman, etc.) sue o di un suo marcatore;

- la misura indiretta dell’analita tramite la misura delle variazioni di indice di rifrazione
nella regione di rivelazione indotte da una variazione di concentrazione dell’analita stesso.

Dal punto di vista dell'interazione del biosensore con il paziente si possono
distinguere tre classi di sensori:

- sensori invasivi, che tramite l'utilizzo di fibre ottiche sono in grado di entrare all'interno
del corpo umano;

- sensori minimamente invasivi, dove l'interazione con il corpo umano é minimizzata;

- sensori non invasivi, che utilizzano campioni biologici prelevati dal paziente.

L'atteggiamento generale dei medici € quello di adottare soluzioni che possano
essere facilmente tollerate dal paziente e che introducano un rischio minimo per la sua
sicurezza. Da questo punto di vista, i sensori non invasivi sono sicuramente preferibili.
D'altra parte, per alcune applicazioni, la necessita per un monitoraggio continuo di composti
biologici comporta obbligatoriamente l'utilizzo di sensori invasivi ed, in tal caso, devono
essere soddisfatte normative molto severe al fine di garantire completamente la sicurezza
dei pazienti. Nel caso di applicazioni invasive, le fibre ottiche garantiscono prestazioni
uniche, grazie alla loro versatilita geometrica, maneggevolezza e alto grado di
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miniaturizzazione. Cateteri ottici con un diametro dell'ordine di decine di micron e sonde
ottiche miniaturizzate fino a pochi micron consentono ai medici di raggiungere posizioni
all'interno del corpo umano impensabili da raggiungere con sensori basati su altre
tecnologie.

Talvolta la determinazione di un solo parametro & sufficiente, ma & importante
sottolineare come molto spesso si rendono necessari la determinazione e il monitoraggio
non di un solo parametro ma di un set di parametri. In questo ambito, i biochip ottici
possono svolgere un ruolo fondamentale nello sviluppo di strumentazione POCT. Un biochip
ottico puo essere considerato come costituito da una matrice di biosensori interrogati
singolarmente. A causa della sua miniaturizzazione, del suo basso costo e della sua
potenziale automazione su larga scala, un suo utilizzo puo condurre ad un'analisi piu
efficiente rispetto alle attrezzature attualmente disponibili in laboratorio. Diversamente
dalla genomica e proteomica, dove migliaia di punti di rilevamento sono controllati
simultaneamente tramite scanner di fluorescenza [4], nelle maggior parte delle applicazioni
POCT, vi & la necessita di misurare solo un numero limitato di parametri al fine di
individuare la patologia corretta o per controllare gli effetti della terapia somministrata.

Il presente capitolo fornisce una carrellata sull’attivita portata avanti presso
I'Istituto di Fisica Applicata “Nello Carrara” nel settore dei biosensori e dei biochip ottici per
la diagnostica clinica. Tale attivita e iniziata storicamente agli inizi degli anni ‘90, quando
I'Istituto si chiamava Istituto di Ricerca sulle Onde Elettromagnetiche e quando non era
stata ancora coniata la terminologia di dispositivi POCT, con lo sviluppo di un sensore per la
determinazione del reflusso contenente bile nell’apparato gastro-esofageo ed ¢ proseguita
con lo sviluppo di numerosi altri dispositivi per differenti patologie.

1.2 - Il monitoraggio di reflusso contenente bile

Il reflusso contenente bile puo aver luogo dal duodeno allo stomaco o dallo stomaco
all'esofago. Il primo & comunemente chiamato reflusso enterogastrico o reflusso biliare
mentre il reflusso dallo stomaco all’esofago contenente bile & spesso denominato reflusso
gastro-esofageo non-acido; tale denominazione viene utilizzata perché il reflusso gastro-
esofageo si compone generalmente di solo succo gastrico, fortemente acido con pH <4. La
presenza di bile in questo tipo di reflusso puo aumentare il valore pH anche fino a pH 7, a
causa del valore di pH della bile, che & praticamente neutra o debolmente basica.
Chiaramente, la presenza di reflusso enterogastrico rappresenta un prerequisito per tale
reflusso gastroesofageo non-acido [5, 6].

Il sensore ottico in grado di misurare la presenza di bile basa il suo funzionamento
sull’assorbimento della radiazione luminosa da parte della bilirubina, principale pigmento
biliare. La bilirubina, che pud adottare una varieta di configurazioni, a causa dei numerosi
legami a ponte idrogeno che rendono la bilirubina scarsamente solubile in acqua, viene
solubilizzata da interazioni con micelle di sali biliari e altri lipidi presenti nella bile. Inoltre,
essa e spesso coniugata con acido glucuronico, dando luogo alla formazione di mono- e
diglucoronidi [7]. A causa delle considerazioni di cui sopra, non e facile determinare
completamente la composizione della bilirubina e le sue interazioni tra tutte le specie
presenti nella bile ed & quindi perfettamente comprensibile la presenza di uno spettro di
assorbimento si centrato nella regione blu dello spettro visibile, ma soggetto a variazioni
che ne spostano il picco nella regione compresa fra 420 e 470 nm.

L’aspetto importante da sottolineare da un punto di vista clinico e che la bile &
semplicemente un marker di reflusso mentre gli agenti dannosi sono rappresentati da acidi
biliari e enzimi pancreatici che sono considerati fattori che contribuiscono allo sviluppo di
diverse condizioni patologiche, quali gravi gastriti ed esofagiti, ulcera gastrica, ed un
aumentato rischio di tumori gastroesofagei.
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La misura viene effettuata inviando tramite un fascio a fibre ottiche introdotto nello
stomaco (o nell’esofago) del paziente il segnale proveniente da due diodi emettitori, con
emissione centrata rispettivamente a 470 nm e a 565 nm. Una sonda posizionata
all’'estremita del fascio a fibre ottiche (Figura 1) permette la misura dell’assorbimento
causato dal contenuto gastrico (o esofageo). Il parametro che viene misurato é la differenza
tra I'assorbimento a 470 nm dove si trova I'assorbimento della bilirubina, e I'assorbimento a
565 nm, utilizzato come riferimento. La sonda quindi puo essere considerata nient’altro che
una cella miniaturizzata per la misura dell’assorbimento del contenuto gastro-esofageo ed
in questo modo € possibile effettuare una misura della presenza della bilirubina e di
conseguenza della bile nello stomaco (o nell’esofago).

Figura 1 - La sonda a fibre ottiche per la misura del reflusso contenente bile

Il sensore sviluppato non e in grado di determinare in maniera analica la
concentrazione della bilirubina presente nell’apparato gastroesofageo ma é in grado di
effettuarne solo una misura semiquantitativa. D’altra parte € importante sottolineare come
il parametro clinicamente rilevante non sia la concentrazione della bilirubina, bensi il tempo
di contatto della bile con la mucosa, definito come il tempo di permanenza del contenuto
biliare nello stomaco o nell’esofago: questo parametro, infatti, consente di valutare il tempo
di contatto degli acidi biliari, che costituiscono i componenti effettivamenti dannosi nel
contenuto biliare, con la mucosa dello stomaco o dell’esofago. Le validazioni cliniche
condotte presso la Clinica Chirurgica dell’'Universita di Firenze dal Prof. Paolo Bechi [1] e
presso altri ospedali sia europei che americani [8-10], hanno dimostrato la validita del
metodo e hanno permesso di definire le soglie al di sopra del quale il reflusso biliare puo
considerarsi patologico.

In Figura 2 & mostrato il dispositivo Bilitec2000 realizzato in collaborazione con
Cecchi srl che e stato commercializzato da Medtronic fino al 2007 ed é attualmente
distribuito da EBNeuro [11]. Il dispositivo, in grado di essere collegato a due sonde a fibre

Figura 2 - Il sensore Bilitec 2000 per la misura del reflusso contenente bile
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ottiche contemporaneamente, & costituito da una scheda optoelettronica contenente sia la
parte hardware per I'amplificazione dei segnali ottici rilevati che la parte software per il
calcolo della differenza degli assorbimenti a 470 nm e a 565 nm. Il tutto & alimentato a
batterie e ha una autonomia tale da permettere una misura continua per 24 ore. Una volta
terminata la misura, i dati registrati possono essere trasferiti ad un personal computer per
una ulteriore elaborazione.

In Figura 3 € mostrato il tipico tracciato di una bilimetria (& questo il termine coniato
clinicamente in analogia con la pH-metria di una misura di 24 ore effettuata con lo
strumento Bilitec) ottenuta posizionando la sonda nello stomaco di un paziente affetto da
reflusso entero gastrico.
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Figura 3 - Bilimetria di 24h su paziente. A & una grandezza legata alla differenza degli assorbimenti
a470 nm e a 565 nm.

1.3 - La misura di biomarcatori della sepsi

La sepsi, o setticemia, & una complicazione potenzialmente letale di un’infezione che
si verifica quando le sostanze chimiche che entrano in circolo per combattere I'infezione
stessa scatenano un’infiammazione diffusa in tutto 'organismo. Rappresenta la causa piu
alta di mortalita in pazienti in terapia intensiva ed é stata fino a 10-15 anni fa assai
sottovalutata. Estremamente importante e riuscire a determinare se la sepsi e di tipo virale
o batterico in quanto questo aspetto e strettamente legato al tipo di terapia da adottare. Nel
caso in cui la sepsi sia di tipo batterico, & stato recentemente dimostrato come ogni ora di
ritardo nella somministrazione di una efficace e corretta terapia antibiotica aumenti la
mortalita nei pazienti in terapia intensive di un fattore pari al 7% [12].

Per una corretta diagnosi della eziologia della sepsi, possono essere estremamente
importanti le misure simultanee nel sangue di analiti quali la proteina C reattiva (CRP), la
procalcitonina (PCT), il fattore di necrosi tumorale, le interleuchine 6, 8 e 10, la neopterina e
il recettore solubile per I'urochinasi (suPAR) [13]. Si comprende quindi perfettamente come
lo sviluppo di un dispositivo POCT per questa patologia sia essenziale.

Nell’lambito del progetto europeo CARE-MAN, attivo dal 2006 al 2011, e stata
realizzata una piattaforma POCT funzionante in fluorescenza per la rivelazione simultanea
di piu biomarcatori della sepsi, nella quale il componente essenziale & costituito da un chip
ottico di polimetilmetacrilato (PMMA) a tredici microcanali in cui le dimensioni del singolo
microcanale sono: altezza 50 pm, larghezza 600 pm e lunghezza 10 mm (Figura 4) [14-16].
Grazie alla sua particolare sagomatura a pettine, sopra ciascun microcanale si trova una
guida ottica in PMMA che corre parallelamente al canale per tutta la sua lunghezza. Ciascun
microcanale viene chimicamente modificato in modo da poter effettuare al suo interno un
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ingressi e uscite dei
canali microfluidici

Figura 4 - Il chip ottico a tredici microcanali per la misura dei marcatori della sepsi

saggio biochimico. Sulla sua superficie interna viene immobilizzato un anticorpo selettivo ad
uno dei biomarcatori sotto studio, il cosiddetto anticorpo di cattura (Figura 5a); in seguito al
passaggio del campione biologico, il biomarcatore analizzato interagisce con 'anticorpo di
cattura e rimane immobilizzato sulla superficie del microcanale (Figura 5b); dopo un
lavaggio con una soluzione tampone, il successivo passaggio di una soluzione contenente un
secondo anticorpo anch’esso selettivo al determinato biomarcatore, il cosiddetto anticorpo
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Figura 5 - Schematizzazione del saggio biologico sulla superficie dei microcanali
per la rivelazione ottica dei biomarcatori della sepsi

(c)

secondario, da luogo ad una seconda interazione con I'analita immobilizzato sulla superficie
del canale in seguito alla precedente interazione con la conseguente formazione di una
struttura a sandwich (Figura 5c); questo secondo anticorpo secondario & marcato con un
fluoroforo (e per questo tale anticorpo viene anche indicato anche con il nome di anticorpo
di rivelazione), aspetto questo che consente di procedere ad una rivelazione ottica del
biomarcatore.

La struttura a 13 canali permette di studiare fino a 4 biomarcatori con la possibilita
di ripetere tre volte la rivelazione dello stesso analita.

Il principio ottico su cui si basa la misura di fluorescenza é costituito dall’anisotropia
di fluorescenza che si presenta ogni qualvolta un fluoroforo emette trovandosi ad una
distanza da una interfaccia fra due mezzi di indice di rifrazione diversi dell’ordine od
inferiore alla lunghezza d’onda di emissione [17]. In tal caso la fluorescenza € emessa in
massima parte verso il mezzo piu denso con direzionali preferenziali. Questa situazione &
schematizzata in Figura 6, nel caso di un fluoroforo in prossimita dell’interfaccia tra acqua e
PMMA. In questo caso la direzione preferenziale e caratterizzata da un angolo di circa 57°,
superiore all’angolo di rifessione totale all'interfaccia plastica/aria. Nel caso di una lastrina
di PMMA a contatto con acqua dalla parte del fluoroforo e a contatto con aria dall’altro lato,
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come mostrato in Figura 6 in basso, gran parte della fluorescenza rimane confinata
all'interno della lastrina di PMMA.

acqua n=1.33

PMMA n=1.47

Figura 6 - Schematizzazione del principio dell’anisotropia di fluorescenza nel caso di una lastrina di PMMA
a contatto su un lato con acqua e sull’altro con aria.

Come schematizzato nella Figura 7 che mostra la sezione longitudinale del chip in
corrispondenza di un microcanale, la radiazione ottica di eccitazione proveniente da un
laser disposto perpendicolarmente sopra il canale € in grado di eccitare lo strato biochimico
sensibile in cui avviene il saggio di tipo sandwich; la fluorescenza emessa, principalmente
indirizzata all'interno del chip, viene accoppiata alla guida ottica in PMMA e inviata
lateralmente dove viene raccolta da una fibra ottica che la trasmette ad un rivelatore.
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Figura 7 - Sezione longitudinale del chip in corrispondenza di un microcanale.

In Figura 8 e mostrato il dispositivo POCT realizzato, interfacciato con un computer
portatile in grado di elaborare i dati e fornire la misura del'intensita di fluorescenza in
corrispondenza di ciascun canale. La scansione dei tredici diversi canali & realizzata grazie
alla movimentazione solidate del laser di eccitazione e della fibra ottica di raccolta.

Figura 8 - Il dispositivo POCT per la misura dei biomarcatori della sepsi
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Per quanto riguarda i biomarcatori della sepsi, I'attenzione si & concentrata sulla
proteina C reattiva e sulla procalcitonina. In Figura 9 &€ mostrato il risultato del scansione sui
diversi microcanali, con i canali 2-6 dedicati alla misura della CRP (cioe con uno strato
biochimico con immobilizzato I'anticorpo di cattura selettivo alla CRP) e i canali 8-13
dedicati alla misura della PCT (con lo strato biochimico con immobilizzato I'anticorpo di
cattura selettivo alla PCT). La misura e stata realizzata facendo fluire sui canali 2-6 un
campione contenente la stessa concentrazione di CRP e nei canali 7-13 differenti campioni
contenenti concentrazioni di PCT via via crescenti.
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Figura 9 - Scansione dei tredici canali con i canali 2-6 e i canali 7-13 dedicati rispettivamente alla misura di
CRP e PCT.

1.4 - La misura degli immunosoppressori in pazienti trapiantati

Nei pazienti che hanno subito un trapianto, uno degli aspetti piu critici e il corretto
dosaggio degli immunosoppressori, sia nella fase immediatamente successiva al trapianto
che in una situazione a regime, i quali hanno il delicato compito di evitare le crisi di rigetto
dell’'organo trapiantato, mediante una parziale inibizione della risposta del sistema
immunitario [18, 19]. Se da una parte I'abbassamento delle nostre difese immunitarie &
necessario perché il nostro organismo accetti un organo esterno, una eccessiva
somministrazione di tali farmaci pud avere pesanti effetti collaterali tali da mettere a serio
rischio la vita del paziente. E’ stato dimostrato che la finestra di dosaggio di tali farmaci &
estremamente stretta e varia da paziente a paziente. Per questo esiste una richiesta
crescente da parte dei medici di un dispositivo di misura in grado di monitorare il piu
rapidamente possibile e con elevata frequenza la concentrazione degli immunosoppressori
nel sangue dei pazienti trapiantati sia nella fase immediatamente successiva al trapianto che
durante il periodo di follow-up post-operatorio, al fine di definirne il corretto dosaggio.
Attualmente il protocollo seguito si basa sulla misura della concentrazione degli
immunosoppressori immediatamente prima di una loro somministrazione (generalmente
effettuata ogni ora) mediante il prelievo e l'invio del campione presso un laboratorio
centralizzato. La possibilita di effettuare una rilevazione piu frequente, utilizzando una
strumentazione vicino al letto del paziente, rappresenterebbe un notevole passo in avanti
fornendo un aiuto estremamente importante per l'individuazione in tempi rapidi della
corretta terapia.

Oggetto del progetto europeo Nanodem (www.nanodem.eu), iniziato ad ottobre
2012 e della durata di quattro anni, di cui IFAC & coordinatore, e la realizzazione di un
dispositivo POCT che utilizza un chip multicanale per la misura simultanea di tre
immunosoppressori utilizzati spesso in combinazione sullo stesso paziente: ciclosporina,
tacrolimus e acido micofenolico [21]. La misura viene effettuata su un campione dializzato
prelevato continuamente mediante una catetere da microdalisi. L'utilizzo della microdialisi,
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essenziale in quanto permette un interfaccia minimamente invasivo, si basa sull’inserzione
di un catetere contenente una membrana da dialisi in una opportuna zona del corpo del
paziente. Come mostrato in Figura 10, una soluzione, il perfusato, viene fatta fluire ad un
flusso molto lento (dell'ordine di pl/min) all'interno del catetere dove si raggiunge un
equilibrio tra la concentrazione degli analiti all’esterno del catetere e quella al suo interno in
virtu della loro diffusione attraverso la membrana da dialisi. Effettuando quindi una misura
della concentrazione degli analiti nel fluido che esce dal catetere, il cosiddetto dializzato, &
possibile determinarne la loro concentrazione all’interno del corpo umano.

perfusato dializzato

ing‘ressg/\ / / uscita

Figura 10 - Schematizzazione di un catetere da microdialisi applicato a livello tessutale

Esistono alcuni aspetti tecnici che devono essere attentamente valutati al fine di
rendere la microdialisi una tecnica affidabile per applicazioni cliniche [20]. E anche
importante osservare che non tutti gli analiti possono essere monitorati utilizzando questa
tecnica, in quanto composti chimici con alto peso molecolare non possono essere diffusi
attraverso la membrana, oppure la loro diffusione ¢ molto limitata. Il cut-off della
membrana di dialisi & quindi uno dei fattore limitante nella scelta degli analiti e il piu alto
cut-off di una membrana da dialisi e dell'ordine di 100 kdal. Altro parametro importante e il
tasso di recupero (il cosiddetto recovery rate) che fornisce il rapporto tra la concentrazione
dell'analita indagato nel dializzato e la sua concentrazione reale all’esterno del catetere. E’
evidente come i fattori che influenzano il tasso di recupero sono la dimensione dei pori della
membrana, l'area della membrana a contatto con l'ambiente esterno, e la velocita di flusso
del perfusato attraverso il catetere. Minore ¢ tale velocita, maggiore e il tasso di recupero,
poiché maggiore & il tempo disponibile per la diffusione degli analiti attraverso la
membrana da dialisi. Alti tassi di recupero sono desiderabili, poiché assicurano una migliore
precisione nella determinazione dell'analita. D'altra parte, piu lenta e la velocita di flusso,
maggiore & il tempo per effettuare la misura, in quanto maggiore & il tempo necessario
perché venga raccolto un volume sufficiente di dializzato per procedere alla determinazione
della concentrazione dell’analita.

Per quanto riguarda I'ubicazione del catetere, quando questo é applicato nel tessuto
adiposo, & necessario verificare l'esistenza della corrispondenza tra il valore della
concentrazione dell’analita misurata nel tessuto e il suo valore misurato nel sangue, dal
momento che quest’ultimo & generalmente il parametro clinicamente rilevante. La recente
comparsa sul mercato di un catetere da microdialisi per applicazioni intravascolari, quale il
MicroEye® (www.probescientific.com), ha permesso di superare questo aspetto non
sempre di facile soluzione ed e questo tipo di catetere da microdialisi che viene utilizzato nel
progetto Nanodem.
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Uno schema del dispositivo attualmente in fase di sviluppo nell’ambito del progetto
europeo Nanodem, nella sua applicazione al paziente, & mostrato in Figura 11 dove il
dispositivo POCT e collegato al paziente mediante un modulo per il prelievo del campione
dializzato e il catetere da microdialisi MicroEye@ e inserito a livello intravascolare nel
braccio del paziente. All'interno del dispositivo si trova un chip a dieci canali (Figura 11)
progettato e realizzato insieme a microfluidic ChipShop (www.microfluidic-chipshop.com);
su ciascun canale & realizzato un biostrato contenente un derivato dell’analita in grado di
competere con I'analita presente nel campione nel legarsi ad un anticorpo, utilizzato come
elemento di riconoscimento molecolare, immobilizzato su nanoparticelle allo stesso tempo
fluorescenti e magnetiche.

pompa ad
infusione

dispositivo
POCT

modulo per il
prelievo del
dializzato

\ catetere
MicroEye

Figura 11 - Schema del dispositvo POCT per la misura degli immunossoprressori in pazienti trapiantati
(a sinistra) e chip multicanale utilizzato per la misura simultanea degli immunnosoppressori (a destra).

Lo schema del saggio biologico & schematizzato in Figura 12 nel caso di alte e basse
concentrazioni dell’analita nel campione dializzato esaminato. Dopo una fase di incubazione
fuori dal canale del campione con le nanoparticelle, la miscela viene iniettata nei canali del
chip; la presenza di un campo magnetico velocizza la preconcentrazione delle nanoparticelle
in prossimita del biostrato immobilizzato sulla parete del microcanale e facilita quindi
'interazione tra anticorpo presente sulla superficie delle nanoparticelle e il derivato
dell’analita immobilizato sulla superficie del biostrato. Un successivo lavaggio rimuove dalla

0 - (@) « (227)

campione nanoparticelle fluorescenti e derivato dell'analita
magnetiche con anticorpo selettivo  immobilizzato sul chip

alta concentrazione o0

. " s * @ bassa concentrazione
di analita * e di analita
&
incubazione  ® “ incubazione
fuori del chip . fuori del chip )|
" 9

preconcentrazione . A preconcentrazione
magnetica g magnetica
vicino allo . ry vicino allo

strato sensibile W : strato sensibile :

w oW v
55555 B

nessun segnale/basso segnale fluorescente alto segnale fluorescente
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Figura 12 - Schema del saggio che ha luogo all'interno di ciascun canale del chip
per la rivelazione degli immunosoppressori.
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superficie le nanoparticelle i cui anticorpi non hanno interagito con il derivato dell’analita.
Chiaramente il numero di nanoparticelle che interagisce con il biostrato attraverso i suoi
anticorpi & strettamente legato alla concentrazione di analita presente nel campione. Infatti
maggiore € tale concentrazione, maggiore sara il numero di anticorpi presenti sulle
nanoparticelle che interagisce con I'analita durante la fase di incubazione fuori dal chip e
minore sara il numero di anticorpi liberi di interagire con il derivato dell’analita presente
nel biostrato con il risultato che sara minore il numero di nanoparticelle che rimarra
bloccato sulla superficie del biostrato. Questo si traduce in un segnale fluorescente rivelato
che € massimo in assenza dell’analita nel campione (massimo numero di nanoparticelle
immobilizzate sul biostrato) e che diminuisce allaumentare della concentrazione
dell’analita nel campione.

1.5 - Conclusioni e prospettive future

[ dispositivi POCT sono in continuo sviluppo e alcuni di loro sono gia presenti sul
mercato. Gli aspetti critici, che al momento ne frenano una loro maggiore diffusione, sono
legati, da un punto di vista tecnologico, alle problematiche relative alle procedure di
calibrazione dei sensori e dei biochip da doversi effettuare nell’area vicino al paziente, e, da
un punto di vista analitico, alla necessita di confrontarsi con le misure effettuate nei
laboratori centralizzati.

Si tratta comunque di problematiche destinate ad essere superate in tempi piu o
meno brevi in quanto grande & lo sforzo non solo degli istituti di ricerca ma anche delle
grandi compagnie industriali che vedono in questo settore delle grandi possibilita di
commercializzazione, vista la richiesta sempre piu insistente da parte del personale medico
per questi dispositivi che in molti casi possono rappresentare maggiori possibilita di
sopravvivenza per il paziente.

E, sulla base di quanto descritto nelle sezioni precedenti, e evidente che i sensori
ottici e i biochip ottici avranno un ruolo essenziale, offrendo prestazioni equivalenti se non
superiori rispetto alle tecnologie non ottiche.
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