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1. Abstract 

The presence of particles and crystals in synovial fluid, easly recognizable under 

optical microscope, is a common feature in patients with various types of 

rheumatic disorders. 

Some crystals, such as monosodium urate (MSU), calcium pyrophosphate 

dihydrate (CPPD) and basic calcium phosphate (BCP), are certainly linked to 

specific disease (as gout, chondrocalcinosis and inflammatory osteoarthritis). 

In clinical practice, crystals identification is based on synovial fluid analysis made 

by optical microscopy in transmitted polarized light, which represents an 

effective outpatient procedure, relatively simple and cheap. The main 

disadvantages of this technique are the lack of specificity and the presence of 

other crystals or particles of different nature, that can create difficulties of 

interpretation. 

Almost all synovial fluid samples studied during this thesis was extracted from 

knee joint by arthrocentesis. Then, all samples were diluted and centrifuged in 

order to obtain a small amounts of crystals from the liquid, that was fixed on a 

suitable holder. 

The next step consists in synovial fluid crystals analysis by analytical techniques 

commonly used by geologists in the mineralogical, petrological and 

crystallographic fields, in order to understand their specific role in the 

development of the rheumatic diseases. The samples were analyzed by optical 

microsopy in transmitted polarized light (OM), scanning electron microscopy 

(SEM) equipped with EDS (chemical analysis), micro-Raman spectroscopy, X-ray 

powder diffraction (XRPD) and X-ray micro-diffraction (XRSC).   

The multi-analytical approach applied during this thesis represents a new 

analytical tool that will become useful to study in a very specific way crystals 

involved in rheumatic disorders. 
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2. Introduzione  
 

Le malattie reumatiche, tra le quali gotta e osteoartrite rappresentano solo le più 

note, sono considerate tra le più comuni e diffuse patologie articolari, principale 

causa di dolore cronico e disabilità negli anziani, e vengono affrontate su scala 

globale come un serio ed oneroso problema riguardante la salute pubblica 

(Goldring M. B. et al., 2007). 

Il liquido sinoviale, in condizioni normali, riempie la cavità articolare (come ad 

esempio quella del ginocchio) in quantità molto ridotta (fino a un massimo di 

circa 4ml). 

In pazienti affetti da disturbi reumatici di varia natura si riscontra comunemente 

nel liquido sinoviale, considerevolmente aumentato in quantità, la presenza di 

cristalli facilmente osservabili al microscopio ottico (Pascual E. et al, 2005). 

bŜƭƭŀ ǇǊŀǘƛŎŀ ŎƭƛƴƛŎŀ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ŝ ōŀǎŀǘŀ ǎǳƭƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ŘŜƭ ƭƛǉǳƛŘƻ 

sinoviale effettuata al microscopio ottico in luce trasmessa polarizzata, che 

rappresenta una procedura ambulatoriale efficace, relativamente semplice ed 

economica (Oliviero F., 2005). Il principale svantaggio di questa tecnica, però, è la 

mancanza di specificità che può essere in parte attribuibile ad errori di 

interpretaȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƻǎǎŜǊǾŀǘƻǊŜΦ 5ΩŀƭǘǊŀ ǇŀǊǘŜ ƛƭ ƭƛǉǳƛŘƻ ǎƛƴƻǾƛŀƭŜ ǇǳƼ ŎƻƴǘŜƴŜǊŜ 

uno svariato numero di altri cristalli (come colesterolo, ossalati, corticosteroidi, 

lipidi, ecc.) ed altre particelle di diversa natura (tra cui diversi tipi di cellule, 

emoglobina, fibrina, amido, polvere, ecc.), che in microscopia ottica possono 

generare difficoltà interpretative anche rilevanti. 

Alcuni tipi di cristalli tra i più frequentemente riconosciutiΣ ŎƻƳŜ ƭΩurato 

monosodico (MSU), il pirofosfato di calcio diidrato (CPPD o CPP) e il fosfato 

basico di calcio (BCP), da tempo oggetto di studio ed è stato dimostrato il loro 

diretto legame con specifiche malattie (rispettivamente: artrite gottosa; 

pseudogotta, condrocalcinosi articolare, poliartrite; periartrite calcifica, 

osteoartrite infiammatoria, infiammazioni dei tessuti molli) (Yavorskyy A. et al., 
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2008). È stato osservato che essi correlano con la gravità della malattia e 

vengono riscontrati anche durante gli stadi iniziali della malattia. Per quanto 

riguarda il loro ruolo nella fase infiammatoria, è stato inoltre accertato che nella 

condrocalcinosi la crescita di cristalli di pirofosfato di calcio diidrato causa la 

rottura della membrana dei lisosomi (organelli adibiti alla digestione di molecole 

estranee ingerite dalla cellula), provocando la fuoriuscita degli enzimi digestivi 

presenti nei lisosomi stessi, i quali attaccano i globuli bianchi, incrementando 

ŎƻǎƜ ƭΩƛƴŦƛŀƳƳŀȊƛƻƴŜ (Mandel N. S., 1975). 

Tuttavia, più in generale, il significato della presenza dei cristalli nei liquidi 

sinoviali, i meccanismi che ne regolano la formazione e il loro ruolo 

ƴŜƭƭΩŜǾƻƭǳȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ǇŀǘƻƭƻƎƛŀ ƴƻƴ ǎƻƴƻ ancora del tutto chiariti e dunque la loro 

corretta individuazione e identificazione rappresenta un passo fondamentale per 

la diagnosi precoce e corretta delle diverse malattie correlate e per una gestione 

ottimale dei pazienti. 

 

2.1 Microcristalli 

Le due fasi cristalline più importanti, che non sono normalmente presenti 

ƴŜƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜΣ Ƴŀ ŎƘŜ Ǌƛǎǳƭǘŀƴƻ ƛƴŘƛŎŜ Řƛ Ƴŀƭŀǘǘƛŀ ǎƻƴƻ ƭΩurato monosodico e 

il pirofosfato di calcio diidrato (Oliviero F., 2012). Attraverso il rinvenimento di 

ǉǳŜǎǘŜ ŘǳŜ Ŧŀǎƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛƴŜ ƛƴǘǊƛƴǎŜŎƘŜ όŎƛƻŝ ŦƻǊƳŀǘŜ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜύΣ 

è possibile fornire una diagnosi rispettivamente di gotta e condrocalcinosi 

articolare (o pseudogotta) (Jaovisidha K. et al., 2002 e Gibilisco P. et al., 2009). 

Cristalli di fosfato basico di calcio sono talora riscontrabili in liquidi sinoviali 

patologici pur non dimostrando una particolare specificità. 

Di seguito vengono elencati e descritti brevemente i principali tipi di cristalli che 

si rinvengono in liquidi sinoviali di articolazioni in stato di malattia. 
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ü Urato monosodico (MSU)  

I cristalli di urato monosodico (NaC5H3N403) hanno una caratteristica forma 

aciculare, con una lunghezza che può raggiungere e superare i 40 ˃ƳΣ Ƴŀ 

aventi spessori assai esigui (Figura 1).  

 

 

Figura 1: cristalli di urato monosodico osservati al microscopio ottico polarizzatore con il 
compensatore inserito (fonte: emlyceum.com). 

 

Spesso sono intrappolati in maglie di fibrina, in frammenti di cartilagine o si 

possono creare agglomerati sotto forma di ammassi tofacei. Alla luce 

polarizzata a nicols incrociati ŀǇǇŀƛƻƴƻ ōƛŀƴŎƘƛ ƭǳŎŜƴǘƛΣ ƳŜƴǘǊŜ Ŏƻƴ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ 

del compensatore rosso di primo ordine presentano una forte birifrangenza 

negativa con colori vivaciΣ ǘǊŀ ƛƭ Ǝƛŀƭƭƻ Ŝ ƭΩŀȊȊǳǊǊƻ. La presenza di cristalli di 

urato monosodico nel liquido sinoviale permette una diagnosi certa di gotta. 
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ü Pirofosfato di calcio diidrato (CPPD) 

I cristalli di pirofosfato di calcio diidrato (Ca2P2O7ωнI2O) sono di forma 

generalmente prismatica più o meno allungata con dimensione massima che 

può raggiungere i нл ˃Ƴ (Figura 2). Al microscopio ottico a luce polarizzata 

appaiono bianchi, ma meno luminosi dei cristalli di urato monosodico, e, con 

il compensatore inserito, presentano una debole birifrangenza positiva, 

anche se quando hanno dimensioni molto ridotte non esibiscono 

cambiamenti di colore. 

 

Figura 2: cristalli di pirofosfato di calcio diidrato osservati al microscopio ottico polarizzatore 
con il compensatore inserito. 

 

A causa della loro forma possono talvolta venire confusi con altro particolato 

del liquido sinoviale, come ƭΩƻǎǎŀƭŀǘƻ di calcio e i cortisonici. 

Il pirofosfato di calcio diidrato si presenta principalmente secondo due 

simmetrie: triclina e monoclina, abbreviate rispettivamente come t-CPPD e 

m-CPPD, tra le quali la seconda è più diffusa nei casi maggiormente 

infiammatori (Aigner T. et al., 2007); oltre a queste esiste una forma di 
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pirofosfato di calcio tetraidrato (m-CPPT), che presenta due configurazioni 

polimorfiche denominate m-/tt¢ʰ Ŝ Ƴ-/tt¢ʲ. Durante lo studio di questi 

cristalli è stata inoltre determinata la struttura cristallina per t-CPPD (Mandel 

N. S., 1975) e m-CPPT. 

Il rinvenimento di CPPD nel liquido sinoviale non fornisce una chiara 

interpretazione sul piano clinico e patologico come invece accade con il 

ritrovamento di cristalli di urato monosodico. Se i cristalli di CPPD si 

rinvengono in un liquido sinoviale infiammatorio ci sono molte possibilità 

che si tratti di una forma acuta di artropatia, la condrocalcinosi o 

άǇǎŜǳŘƻƎƻǘǘŀέΦ vǳŀƴŘƻΣ ƛƴǾŜŎŜΣ ƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ǎƻƴƻ ǇǊŜǎŜƴǘƛ ƛƴ ǳƴ ƭƛǉǳƛŘƻ 

sinoviale poco infiammatorio si hanno due possibilità: una è che possa 

ǘǊŀǘǘŀǊǎƛ ŘŜƭƭŀ ŦŀǎŜ άƛƴǘŜǊŎǊƛǘƛŎŀέ Řƛ ǳƴ ŀǘǘŀŎŎƻ Řƛ ŎƻƴŘǊƻŎŀƭŎƛƴƻǎƛΣ ƭΩŀƭǘǊŀ ŝ ŎƘŜ 

si sia in presenza di una forma cronica di artropatia da CPPD. Tuttavia, il 

ritrovamento di questi cristalli risulta ancora dibattuto, sebbene, soprattutto 

in casi di pazienti anziani, pare che la loro presenza possa derivare dalla 

diminuita capacità della cartilagine invecchiata o degenerata di sfavorirne la 

deposizione (Punzi L. et al., 2010). 

 

ü Fosfato basico di calcio (BCP) 

Lƭ ǘŜǊƳƛƴŜ άŦƻǎŦŀǘƻ ōŀǎƛŎƻ Řƛ ŎŀƭŎƛƻέ ŝ ƎŜƴŜǊƛŎŀƳŜƴǘŜ ǳǘƛƭƛȊȊŀǘƻ ǇŜǊ ŘŜǎŎǊƛǾŜǊŜ 

diverse fasi cristallograficamente e chimicamente distinte, raggruppate in 

agglomerati e tra le quali si distinguono ƭΩƛŘǊƻǎǎƛŀǇŀǘƛǘŜ (Ca10(PO4)6(OH)2), 

ƭΩƻŎǘŀŎŀƭŎƛƻ ŦƻǎŦato (Ca8H2(PO4)6ωрI2O) e il tricalcio fosfato (Ca3(PO4)2) (Swan 

A. et al., 1994). Sono cristalli estremamente piccoli, di dimensioni sempre 

ƛƴŦŜǊƛƻǊƛ ŀ м˃Ƴ (da 20 a 100 nm) e si aggregano nel liquido sinoviale per 

formare degli ammassi di circa 5-нл ˃Ƴ, che appaiono come agglomerati 

non birifrangenti al microscopio a luce polarizzata. La differenziazione tra le 

diverse fasi non è possibile nemmeno attraverso la microscopia elettronica a 
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scansione (SEM) o la spettroscopia vibrazionale Raman, ma solo attraverso 

metodologie analitiche di maggior risoluzione come la microscopia 

elettronica a trasmissione (TEM). 

 

ü Altro 

Altri cristalli e particelle di varia natura possono essere rinvenuti nel liquido 

ǎƛƴƻǾƛŀƭŜΦ Lƭ ƭƻǊƻ ŀǎǇŜǘǘƻ Ŝ ƭΩŜǾŜƴǘǳŀƭŜ ōƛǊƛŦǊŀƴƎŜƴȊŀ Ǉƻǎǎƻƴƻ ƛƴŘǳǊǊŜ ŀŘ 

errori interpretativi. Tra i più comuni: 

ü Fibrina e frammenti di cartilagine: entrambi si presentano non 

birifrangenti al microscopio a luce polarizzata; le fibrille di fibrina spesso 

intrappolano i cristalli di CPPD e di MSU. 

ü Colesterolo: hanno una caratteristica forma a placche quadrate o 

rettangolari con un angolo dentellato; alla luce polarizzata esibiscono 

una debole birifrangenza. 

ü Lipidi: cristalli sferici, Ŏƻƴ ŘƛŀƳŜǘǊƻ Řŀ м ŀ нл ˃ƳΣ ŀƭ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛƻ ŀ ƭǳŎŜ 

polarizzata presentano una forte birifrangenza positiva e la classica 

άŎǊƻŎŜ Řƛ aŀƭǘŀέ, un esempio è riportato in Figura 3. 

 

Figura 3: cristallo di lipide (immagine al microscopio ottico in luce polarizzata con 
compensatore). 
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ü Ossalati di calcio: presentano frequentemente le caratteristiche forme 

bipiramidale, ŀ άŎƻǾƻƴŜέ ƻ ŀ άŎƘƛŎŎƻ Řƛ Ǌƛǎƻέ e hanno una dimensione che 

ǾŀǊƛŀ Řŀ р ŀ ол ˃Ƴ, alla luce polarizzata e compensata sono 

positivamente birifrangenti. 

ü CorticosteroidiΥ ǎƻƴƻ ŦƻǊǘŜƳŜƴǘŜ ōƛǊƛŦǊŀƴƎŜƴǘƛΣ Ƴŀ ŘƛŦŦŜǊƛǎŎƻƴƻ ƭΩǳƴƻ 

ŘŀƭƭΩŀƭǘǊƻ ǇŜǊ ƭŜ ŘƛƳŜƴǎƛƻƴƛ Ŝ ƭΩŀǎǇŜǘǘƻ ƎŜƴŜǊŀƭŜΦ 

ü Polvere e fibre: costituiscono i contaminanti più comuni, entrambi al 

microscopio a luce polarizzata possono apparire birifrangenti (Figura 4). 

 

 

Figura 4: fibre (contaminanti); immagine al microscopio polarizzatore con compensatore. 

 

2.2 Preparazione dei campioni e procedure analitiche 

La maggior parte dei campioni di liquido studiati è stata estratta 

ŘŀƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ ƎƛƴƻŎŎƘƛƻ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛ Ŝ ƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ƛƴ Ŝǎǎƛ ŎƻƴǘŜƴǳǘƛ 

sono statti identificati perlopiù come pirofosfati di calcio; un solo campione, 

invece, proviene Řŀƭƭŀ ǇƻǊȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŀvampiede affetto da gotta ed è ricco in 

cristalli di urato monosodico. Tutti i campioni di liquido sinoviale sono stati diluiti 

e centrifugati per ottenere un concentrato di cristalli da collocare su un supporto 

idoneo e venire poi analizzati. 
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Come fase successiva alla preparazione dei campioni si è proseguito Ŏƻƴ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ 

ŘŜƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ Řƛ ŘƛǾŜǊǎŜ ǘŜŎƴƛŎƘŜ ŀƴŀƭƛǘƛŎƘŜΣ ǉǳŀƭƛΥ microscopia 

ottica a luce trasmessa polarizzata, microscopia elettronica a scansione (SEM) 

con microanalisi (spettrometria EDS), spettroscopia vibrazionale micro-Raman, 

diffrattometria a raggi X delle polveri (XRPD), micro-diffrazione a raggi X delle 

polveri. Per ognuna delle suddette tecniche analitiche vengono comunemente 

utilizzati supporti portacampioni costruiti in materiali tali da interferire il meno 

ǇƻǎǎƛōƛƭŜ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭΩƛƴǘŜǊƻ ǇǊƻŎŜǎǎƻ Řƛ ŀƴŀƭƛǎƛΦ bŜƭ Ŏŀǎƻ ŘŜƛ ŎŀƳǇƛƻƴƛ Řƛ ƭƛǉǳƛŘƻ 

sinoviale (minimi quantitativi da analizzare in successione con le diverse 

tecniche) si è cercato di individuare un unico supporto, su cui deporre e far 

asciugare il campione liquido, e di un materiale che determinasse la minima 

interferenza nel suo uso con le diverse tecniche analitiche, ossia: trasparente e 

non birifrangente al microscopio ottico a luce trasmessa, con un basso indice di 

assorbimento e trasparente alla radiazione X, e che non producesse, quando 

irraggiato dal fascio incidente, un segnale tale da disturbare eccessivamente 

quello prodotto dal campione in esame. 

Di seguito vengono esposte brevemente le metodologie analitiche utilizzate: 

 

¶ Microscopia ottica a luce trasmessa polarizzata: è lo strumento utilizzato 

nella comune pratica clinica per l'identificazione dei cristalli; ad esso viene 

ŀǎǎƻŎƛŀǘƻ ƭΩǳǎƻ Řƛ ŎƻƳǇŜƴǎŀǘƻǊƛ Ŝ ǘŜŎƴiche di colorazione (alizarina). 

!ǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ ŘŜƭ microscopio ottico, però, è possibile soltanto 

discriminare le diverse tipologie di cristalli in modo non sempre preciso, 

osservandone la morfologia e le caratteristiche ottiche, senza alcuna 

specifica chimica e cristallografica. 

¶ Microscopia elettronica a scansione (SEM) con microanalisi (spettrometria 

EDS): questa tecnica permette ƭΩƻǎǎŜǊǾŀȊƛƻƴŜ ŀŘ ŜƭŜǾŀǘƛǎǎƛƳƛ ƛƴƎǊŀƴŘƛƳŜƴǘƛ Řƛ 

singoli cristalli e di loro concentrati mediante elettroni secondari e 

retrodiffusi. Simultaneamente, la microanalisi EDS (Energy-Dispersive X-Ray 
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Spectroscopy) permette di verificare puntualmente la composizione chimica 

di ciascun cristalloΣ ŀǾŜƴŘƻ ǳƴŀ ǊƛǎƻƭǳȊƛƻƴŜ ǎǇŀȊƛŀƭŜ ŘŜƭƭΩƻǊŘƛƴŜ ŘŜƭ ƳƛŎǊƻƴ.  

¶ Spettroscopia vibrazionale micro ς Raman: la tecnica permette di ricavare 

informazioni sui modi vibrazionali delle molecole che compongono un 

materiale e riuscire quindi a caratterizzarlo con precisione attraverso un 

confronto con spettri standard. Attraverso ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ Řƛ ǉǳŜǎǘa tecnica sono 

stati quindi ricavati degli spettri dei cristalli, successivamente analizzati e 

comparati con spettri noti per determinarne la natura.  

¶ Diffrazione a raggi X delle polveri (XRPD): ǇŜǊ ǇǊƻŎŜŘŜǊŜ ŀƭƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ŘŜƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ 

Ŏƻƴ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ ŘŜƭ ŘƛŦŦǊŀǘǘƻmetro a raggi X delle polveri sono state depositate 

più gocce di liquido diluito e centrifugato su di un supporto in silicio 

metallico monocristallino (zero background) in modo da concentrare un 

quantitativo maggiore di cristalli. Il preparato è stato poi rimescolato per 

ŜǾƛǘŀǊŜ ƭΩƻǊƛŜƴǘŀȊƛƻƴŜ ǇǊŜŦŜǊŜƴȊƛŀƭŜ ŘŜƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ e analizzato. 

¶ Micro-diffrazione a raggi X delle polveri: metodologia simile alla precedente, 

ma con la peculiarità di eseguire lΩŀƴŀƭƛǎƛ su un quantitativo molto ridotto di 

aggregato cristallino (utilizzando tale tecnica si può studiare una quantità di 

materiale di circa 300-400 volte inferiore rispetto alla quantità utilizzata in 

diffrattometria a raggi X da polvere convenzionale)Φ [Ωosservazione è stata 

condotta sia su un agglomerato di cristalli di urato monosodico, sia sullo 

stesso materiale analizzato attraverso la diffrattometria a raggi X delle 

polveri convenzionale. 

I diffrattogrammi risultanti sono stati interpretati attraverso il confronto con 

pattern di diffrazione standard archiviati nel database PDF (powder 

diffraction file). 
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2.3 Scopi del lavoro 

Lo scopo principale del presente lavoro tesi è la caratterizzazione dei cristalli 

ǇǊŜǎŜƴǘƛ ƴŜƭ ƭƛǉǳƛŘƻ ǎƛƴƻǾƛŀƭŜ ƛƴ ŎƻƴŘƛȊƛƻƴƛ ǇŀǘƻƭƻƎƛŎƘŜ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ Řƛ 

diverse metodologie analitiche solitamente impiegate in ambito mineralogico e 

cristallografico, ma inusuali in ambito medico. Tale lavoro si svolge in 

ŎƻƭƭŀōƻǊŀȊƛƻƴŜ Ŏƻƴ ƭΩ¦ƴƛǘŁ Řƛ wŜǳƳŀǘƻƭƻƎƛŀ ŘŜƭ 5ƛǇŀǊǘƛƳŜƴǘƻ Řƛ aŜŘƛŎƛƴŀ 

ŘŜƭƭΩ¦ƴƛǾŜǊǎƛǘŁ Řƛ tŀŘƻǾŀΣ ŎƘŜ in questa fase provvede principalmente a fornire i 

campioni di liquido sinoviale e si inserisce in un progetto di più ampio raggio in 

ambito medico e di salute pubblica, dal momento che, nonostante da tempo 

esista ampio interesse riguardo tali cristalli, ancora molte rimangono le questioni 

aperte relativamente alle cause e alle modalità con cui avviene la loro 

deposizione e in merito alla loro correlazione con le diverse fasi della malattia. 

Proprio perché le malattie reumatiche colpiscono una grande porzione della 

popolazione mondiale, è importante approfondire le conoscenze sulla natura dei 

cristalli presenti nei liquidi sinoviali, che, insieme ad altri fattori biochimici, 

ŎƻƴŎƻǊǊƻƴƻ ŀŘ ŀǳƳŜƴǘŀǊŜ ƭΩŜƴǘƛǘŁ ŘŜƭƭΩƛƴŦƛŀƳƳŀȊƛƻƴŜ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ 

ŘŜƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜ ŎƻƭǇƛǘŀ Řŀƭƭŀ Ƴŀƭŀǘǘƛŀ (Landis R. C. et al., 2001)Φ [ΩŀǇǇǊƻŎŎƛƻ 

multi ς metodologico, concretizzato durante questo lavoro di tesi, rappresenta 

quindi un nuovo metodo di analisi che può risultare estremamente utile a fornire 

un quadro più completo riguardo le fasi cristalline implicate nellΩŜǾƻƭǳȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ 

diverse patologie reumatiche. 
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3. Metodi sperimentali 
 

3.1 Microscopia ottica   

Il microscopio ottico polarizzatore a luce trasmessa (Figura 5) è uno strumento 

che sfrutta la luce polaǊƛȊȊŀǘŀ ǇŜǊ ƭΩosservazione di campioni sufficientemente 

sottili da poter essere attraversati dalla luce. Per luce polarizzata si intende un 

insieme di onde, anche di diverse frequenze, costrette a vibrare secondo un 

unico piano lungo la direzione di propagazione. La luce naturale, invece, oltre che 

oscillare su frequenze diverse, si muove su tutti i piani perpendicolari alla 

ŘƛǊŜȊƛƻƴŜ Řƛ ǇǊƻǇŀƎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƻƴŘŀ 

luminosa. Quando la luce naturale viene 

fatta passare attraverso un filtro 

ǇƻƭŀǊƛȊȊŀǘƻǊŜΣ ǉǳŜǎǘΩǳƭtimo seleziona le 

onde in base al piano della loro 

vibrazione e ciò che risulta è un fascio 

composto da onde che vibrano solo su di 

un piano. 

!ƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛƻ ƻǘǘƛŎƻ 

polarizzatore sono presenti due filtri che 

inducono la polarizzazione della luce: 

ƭΩŀƴŀƭƛȊȊŀǘƻǊŜΣ ŎƻƭƭƻŎŀǘƻ ǘǊŀ ƭΩƻŎǳƭŀǊŜ Ŝ 

ƭΩƻōƛŜǘǘƛǾƻΣ Ŝ ƛƭ ǇƻƭŀǊƛȊȊŀǘƻǊŜΣ Ǉƻǎǘƻ ǘǊŀ ƭŀ 

sorgente di luce e il campione. Quando questi due elementi sono orientati a 90° 

ƭΩǳƴƻ ǊƛǎǇŜǘǘƻ ŀƭƭΩŀƭǘǊƻ il campo visivo appare totalmente nero, ossia άin 

estinzioneέ. Tutto ciò risulta necessario per studiare le proprietà ottiche dei 

materiali osservati, quando questi presentano il fenomeno della birifrangenza. 

Tale proprietà è caratteristica di sostanze otticamente anisotrope che 

permettono lo sdoppiamento di un raggio incidente in due raggi rifratti, i quali si 

propagano a velocità diverse e sono polarizzati su due piani tra loro 

Figura 5: microscopio ottico polarizzatore. 
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perpendicolari. Quindi i materiali dotati di birifrangenza deviano la luce, 

polarizzata dal primo filtro, scindendola in due radiazioni; la radiazione 

ŜƳŜǊƎŜƴǘŜ ŘŀƭƭΩƻƎƎŜǘǘƻ giungerà al secondo filtro ruotata rispetto 

ŀƭƭΩƻǊƛŜƴǘŀȊƛƻƴŜ ƻǊƛƎƛƴŀǊƛŀΥ ƭΩƻƎƎŜǘǘƻ ŀǇǇŀǊƛǊŁ ŘǳƴǉǳŜ ǾƛǎƛōƛƭŜ ƛƴ ǳƴ ŎŀƳǇƻ ǎŎǳǊƻΦ 

Il microscopio ottico a luce polarizzata è largamente utilizzato in Geologia 

ƴŜƭƭΩŀƳōƛǘƻ Ři studi mineralogico-petrografici, con lo scopo di identificare le fasi 

cristalline presenti 

ŀƭƭΩƛƴǘŜrno di una roccia. 

[Ωŀƴŀƭƛǎƛ ǎƛ ōŀǎŀ 

ǎǳƭƭΩƻǎǎŜǊǾŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ 

comportamento della 

luce quando attraversa 

sezioni sottili di rocce 

(Figura 6), ridotte allo 

spessore di ол ˃m, 

condizione per cui quasi 

tutti i minerali si lasciano 

attraversare dalla luce. In 

questo modo vengono di conseguenza studiate le proprietà di assorbimento e 

propagazione della luce nei cristalli, dipendenti dalla loro composizione, struttura 

e orientazione. 

In ambito reumatologico il microscopio ottico polarizzatore è adoperato per 

condurre analisi di routine nella pratica clinica, in quanto è possibile distinguere i 

diversi tipi di cristalli che si Ǉƻǎǎƻƴƻ ǘǊƻǾŀǊŜ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ƭƛǉǳƛŘƻ ǎƛƴƻǾƛŀƭŜ Řƛ 

articolazioni in condizioni patologiche e dedurre in modo approssimativo la 

quantità di cristalli con dimensioni maggiori di 5 ς мл ˃ƳΦ Durante questa pratica, 

utilizzata principalmente per distinguere i cristalli di CPPD e di MSU tra loro e da 

corpi secondari, un terzo elemento viene inserito tra il polarizzatore e 

Figura 6: esempio di una sezione sottile di roccia utilizzata negli studi 
petrografici (fonte: thin-section-preparation.com). 
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ƭΩŀƴŀƭƛȊȊŀǘƻǊŜΣ Ŝ ƻǊƛŜƴǘŀǘƻ ŀ прϲ ǊƛǎǇŜǘǘƻ ŀ ǉǳŜsti, il compensatore (o lamina 

ausiliaria) a ritardo fisso άrosso di primo ordineέ, costituito da una sezione 

ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜ Řƛ ǉǳŀǊȊƻ ǘŀƎƭƛŀǘŀ Ŏƻƴ ǳƴƻ ǎǇŜǎǎƻǊŜ Řƛ рр ˃Ƴ. Una volta inserita la 

lamina il campo del microscopio non appare più nero, ma rosso-rosato. I cristalli 

di CPPD e di MSU vengono riconosciuti a seconda della colorazione che 

esibiscono quando il loro asse di allungamento ƳŀƎƎƛƻǊŜ ŝ ǇŀǊŀƭƭŜƭƻ ŀƭƭΩŀǎǎŜ 

ordinario del compensatoreΣ ǾƛŜƴŜ Ŏƛƻŝ ŘŜǘŜǊƳƛƴŀǘŀ ƭΩƻǊƛŜƴǘŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ǎŜȊƛƻƴŜ 

ellittica dellΩƛƴŘƛŎŀǘǊƛŎŜ ƻǘǘƛŎŀ. Se un cristallo di /tt5 ŝ Ǉƻǎǘƻ Ŏƻƴ ƭΩŀǎǎŜ Řƛ 

allungamento ǇŀǊŀƭƭŜƭƻ ŀƭƭΩŀǎǎŜ ŘŜƭ ŎƻƳǇŜƴǎŀǘƻǊŜ esso appare blu, mentre se il 

cristallo viene ruotato di 90° assumerà una colorazione gialla: lΩŜƭƻƴƎŀȊƛƻƴŜ è 

positiva (condizione additiva)Σ ƭΩŀǎǎŜ ƳŀƎƎƛƻǊŜ ŘŜƭƭΩŜƭƭƛǎǎŜ ŘŜƭƭΩƛƴŘƛŎŀǘǊƛŎŜ ƻǘǘƛŎŀ è 

ǇŀǊŀƭƭŜƭƻ ŀƭƭΩŀǎǎŜ Řƛ ŀƭƭǳƴƎŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭ ŎǊƛǎǘŀƭƭƻ. Per i cristalli di MSU avviene il 

contrario, ǎŜ ƭΩŀǎǎŜ Řƛ ŀƭƭǳƴƎŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭ ŎǊƛǎǘŀƭƭƻ ŝ ǇŀǊŀƭƭŜƭƻ ŀƭƭΩŀǎǎŜ ŘŜƭ 

compensatore, appare giallo, mentre quando viene ruotato di 90° vira al blu: 

lΩŜƭƻƴƎŀȊƛƻƴŜ è negativa (condizione sottrattiva)Σ ƭΩŀǎǎŜ ƳŀƎƎƛƻǊŜ ŘŜƭƭΩŜƭƭƛǎǎŜ 

ŘŜƭƭΩƛƴŘƛŎŀǘǊƛŎŜ ƻǘǘƛŎŀ ŝ ƻǊƛŜƴǘŀǘƻ ǇŜǊǇŜƴŘƛŎƻƭŀǊƳŜƴǘŜ ŀƭƭΩŀǎǎŜ Řƛ ŀƭƭǳƴƎŀƳŜƴǘƻ 

del cristallo. 

Durante questo lavoro di Tesi il microscopio ottico a luce polarizzata è stato 

utilizzato soprattutto per individuare i cristalli di CPPD e MSU aventi morfologia e 

dimensioni idonee per essere poi ǎƻǘǘƻǇƻǎǘƛ ŀŘ ǳƭǘŜǊƛƻǊƛ ŀƴŀƭƛǎƛ Ŏƻƴ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ Řƛ 

altre tecniche analitiche.  

Il microscopio polarizzatore risulta essere lo strumento più accessibile ed 

economico per indagini cliniche frequenti, di semplice utilizzo senza richiedere 

conoscenze tecniche particolari e complesse. Non è però uno strumento che 

permette ǳƴΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŜǎǘǊŜƳŀƳŜƴǘŜ precisa, ƛƴ ǉǳŀƴǘƻ ƭΩanalisi è basata 

sulle caratteristiche morfologiche e di birifrangenza dei cristalli esaminati; 

necessita, inoltre, di un operatore esperto che sappia interpretare correttamente 

i campioni presi in esame. La tecnica permette quindi di distinguere i cristalli di 
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CPPD, MSU e i BCP tra loro e da altri composti secondari, senza però riuscire a 

determinarne caratteristiche più approfondite. 

 

3.2 Microscopia elettronica a scansione  

Il Microscopio Elettronico a Scansione (SEM), visibile in Figura 7, è uno strumento 

elettro-ƻǘǘƛŎƻ ŎƘŜΣ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩŜƳƛǎǎƛƻƴŜ Řƛ ǳƴ ŦŀǎŎƛƻ Řƛ ŜƭŜǘǘǊƻƴƛΣ ǇŜǊƳŜǘǘŜ 

ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ŘŜƛ ŘƛǾŜǊǎƛ ǎŜƎƴŀƭƛ ƎŜƴŜǊŀǘƛ ŘŀƭƭΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ǘǊŀ ƛƭ ŦŀǎŎƛƻ ŜƭŜǘǘǊƻƴƛŎƻ stesso 

ed il campione preso in esame.  

 

Figura 7: microscopio elettronico a scansione (SEM) del Dipartimento di Geoscienze e Georisorse 
ŘŜƭƭΩ¦ƴƛǾŜǊǎƛǘŁ Řƛ tŀŘƻǾŀΦ 

 

Il SEM è ǳƴƻ ǎǘǊǳƳŜƴǘƻ ŘƛǎŜƎƴŀǘƻ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭƳŜƴǘŜ ǇŜǊ ƭΩŀŎǉǳƛǎƛȊƛƻƴŜ Řƛ ƛƳƳŀƎƛƴƛ 

ed è quindi adatto allo studio del contrasto morfologico e composizionale, ma 

comunemente viene integrato da un dispositivo che consente di eseguire 

simultaneamente anche analisi microchimiche. 
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Il SEM è costituito, schematicamente, dalle seguenti componenti: 

ü il gun, la parte supeǊƛƻǊŜΣ ŘƻǾΩŝ Ŏƻƭƭocata la sorgente, solitamente costituita 

da un cristallo o un filamento (di esaboruro di lantanio o di tungsteno) che, 

attraversata da una corrente e portata ad elevata temperatura, produce 

elettroni per effetto termoionico. Gli elettroni della sorgente che hanno 

sufficiente energia termica superano una barriera potenziale alla superficie e 

vengono accelerati verso il basso da una differenza di potenziale variabile tra 

i 200 eV e i 30 keV andando così a formare il fascio elettronico che andrà 

quindi ad interagire con la materia. 

ü la colonnaΣ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ Ŏǳƛ άǾƛŀƎƎƛŀnoέ gli elettroni generati dalla sorgente 

soprastante; racchiude una serie di lenti elettromagnetiche e fenditure che 

fanno convergere gli elettroni a formare un sottile fascio, focalizzandoli 

verso il campione; 

ü la camera, nella quale viene collocato il campione da esaminare in condizioni 

di vuoto e in cui le bobine di scansione permettono al fascio di muoversi 

scansionandone una porzione; 

ü una serie di rivelatori, che acquisiscono i diversi segnali generati 

ŘŀƭƭΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ŦŀǎŎƛƻ-campione e li trasferiscono agli elaboratori; 

ü vari monitor ǎǳ Ŏǳƛ ǾƛŜƴŜ ǊƛŎƻǎǘǊǳƛǘŀ ƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ ǇǊƻŘƻǘǘŀ Řŀƭ ǎŜƎƴŀƭŜΦ 
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Figura 8: schema interno di un SEM. 

 

Nel momento in cui gli elettroni del fascio colpiscono la superficie del campione 

questi perdono energia, che viene riemessa sotto diverse forme (Figura 10); ogni 

tipo di emissione è potenzialmente un segnale da cui si possono ricavare 

nuƳŜǊƻǎŜ ƛƴŦƻǊƳŀȊƛƻƴƛΦ 5ŀƭƭΩŜƭŀōƻǊŀȊƛƻƴŜ Řƛ ǉǳŜǎǘƛ ǎŜƎƴŀƭƛ ǎƛ Ǉƻǎǎƻƴƻ ǉǳƛƴŘƛ 

estrapolare nozioni di tipo morfologico, ma anche tessiturale e composizionale. 

Il SEM utilizzato ǎƛ ǘǊƻǾŀ ǇǊŜǎǎƻ ƛƭ 5ƛǇŀǊǘƛƳŜƴǘƻ Řƛ DŜƻǎŎƛŜƴȊŜ ŘŜƭƭΩ¦ƴƛǾŜǊǎƛǘŁ Řƛ 

Padova ed è dotato di tre rivelatori per acquisire tre diversi tipi di segnale: 

ü elettroni secondari (Secondary Electrons, SE): appartengono al campione 

stesso e vengono emessi dalla sua parte più superficiale (primi nanometri) 

successivamente al bombardamento elettronico. Il numero di elettroni 

espulsi prodotti per elettrone incidente è circa 0.1-0.2, per energie molto 

basse (< 5 keV) e/o per un angolo molto basso tra la superficie del campione 

ed il fascio elettronico. Tale valore non varia molto con il numero atomico. 
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La peculiarità di questo 

segnale è quella di essere 

fortemente suscettibile alla 

morfologia del campione, 

ǉǳƛƴŘƛ ƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ ƛƴ ǘƻƴŀƭƛǘŁ 

di grigi che si ottiene mette 

ƛƴ Ǌƛǎŀƭǘƻ ƭΩŀǎǇŜǘǘƻ 

ǘǊƛŘƛƳŜƴǎƛƻƴŀƭŜ ŘŜƭƭΩƻƎƎŜǘǘƻ 

(Figura 9)Φ [ΩǳǘƛƭƛȊȊƻ Řƛ 

questa tipologia di segnale è 

rivolto esclusivamente allo studio delle caratteristiche morfologiche di corpi 

tridimensionali, le cui immagini possiedono una risoluzione spaziale che può 

raggiungere i 10 nm Ŝ ǳƴΩŀƳǇƛŀ ǇǊƻŦƻƴŘƛǘŁ Řƛ campo.  

 

ü elettroni retrodiffusi (Backscattered Electrons, BSE): al contrario dei 

precedenti, sono elettroni appartenenti al fascio incidente, che penetrano 

nel campione e riemergono dallo stesso dopo una o più collisioni. Essi 

provengono da una profondità di qualche micron e sono enormemente più 

energetici degli elettroni secondari (in alcuni casi possono raggiungere 

ƭΩŜƴŜǊƎƛŀ ŘŜƭ ŦŀǎŎƛƻ ƛƴŎƛŘente). La loro energia è direttamente proporzionale 

ŀƭƭΩŜƴŜǊƎƛŀ ŘŜƭ ŦŀǎŎƛƻ ŜƭŜǘǘǊƻƴƛŎƻ ƛƴŎƛŘŜƴǘŜ Ŝ ŘƛǇŜƴŘŜ Řŀƭ ǇŜǎƻ atomico medio 

del materiale che costituisce il campione. La frazione di elettroni incidenti 

che riemergono dal campione è infatti fortemente dipendente dal numero 

atomico medio, in quanto gli elettroni vengono deflessi nel loro percorso 

ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ Ŏŀmpione in base al suo numero atomico medio e tale 

deflessione è maggiore per composti con numero atomico medio superiore. 

Di conseguenza, le porzioni costituite da un materiale di peso atomico medio 

più elevato appaiono più chiare rispetto alle parti a peso atomico medio 

inferiore. 

Figura 9: esempio di immagine SEM ottenuta in SE di pollini 
a 1000 ingrandimenti (fonte: remf.dartmouth.edu). 
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ü Radiazione X: raggi X di fluorescenza vengono prodotti dal campione quando 

viene investito dal fascio elettronico. Interrompendo il moto di scansione e 

posizionando il fascio in modalità stazionaria sul campione è possibile 

raccogliere i raggi X prodotti dal micro-volume di campione dove avviene 

ƭΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ǘǊŀ Ǝƭƛ ŜƭŜǘǘǊƻƴƛ 

del fascio e gli atomi che 

costituiscono il campione 

stesso in quel preciso 

punto. Raccogliendo questo 

segnale per mezzo di un 

apposito rivelatore, 

solitamente uno 

spettrometro EDS (Energy 

Dispersive Spectroscopy), è 

possibile risalire alla 

composizione chimica del materiale in esame in ogni suo punto. Ciò che si 

ottiene è infatti uno spettro di raggi X costituito da una serie di picchi 

ǇƻǎƛȊƛƻƴŀǘƛΣ ƴŜƭƭΩŀǎcissa del diagramma, secondo le energie corrispondenti 

alle specie atomiche che li hanno generati, e la cui intensità (in ordinata) è 

ǇǊƻǇƻǊȊƛƻƴŀƭŜ ŀƭƭŀ ǉǳŀƴǘƛǘŁ ŘŜƭƭΩŜƭŜƳŜƴǘƻ ǎǘŜǎǎƻΦ  

 

Per essere osservati mediante un SEM che lavora in condizioni di vuoto, come 

quello utilizzato per questa Tesi, i campioni necessitano di una determinata 

preparazione; i materiali poco conduttivi non sono facilmente analizzabili, quindi 

ǇǊƛƳŀ Řƛ ǇǊƻŎŜŘŜǊŜ Ŏƻƴ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ŝ ƴŜŎŜǎǎŀǊƛƻ ǊŜƴŘŜǊƭƛ parzialmente conduttivi in 

modo da consentire agli elettroni in eccesso di disperdersi a terra fluendo sulla 

superficie. Per ottenere questo viene preventivamente depositato sul campione 

uno spessore di pochi nanometri di un materiale conduttivo (solitamente grafite 

od oro) nel processo comunemente definito carbon coating. Inoltre, a causa del 

Figura 10: diverse profondità nel campione da cui derivano le 
varie tipologie di radiazione acquisite dal SEM. 
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vuoto non è possibile introdurre nella camera sostanze fluide, perciò i campioni 

in studio devono trovarsi in condizioni perfettamente anidre. 

Durante il presente lavoro di tesi è stato quindi necessario disidratare le gocce di 

liquido sinoviale centrifugato precedentemente poste sul vetrino, ricoprendo poi 

il campione con la grafite. Tuttavia, poiché la grafite depositata sulla superficie 

del campione può renderne difficoltoso lo studio ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩǳtilizzo di altri 

strumenti analitici, è stato necessario pianificare le analisi al SEM e il trattamento 

dei campioni tenendo conto di questa possibile complicazione. 

Per quanto riguarda i campioni studiati durante il presente lavoro di tesi lΩǳǘƛƭƛȊȊƻ 

del SEM si è reso indispensabile in quanto ha permesso di osservare ad 

ingrandimenti elevati (fino a 3000x nel caso specifico) la morfologia dei cristalli e 

ricavarne una composizione chimica qualitativa. Tali informazioni, combinate con 

quelle derivanti da altre tecniche, hanno permesso di giungere  allΩidentificazione 

dei materiali in studio. 

Le analisi SEM-EDS eseguite nel presente lavoro di tesi sono state effettuate 

utilizzando un SEM CamScan MX2500 equipaggiato con un catodo di tungsteno, 

un detector BSE a quattro quadranti allo stato solido ed un sistema EDAX EDS per 

microanalisi. Le condizioni analitiche sono state le seguenti: ɲ±Ґнлƪ±, emissione 

del filamento di circa мол ˃! e una working distance di 27 mm. 

 

3.3 Spettroscopia vibrazionale micro-Raman 

La spettroscopia Raman, il cui nome deriva dal fisico indiano C. V. Raman, è una 

tecnica spettroscopica basata ǎǳƭƭΩanalisi di un fenomeno fisico da lui scoperto.  

Nella spettroscopia Raman la sorgente utilizzata è un laser (fascio 

monocromatico di elevata intensità) la cui ƭǳƴƎƘŜȊȊŀ ŘΩƻƴŘŀ può essere variata 

ŘŀƭƭΩƻǇŜǊŀǘƻǊŜ tra il vicino infrarosso e il vicino ultravioletto; questa tipologia di 

radiazione elettromagnetica, interagendo con il campione, eccita i livelli 

energetici vibro-rotazionali delle molecole che lo costituiscono. Raman scoprì che 

una piccola frazione della radiazione diffusa dalle molecole del materiale colpito 
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dal laser ha energia diversa da quella della radiazione incidente, e che la 

differenza di energia è legata alla struttura chimica delle molecole responsabili 

ŘŜƭƭŀ ŘƛŦŦǳǎƛƻƴŜΥ ǘŀƭŜ ŦŜƴƻƳŜƴƻ ŝ ǎǘŀǘƻΣ ǉǳƛƴŘƛΣ ŘŜŦƛƴƛǘƻ άeffetto RamanέΦ 

Per le sue caratteristiche questa tecnica di analisi, spesso considerata 

complementare alla spettroscopia infrarossa (IR), è comunemente applicata nei 

campi di ricerca delle Scienze della Terra, della Fisica, Chimica e recentemente 

anche dei Beni Culturali, per condurre analisi chimiche e studi sulla struttura dei 

composti chimici, con il grande vantaggio di essere una tecnica non distruttiva e 

άǇǳƴǘǳŀƭŜέ όŀƴŀƭƛǎƛ Ŧƛƴƻ ŀƭƭŀ ǎŎŀƭŀ Řƛ лΦр ˃ƳύΦ È importante ricordare che la 

spettroscopia Raman, a differenza della diffrazione a raggi X, può fornire 

informazioni a livello locale (short range) su varie tipologie di materiali, siano essi 

cristallini, amorfi, liquidi o gas e le informazioni che si ricavano da tale analisi 

spettroscopica possono essere sia di natura composizionale (per quanto non sia 

ǳƴΩŀƴŀƭƛǎƛ ŎƘƛƳƛŎŀ ŘƛǊŜǘǘŀύ che strutturale. 

La spettroscopia Raman è una spettroscopia di scattering (diffusione) che 

consiste, come accennato, nel far incidere sul campione una radiazione 

elettromagnetica monocromatica (laser) di intensità e frequenza nota e 

raccogliere mediante un rivelatore la radiazione diffusa dal materiale colpito dal 

laser stesso. 

[ŀ ŘƛŦŦǳǎƛƻƴŜ ƎŜƴŜǊŀǘŀ ŘŀƭƭΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ǘǊŀ ƛ Ŧƻǘƻƴƛ ŘŜƭ ŦŀǎŎƛƻ ƭŀǎŜǊ Ŝ ƭŜ ǇŀǊǘƛŎŜƭƭŜ 

del campione può essere di due tipi: 

¶ diffusione Rayleigh, se la diffusione avviene per interazione elastica, ossia 

senza alcuna variazione di energia tra i fotoni incidenti e quelli diffusi, e 

ŎƻƴǎƛǎǘŜ ƴŜƭƭΩŜǾŜƴǘƻ ǇƛǴ ŦǊŜǉǳŜƴǘŜ;  

¶ diffusione Raman o effetto Raman, se la diffusione avviene come 

ŎƻƴǎŜƎǳŜƴȊŀ Řƛ ǳƴΩinterazione anelastica, che implica, cioè, un 

trasferimento di energia dal fotone ad una particella o viceversa. Il fotone 

diffuso ha energia (generalmente) minore e tale forma di diffusione 
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avviene per un numero molto limitato di eventi (circa 1 su 106). [Ωeffetto 

Raman ŘŜǎŎǊƛǾŜ ǳƴŀ ǾŀǊƛŀȊƛƻƴŜ ƴŜƭƭŀ ƭǳƴƎƘŜȊȊŀ ŘΩƻƴŘŀ ŘŜƭƭŀ radiazione 

elettromagnetica utilizzata che si verifica quando un raggio interagisce 

Ŏƻƴ ƭŜ ǾƛōǊŀȊƛƻƴƛ ƳƻƭŜŎƻƭŀǊƛ ŜŘ ŝ ƭΩŜŦŦŜǘǘƻ Řƛ ŘƛŦŦǳǎƛƻƴŜ ŎƘŜ ǾƛŜƴŜ ǎǘǳŘƛŀǘƻ 

nella spettroscopia vibrazionale Raman. 

Di conseguenza, lo spettro Raman di una molecola irraggiata da luce 

monocromatica racchiude due tipi di segnali:  

¶ la radiazione Rayleigh, che risulta essere nettamente la più intensa dello 

ǎǇŜǘǘǊƻΣ ŀǾŜƴǘŜ ƭŀ ǎǘŜǎǎŀ ƭǳƴƎƘŜȊȊŀ ŘΩƻƴŘŀ ŜŘ ŜƴŜǊƎƛŀ della radiazione 

incidente (Ƙ0˄); 

¶ le linee Stokes, ossia i segnali corrispondenti alle interazioni anelastiche 

da cui vengono emessi fotoni ad energia minore di quelli incidenti (h 0˄-

h 1˄). 

5ŀƭƭΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ŦŀǎŎƛƻ-materia si generano anche le linee anti-Stokes, ma 

solitamente possiedoƴƻ ǳƴΩƛƴǘŜƴǎƛǘŁ ǘǊƻǇǇƻ ōŀǎǎŀ ǇŜǊ ŜǎǎŜǊŜ ǊƛǾŜƭŀǘŜ e, quando 

misurabili, vengono normalmente analizzate per ottenere informazioni sulle 

variazioni di temperatura a cui può essere soggetto un campione in esame. 

Le informazioni che lo spettro Raman di una molecola può fornire derivano quasi 

esclusivamente dalle linee Stokes, mentre la radiazione Rayleigh non fornisce 

alcuna indicazione riguardo la natura del campione, in quanto possiede la stessa 

energia in ogni analisi in cui viene utilizzato il medesimo fascio laser.  

Le linee Stokes, invece, sono legate alle vibrazioni molecolari del campione e 

vengono perciò studiate principalmente per fini identificativi. 

NŜƭƭŀ ǎǇŜǘǘǊƻǎŎƻǇƛŀ wŀƳŀƴ ƭΩŀǎǇŜǘǘƻ ǉǳŀƴǘƛǘŀǘƛǾƻ ŝ ǎŎŀrsamente considerato, in 

quanto la disomogeneità della superficie analizzata può inficiare la riproducibilità 

di una misura. Tuttavia, misure quantitative vengono ad esempio eseguite su 

inclusioni fluide con lo scopo di determinare le concentrazioni di fasi, per 

esempio, come la CO2. 
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[ΩŜƴŜǊƎƛŀ in gioco nelƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ ŘŜƛ laser a più alta frequenza è in grado di attivare 

nel campione transizioni elettroniche non desiderate, che possono generare 

fenomeni di fluorescenza e produrre spettri di difficile lettura, in particolare 

quando si eseguono analisi Raman su molecole organiche. Inoltre, i laser ad alta 

ŦǊŜǉǳŜƴȊŀ Ǉƻǎǎƻƴƻ ŘŀƴƴŜƎƎƛŀǊŜ ƛƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭΩƛǊǊŀƎƎƛŀƳŜƴǘƻ che può 

causare un significativo aumento di temperatura. Tuttavia, il fenomeno della 

fluorescenza può essere minimizzato attraverso una serie di tecniche, come 

ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ ŘŜƭƭŀ ŎƻƴŦƛƎǳǊŀȊƛƻƴŜ ŎƻƴŦƻŎŀƭŜ ƻ ƛƭ ǇƘƻǘƻōƭŜŀŎƘƛƴƎΣ ƻǇǇǳǊŜ ŀŘƻǘǘŀƴŘƻ 

ǳƴ ƭŀǎŜǊ ŀǾŜƴǘŜ ǳƴŀ ƭǳƴƎƘŜȊȊŀ ŘΩƻƴŘŀ ƳŀƎƎƛƻǊŜ (Yang S. et al., 2013). 

Il principio di 

funzionamento della 

spettrometria 

vibrazionale Raman 

può essere così 

schematizzato 

(Figura 11): una 

radiazione laser 

viene fatta incidere 

su di una porzione 

del campione, la 

luce diffusa da 

ǉǳŜǎǘΩǳƭǘƛƳƻ ǾƛŜƴŜ ǊŀŎŎƻƭǘŀ Ŝ ǉǳƛƴŘƛ ŀƴŀƭƛȊȊŀǘŀ Řŀƭƭƻ ǎǇŜǘǘǊƻƳŜǘǊƻΦ 

Il dato ricavato viene visualizzato su di un grafico dove ƭΩordinata rappresenta 

ƭΩƛƴǘŜƴǎƛǘŁ Řƛ ŜƳƛǎǎƛƻƴŜ ƭǳƳƛƴƻǎŀ Ŝ ƛƴ ŀǎŎƛǎǎŀ è misurato il άRaman shiftέ (cm-1), 

ƻǎǎƛŀ ƭŀ ŘƛŦŦŜǊŜƴȊŀ ƛƴ ƴǳƳŜǊƛ ŘΩƻƴŘŀ ǘǊŀ ƭŀ ǊŀŘƛŀȊƛƻƴŜ ƻǎǎŜǊǾŀǘŀ Ŝ ƭŀ ǊŀŘƛŀȊƛƻƴŜ 

incidente. 

Gli shifts nel Raman corrispondono a frequenze di vibrazione nel campione, in 

pratica ogni banda in uno spettro Raman rappresenta una determinata 

vibrazione molecolare. Tali vibrazioni sono controllate dalla dimensione, dalla 

Figura 11: schema di funzionamento della spettroscopia Raman (fonte: 
nd.edu). 
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valenza e dalla massa atomica delle specie di cui il campione è composto, dalle 

forze di legame tra gli atomi e dalla simmetria con cui tali atomi sono vincolati. 

Tutti questi fattori non influenzano soltanto gli shifts delle bande Raman ma 

anche il numero di bande che possono essere osservate, la loro intensità e le loro 

ampiezze. Appare quindi evidente come la spettroscopia Raman sia utile per la 

caratterizzazione strutturale su scala locale dei materiali (anche non cristallini), 

oltre che per determinare la natura chimica delƭΩƻƎƎŜǘǘƻ ǎǘǳŘƛŀǘƻΦ 

Uno degli ostacoli più difficili da sǳǇŜǊŀǊŜ ƴŜƭƭŀ ǘŜŎƴƛŎŀ wŀƳŀƴ όŜ ŀƴŎƘŜ ǇŜǊ ƭΩLwύ 

risulta quello di assegnare alle bande osservate specifiche vibrazioni molecolari. 

In particolare, tutte le 

vibrazioni (quindi il 

movimento collettivo degli 

atomi presenti in un 

campione) sono combinazioni 

estremamente complicate 

ŘŜƭƭŜ ŎƻǎƛŘŘŜǘǘŜ άǾƛōǊŀȊƛƻƴƛ 

ƴƻǊƳŀƭƛέ ƻ άƳƻŘƛ ƴƻǊƳŀƭƛέ 

delle rispettive molecole e/o 

atomi. Lƭ άƳƻŘƻ ƴƻǊƳŀƭŜέ ŝ ǳƴ Ƴƻǘƻ ŎƻƳǇƻǎǘƻ ŘŀƎƭƛ ǎǇƻǎǘŀƳŜƴǘƛ Řƛ ǘǳǘǘƛ Ǝƭƛ 

atomi che compongono la molecola. Quando la molecola vibra secondo un 

ǇŀǊǘƛŎƻƭŀǊŜ άƳƻŘƻ ƴƻǊƳŀƭŜέ ǘǳǘǘƛ Ǝƭƛ ŀǘƻƳƛ ǎƛ ǎǇƻǎǘŀƴƻ ƛƴ ŦŀǎŜ Ŝ Ŏƻƴ ƭŀ ǎǘŜǎǎŀ 

frequenza della loro posizione di equilibrio; essi, cioè, si scostano e ritornano 

sulle loro posizioni di equilibrio contemporaneamente in modo sincrono. Ad ogni 

άƳƻŘƻ ƴƻǊƳŀƭŜέ ŎƻǊǊƛǎǇƻƴŘŜ ǳƴŀ ŘŜŦƛƴƛǘŀ ŦǊŜǉǳŜƴȊŀΦ 

Tutte le molecole hanno modi di vibrare caratteristici (Figura 12), che possono 

essere classificati attraverso una precisa nomenclatura che distingue le 

stretching vibrations, le quali possono dividersi in simmetriche o asimmetriche, e 

le bending vibrations, che possono mostrare numerose configurazioni (scissoring, 

rocking, twisting, ecc.). 

Figura 12: esempi di modi vibrazionali delle molecole. 
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Al fine di identificare correttamente un materiale, è necessario il confronto degli 

spettri misurati con altri esistenti in un database o in letteratura. 

 

Figura 13: spettrometro micro-Raman Thermo Scientific DXR (fonte: masterstones.eu). 

 

La strumentazione utilizzata nel presente lavoro di tesi è il Thermo Scientific DXR 

e consiste di un micro-Raman (Figura 13) ad alto potere confocale, capace di 

ǊŀƎƎƛǳƴƎŜǊŜ ǳƴƻ ǎǇƻǘ ǎƛȊŜ ŘŜƭ ǊŀƎƎƛƻ ƭŀǎŜǊ Řƛ ŎƛǊŎŀ м ˃Ƴ. Tali dimensioni del fascio 

permettono di ricavare spettri estremamente precisi e puntuali, anche di oggetti 

di dimensioni assai ridotte, come alcuni dei cristalli rinvenuti nel liquido sinoviale 

del presente lavoro, la cui dimensione massima non superava i 7-мл ˃ƳΦ Il laser 

utilizzato è un 780 nm con potenza di circa 5 mW per evitare di danneggiare i 

campioni. Lo spettrometro micro-Raman utilizzato è combinato con un 

microscopio ottico ad alto ingrandimento (fino a 100x), dotato di un obiettivo 

50x a lunga distanza focale che permette una risoluzione spaziale di circa 1 mm, 

mentre la sua risoluzione spettrale è compresa tra 2 e 4 cm-1. Tale strumento 

consente di individuare con la precisione necessaria la porzione di campione da 
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irradiare. Durante le riprese è stato utilizzato un reticolo caratterizzato da 900 

riƎƘŜκƳƳ Ŝ ƭΩŜǎǇƻǎƛȊƛƻƴŜ ŀ Ŏǳƛ ǎƻƴƻ ǎǘŀǘƛ ǎƻǘǘƻǇƻǎǘƛ ƛ ŎŀƳǇƛƻƴƛ ŝ ǎǘŀǘŀ ƛƴ ƳŜŘƛŀ Řƛ 

10 secondi per almeno due accumuli. Infine, gli spettri Raman sono stati raccolti 

in un range tra 200 e 3550 cm-1. 

Nel caso specifico del presente lavoro di tesi, ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ della spettrometria 

vibrazionale micro-Raman si è rivelato di grande utilità al fine di caratterizzare il 

particolato presente ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ƭƛǉǳƛŘƻ ǎƛƴƻǾƛŀƭŜ patologico delle 

articolazioni. Nel caso di campioni particolarmente complessi o non meglio 

caratterizzati, come quelli analizzati nel presente studio, è tuttavia necessario 

affiancare a tale tecnica altre metodologie analitiche, che possano fornire 

informazioni complementari come, ad esempio, il chimismo elementare. Unendo 

gli spettri Raman alle analisi chimiche effettuate mediante la tecnica SEM-EDS, è 

stato possibile raffinare la ricerca di spettri Raman eventualmente esistenti in 

bibliografia che corrispondessero a quelli risultanti dallΩƛƴŘŀƎƛƴŜ ǎǇŜǘǘǊƻǎŎƻǇƛŎŀ.  

Il vantaggio di poter identificare anche composti amorfi, proprio della 

spettroscopia Raman, si è rivelato di fondamentale importanza nel contesto di 

questo studio, in quanto il materiale analizzato, provenendo da articolazioni 

umane, contiene spesso composti organici, amorfi o cristallini ma con strutture 

molto disordinate, che non produrrebbero alcun segnale apprezzabile di 

diffrazione a raggi X e che quindi non potrebbero essere studiati attraverso 

ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ Řƛ ǉǳŜǎǘΩǳƭǘƛƳŀ tecnica. Un ulteriore fattore favorevole che ha indotto 

ŀƭƭΩǳǘƛlizzo della spettroscopia Raman consiste nel fatto che il campione non 

necessita di un iter particolare Řƛ ǇǊŜǇŀǊŀȊƛƻƴŜ Ŝ ƭΩŀƴŀƭisi spettroscopica si 

realizza attraverso un approccio per nulla invasivo. 5ΩŀƭǘǊƻ ŎŀƴǘƻΣ ǇŜǊƼΣ ŝ 

necessario porre estrema attenzione alla natura del supporto utilizzato in 

quanto, se il campione presenta uno spessore esiguo, il fascio laser colpisce il 

supporto stesso, che può a sua volta emettere un segnale Raman, e la misura 

potrebbe venire ŎƻƳǇǊƻƳŜǎǎŀΦ !ƭƭΩƛƴƛȊƛƻ ŘŜƭƭŀ ǇǊƻŎŜŘǳǊa analitica è quindi 
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opportuno raccogliere uno spettro del supporto utilizzato, oppure selezionarne 

uno che presenti picchi estremamente netti. 

La maggiore difficoltà ƴŜƭƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ŎŀƳǇƛƻƴƛ ƛƴ ǎǘǳŘƛƻ si è presentata 

nel momento in cui, una volta ottenuti gli spettri Raman degli oggetti in studio, si 

è cercato di determinarne la precisa natura attraverso il confronto con altri 

spettri Raman presenti in bibliografia. Infatti, non essendo presenti in letteratura 

database realmente completi e di facile accesso (e che permettessero 

ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ Řƛ ǳƴƻ ǎǇŜǘǘǊƻ wŀƳŀƴ ƛƴǎŜǊŜƴŘƻ ƛƭ ǾŀƭƻǊŜ Řƛ wŀƳŀƴ ǎƘƛŦǘ ŘŜƛ 

picchi principali), è stato necessario effettuare una ricerca bibliografica basata 

soprattutto sulle poche informazioni sui composti in analisi, ricavate attraverso 

ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ ŘŜƭƭŀ ǘŜŎƴƛŎŀ SEM-EDS. 

 

3.4 Diffrazione a raggi X da polveri 

I raggi X (RX) possono venire prodotti da sorgenti convenzionali o non 

convenzionali; alla prima categoria appartengono i tubi a RX e le microsorgenti a 

RX, mentre i w· ƎŜƴŜǊŀǘƛ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭŀ ŎƻǎƛŘŘŜǘǘŀ άǊŀŘƛŀȊƛƻƴŜ Řƛ ǎƛƴŎǊƻǘǊƻƴŜέ 

appartengono ad una sorgente di tipo non convenzionale.  

La radiazione X generata da un convenzionale tubo a RX (Figura 14), adottato 

nella maggior parte dei laboratori, viene prodotta quando un fascio di elettroni, 

accelerato da ǳƴΩŜƭŜǾŀǘŀ ŘƛŦŦŜǊŜƴȊŀ Ři potenziale, colpisce un bersaglio metallico 

(chiamato anodo o anticatodo) e viene rapidamente decelerato a causa delle 

collisioni multiple con gli atomi del metallo colpito.  

 

Figura 14: sezione schematica di un tubo a raggi X (fonte: pubs.usgs.gov). 
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I tubi a RX tradizionali sono costituitiΣ ŀŘ ǳƴΩŜǎǘǊŜƳƛǘŁΣ da un filamento di 

tungsteno (il catodo) attraverso il quale passa una corrente di intensità che può 

variare tra 20 e 40 mA. Il tubo si trova in condizioƴƛ Řƛ ǾǳƻǘƻΣ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ǉǳŀƭŜ 

viene generata una differenza di potenziale (ɲ±) con valori di 20-50 kV. DŀƭƭΩŀƭǘǊŀ 

ŜǎǘǊŜƳƛǘŁ ŘŜƭ ǘǳōƻ ŝ ǇǊŜǎŜƴǘŜ ƭΩŀƴǘƛŎŀǘƻŘƻ όƻ ŀƴƻŘƻύ ŎƘŜ ǾŜǊǊŁ ŎƻƭǇƛǘƻ ŘŀƎƭƛ 

elettroni accelerati dalla differenza di potenziale indotta nel tubo producendo la 

radiazione X, la quale lascerà il corpo del tubo solo attraverso quattro finestre di 

berillio opportunamente posizionate. Soltanto lo 0.1 % della potenza applicata 

ad un tubo è trasformata in raggi X, il resto viene dissipata come calore, perciò il 

sistema di raffreddamento risulta di fondamentale importanza, al fine di 

ottenere la massima efficienza possibile. 

Per quanto concerne la diffrattometria a raggi X delle polveri utilizzata durante il 

presente studio è stato utilizzato un tubo a raggi X convenzionale con anticatodo 

di rame. 

Il diffrattometro a raggi X delle polveri è uno strumento utilizzato per lo studio di 

solidi cristallini aǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩŀǇǇƭƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ƭegge di Bragg1. È la tecnica 

ƳŀƎƎƛƻǊƳŜƴǘŜ ǳǘƛƭƛȊȊŀǘŀ ǇŜǊ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ Ŝ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ǉǳŀƴǘƛǘŀǘƛǾŀ ŘŜƭƭŜ Ŧŀǎƛ 

mineralogiche. Nella diffrazione da polveri il campione è costituito da materiale 

policristallino in polvere, composto da un numero estremamente elevato di 

cristalliti, con taglia media ŘŜƭƭΩƻǊŘƛƴŜ ŘŜƛ о-п ˃ƳΣ ŘƛǎǘǊƛōǳƛǘƛ ƛƴ ƳƻŘƻ ŎŀƻǘƛŎƻΦ La 

caoticità statistica degli άinfinitiέ cristalliti permette di misurare le diffrazioni di 

tutti i possibili piani reticolari simultaneamente. Una volta raccolti i dati di 

diffrazione si procede iniziaƭƳŜƴǘŜ Ŏƻƴ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ŦŀǎŜ ƻ ŘŜƭƭŜ Ŧŀǎƛ 

presenti nel campione in studio. Una volta identificata la fase (o le fasi) presenti 

sarà possibile ottenere eventualmente i parametri di cella e, in rari casi, la 

struttura cristallina (coordinate atomiche e parametri di vibrazione termica); a tal 

fine si usufruisce Řƛ ǳƭǘŜǊƛƻǊƛ ƳŜǘƻŘƛΣ ŎƻƳŜ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ wƛŜǘǾŜƭŘ. 

                                                           
1
 [ΩEquazione di Bragg (2 dhkl ǎŜƴʻ = n˂ ύ ŘƛƳƻǎǘǊŀ ŎƘŜ Řate una direzione di raggi X incidenti e una 

direzione di diffrazione, è sempre possibile individuare una serie di piani reticolari (h k l), paralleli 
fra loro, tali che i raggi diffratti si comportino come se fossero raggi riflessi. 
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La diffrattometria a raggi X da polveri viene principalmente utilizzata per 

condurre: 

¶ Analisi qualitativeΥ Ŏƻƴǎƛǎǘƻƴƻ ƴŜƭƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ fasi cristalline 

ǇǊŜǎŜƴǘƛ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜΦ [ΩƛƴǎƛŜƳŜ ŘŜƛ Řhkl spacings e delle 

relative intensità nei pattern di diffrazione da polveri sono funzione della 

composizione chimica del materiale e della sua struttura cristallina. Il 

riconoscimento delle fasi cristalline avviene grazie a database contenenti 

più di 400 mila pattern di diffrazione sperimentali di polveri; uno di questi 

ŘŀǘŀōŀǎŜ ŝ ƭΩLƴƻǊƎŀƴƛŎ /Ǌȅǎǘŀƭ {ǘǊǳŎǘǳǊŜ 5ŀǘŀōŀǎŜ όL/{5ύ Ŝ ƛ ŦƛƭŜ ǊŜƭŀǘƛǾƛ ŀŘ 

ogni fase sono conosciuti con il nome di Powder Diffraction File (PDF). Nel 

file PDF sono riportate tutte le informazioni necessarie, quali il nome del 

composto, la referenza bibliografica, i parametri di cella, la radiazione 

ǳǘƛƭƛȊȊŀǘŀΣ ƭΩŜƭŜƴŎƻ ŘŜƭƭŜ Řhkl Ŏƻƴ ƭŜ ǊŜƭŀǘƛǾŜ ƛƴǘŜƴǎƛǘŁΦ !ǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩǳtilizzo 

del software Highscore Plus (PANalytical) è possibile identificare in modo 

ŀǳǘƻƳŀǘƛŎƻ ƭŜ Ŧŀǎƛ ƛƴ ŜǎŀƳŜ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ Řƛ ǳƴ ŘŀǘŀōŀǎŜ ŀǎǎƻŎƛŀǘƻ 

contenente circa 244.000 fasi. 

¶ Analisi quantitativeΥ Ǌƛǎǳƭǘŀ ǇƻǎǎƛōƛƭŜ ŘŜǘŜǊƳƛƴŀǊŜ ƭΩŀƳƳƻƴǘŀǊŜ ŘŜƭƭe 

differenti fasi presenti in una miscela multi-componente. 

¶ Analisi della struttura cristallina 

¶ Indagini sulla microstruttura dei materiali 

Un diffrattometro a raggi X delle polveri è costituito da una serie di elementi, di 

seguito elencati: 

ü Tubo a raggi X 

ü Componenti ottiche: tra cui monocromatori, slitte (fenditure) e slitte 

soller. 

ü CampioneΥ Ŏƻǎǘƛǘǳƛǘƻ Řŀ ǳƴ ƳŀǘŜǊƛŀƭŜ ǇƻƭƛŎǊƛǎǘŀƭƭƛƴƻ ƛŘŜŀƭŜ ŘŜǾΩŜǎǎŜǊŜ 

perfettamente piatto. Se il quantitativo di campione non è abbondante è 
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possibile riempire un capillare di vetro rotante e studiarlo in geometria a 

trasmissione.  

ü Rivelatori (detector): si distinguono in base alla loro dimensionalità e si 

dividono in puntuali, lineari, areali. 

 

Un diffrattometro a raggi X delle polveri può presentare due diverse geometrie: 

 

ü Geometria Debye-Scherrer (in trasmissione): è una geometria che lavora 

con un fascio di RX parallelo o, al meglio, convergente. Tale geometria 

risulta più indicata per campioni con basso indice di assorbimento, i quali 

vengono generalmente posti in un capillare o tra due fogli di Kapton®. 

 

ü Geometria Bragg-Brentano (in riflessione parafocalizzante): è la 

geometria del diffrattometro utilizzato durante il presente lavoro di Tesi.  

 

Figura 15: schema della geometria Bragg-Brentano (fonte: servicios.fis.puc.cl). 

Tale geometria richiede un campione quanto più piatto, sulla cui 

superficie il fascio di RX incedente verrà diffratto come se venisse riflesso. 

La geometria Bragg-Brentano è costituita da due circonferenze 

immaginarie (Figura 15): la circonferenza goniometrica, su cui si trovano il 
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tubo a RX e il rivelatore, e il cerchio di focalizzazione. Il campione è posto 

al centro del cerchio goniometrico lungo la cui circonferenza si muovono 

la sorgeƴǘŜ Ŝ ƛƭ ŘŜǘŜŎǘƻǊ Ŏƻƴ ǳƴŀ Řŀǘŀ ǾŜƭƻŎƛǘŁ ŀƴƎƻƭŀǊŜ ʻΦ  

Il fascio di RX necessario in questa geometria è divergente, dato che dopo 

aver inciso sul campione i raggi diffratti convergono verso il rivelatore. I 

raggi diffratti raggiungono il detector quando il cerchio goniometrico e il 

cerchio di focalizzazione si intersecano e il detector si trova in questa 

intersezione. Durante la misura il raggio del cerchio di focalizzazione 

varia, in quanto cambia ƛƭ ǾŀƭƻǊŜ ŀƴƎƻƭŀǊŜ ʻ. Se si fosse in presenza di una 

geometria focalizzante i raggi diffratti verrebbero misurati esattamente in 

un punto (fuoco), dove si avrebbe convergenza e maggiore intensità del 

fascio diffratto. Per realizzare una geometria perfettamente focalizzante il 

campione dovrebbe presentare una curvatura che segue quella del 

ŎŜǊŎƘƛƻ Řƛ ŦƻŎŀƭƛȊȊŀȊƛƻƴŜΣ ƳŀΣ Řŀǘƻ ŎƘŜ ǉǳŜǎǘŀ ŎŀƳōƛŀ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛΣ 

risulta di impossibile realizzazione: ecco perché la geometria Bragg-

Brentano viene definita para-focalizzante. Tuttavia si ottengono delle 

buone intensità diffratte, anche se vengono introdotte aberrazioni, come 

ƭŀ ǇƻǎƛȊƛƻƴŜ ŀƴƎƻƭŀǊŜ ŘŜƛ ǇƛŎŎƘƛ Ŝ ƭΩŀƭƭŀǊƎŀƳŜƴǘƻ ŀǎƛƳƳŜǘǊƛŎƻ ŘŜƛ ǇƛŎŎƘƛ 

verso bassi angoli. vǳŜǎǘΩǳƭǘƛƳŀ ƎŜƻƳŜǘǊƛŀ ŘŜǎŎǊƛǘǘŀ Ǌƛǎǳƭǘŀ ŜǎǎŜǊŜ ǉǳŜƭƭŀ 

maggiormente utilizzata ed è stata sfruttata anche nel presente lavoro di 

Tesi. 

Dalla diffrazione di una polvere si ottiene una serie di spot di diffrazione che, se il 

numero di microcristalli è assai elevato (idealmente infinito), si dispongono a 

formare degli anelli, che rappresentano ƛ Ŏƻƴƛ Řƛ ŀǇŜǊǘǳǊŀ пʻ ƛƴǘŜǊŎŜǘǘŀǘƛ Řŀƭ 

ŘŜǘŜŎǘƻǊΦ ¢ŀƭƛ ŀƴŜƭƭƛ ǎƻƴƻ ŘŜƴƻƳƛƴŀǘƛ άŀƴŜƭƭƛ Řƛ 5ŜōȅŜέ Ŝ ŎƻǎǘƛǘǳƛǎŎƻƴƻ ƭŀ ǎƻƳƳŀ 

della diffrazione di un numero infinito di cristalliti orientati caoticamente. 

Integrando in direzione radiale agli anelli si ottiene il diffrattogramma delle 

polveri, o pattern di diffrazione, costituito da una serie di picchi di intensità che 

risultano dalla convoluzione del contributo strumentale e del campione. Esso si 
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presenta graficamente su di un piano cartesiano dove in ascissa si trovano i valori 

ŀƴƎƻƭŀǊƛ нʻ Ŝ ƛƴ ƻǊŘƛƴŀǘŀ ƭŜ ƛƴǘŜƴǎƛǘŁΦ Lƴ ǳƴ diffrattogramma da polveri vengono 

valutateΥ ƭŀ ǇƻǎƛȊƛƻƴŜΣ ƭΩƛƴǘŜƴǎƛǘŁ Ŝ ƭΩƛƴǘŜƴǎƛǘŁ ƛƴǘŜƎǊŀǘŀ ŘŜƛ ǇƛŎŎƘƛΦ 

Nel caso specifico del presente lavoro di tesi è stato sottoposto a XRPD un solo 

campƛƻƴŜΣ ŀƭ ŦƛƴŜ Řƛ ŎƻƴŘǳǊǊŜ ǳƴΩŀƴŀƭƛǎƛ Řƛ ǘƛǇƻ ǉǳŀƭƛǘŀǘƛǾƻΦ 5ŀǘŀ ƭŀ ǉǳŀƴǘƛǘŁ ŀǎǎŀƛ 

ŜǎƛƎǳŀ Řƛ ƳŀǘŜǊƛŀƭŜ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛƴƻ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ liquido si è in primo luogo 

ǘŜƴǘŀǘŀ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƛƭ ǊƛŜƳǇƛƳŜƴǘƻ Řƛ ǳƴ ŎŀǇƛƭƭŀǊŜ Řƛ ǾŜǘǊƻ ŘŜƭ ŘƛŀƳŜǘǊƻ 

interno di 7лл ˃ƳΣ ƛƳƳŜǊƎŜƴŘƻ ǉǳŜǎǘΩǳƭǘƛƳƻ ƛƴ ǳƴŀ ǇǊƻǾŜǘǘŀ ŎƻƴǘŜƴŜƴǘŜ ƛƭ 

liquido precedentemente diluito e centrifugato e prelevandone una goccia dalla 

porzione concentrata sul fondo della provetta stessa. Il capillare è stato 

successivamente lasciato disidratare in forno per alcune ore ad una temperatura 

di 40 °C. InfinŜΣ ƛƭ ŎŀǇƛƭƭŀǊŜ ŝ ǎǘŀǘƻ Ǉƻǎǘƻ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ŘƛŦŦǊŀǘǘƻƳŜǘǊƻ ƛƴ 

ƎŜƻƳŜǘǊƛŀ ŀ ǘǊŀǎƳƛǎǎƛƻƴŜ Ŝ Ŧŀǘǘƻ ǊǳƻǘŀǊŜ ŀ ǾŜƭƻŎƛǘŁ ŎƻǎǘŀƴǘŜ ǇŜǊ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛΦ [a 

ripresa eseguita secondo questa modalità, durata circa 20 minuti, però, non ha 

portato a risultati soddisfacenti in quanto il segnale del vetro amorfo del 

capillare è risultato estremamente predominante rispetto alla diffrazione 

prodotta dalla piccolissima porzione di ƳŀǘŜǊƛŀƭŜ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛƴƻ ŘŜǇƻǎƛǘŀǘŀ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ 

del capillare. 

Si è perciò tentato di preparare diversamente il campione in modo da ovviare 

alle difficoltà incontrate con il primo tentativo. Sono state quindi deposte in 

modo sequenziale più gocce del liquido sinoviale, diluito e centrifugato, su di un 

supporto (denominato άȊŜǊƻ ōŀŎƪƎǊƻǳƴŘέ) costituito da un monocristallo di 

silicio metallico; la deposizione della goccia successiva avveniva solamente una 

volta che la precedente era stata completamente disidratata per effetto di sali di 

silice. Procedendo in questo modo è stato possibile ottenere un piccolo 

concentrato di cristalli, tale ŎƘŜ ƭΩŀƳƳƻƴǘŀǊŜ ŘŜƎƭƛ ǎǘŜǎǎƛ ǊƛǎǳƭǘŀǎǎŜ ǎǳŦŦƛŎƛŜƴǘŜ ǇŜǊ 

ƭΩŀŎǉǳƛǎƛȊƛƻƴŜ Řƛ ǳƴ ŘƛŦŦǊŀǘǘƻƎǊŀƳƳŀΦ Le misure in diffrazione da polvere 

convenzionale sono state eseguite utilizzando un diffrattometro t!bŀƭȅǘƛŎŀƭ ʻ- ,̒ 

con una radiazione /ǳYʰ e condizioni di lavoro a 40 kV e 40 mA, equipaggiato 
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con un Real Time Multi-{¢wLt όw¢a{ύ ŘŜǘŜŎǘƻǊ ό·Ω/ŜƭŜǊŀǘƻǊύΦ [ΩŀǇŜǊǘǳǊŀ Řŀƭ 

detector è 2.122° e questo ha permesso di misurare i segnali di diffrazione in un 

ampio range angolare e in un tempo molto limitato tra 4 e 100° in нʻΣ ƛƴ ƳƻŘŀƭƛǘŁ 

Ŏƻƴǘƛƴǳŀ Ŏƻƴ ǳƴƻ ǎǘŜǇ ƛƴǘŜƎǊŀǘƻ Řƛ лΦлмоϲ ƛƴ нʻ per un tempo totale di 84 ore. Il 

pattern risultante ha presentato, a differenza del precedente, diversi picchi di 

diffrazione, che sono successivamente stati elaborati e studiati attraverso 

ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ ŘŜƭ ǎƻŦǘǿŀǊŜ IƛƎƘ{core Plus (PANalytical). 

 

3.4.1 Micro-diffrazione a raggi X da polveri 

Per confermare i risultati ricavati attraverso la diffrazione a raggi X convenzionale 

è stata condotta una misura di micro-diffrazione a raggi X su una piccola porzione 

dello stesso materiale, prelevata 

per mezzo di un capillare di vetro 

con diametro di 10л ˃ƳΦ 

DǊŀȊƛŜ ŀƭƭΩŀŎǉǳƛǎƛȊƛƻƴŜ Řƛ ǳƴŀ ƴǳƻǾŀ 

strumentazione scientifica a raggi X 

(prototipo a livello mondiale) da 

parte del Dipartimento di 

Geoscienze ŘŜƭƭΩ¦ƴƛǾŜǊǎƛǘŁ Řƛ 

Padova (Figura 16) è stato infatti 

possibile eseguire misure in micro-

diffrazione da polvere. La 

descrizione della tecnica è del tutto 

analoga a quella trattata per la 

diffrazione da polveri nel paragrafo 

3.4, con la differenza che la micro-

diffrazione permette lo studio di 

campioni di taglia molto minore, 

fino a circa 10 m˃. Lo strumento Figura 16: micro-diffrattometro a RX del Dipartimento di 
Geoscienze dell'Università di Padova. 
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utilizzato per la micro-diffrazione da polveri è un prototipo Rigaku-Oxford 

Diffraction Supernova equipaggiato con una micro-sorgente a raggi X assemblata 

con un area detector Pilatus 200K della Dectris. La micro-sorgente, con 

radiazione MƻYʰΣ ƻǇŜǊŀ ŀ рл ƪ± Ŝ лΦу Ƴ!Φ  [ŀ ŘƛǎǘŀƴȊŀ ŎŀƳǇƛƻƴŜ-detector è 68 

mm. La sorgente assicura una brillanza almeno dieci volte superiore ad un tubo a 

raggi X convenzionale ed è caratterizzata da uno spot di 0.12 mm. Allo stesso 

tempo, il detector assicura una sensibilità molto elevata ed un trascurabile 

rumore di fondo. Lo strumento è in grado di studiare campioni di dimensioni 

estremamente limitate fino a 0.01 mm. I dati di diffrazione da polvere sono stati 

raccolti in una modalità sperimentale che simula una raccolta convenzionale in 

diffrazione da polvere. I dati sono stati registrati tra 4 e 20° per un tempo totale 

di circa 2 ore. Il programma utilizzato per la riduzione dei dati anche in questo 

caso è stato ƭΩHighScore Plus (PANalytical).  

Le misure eseguite in micro-diffrazione sono state effettuate in un range 

angolare (4-20°) molto inferiore rispetto a quello relativo alle misure eseguite in  

diffrazione da polvere convenzionale (4-100°). Tuttavia, è da ricordare che la 

micro-diffrazione è stata eseguita Ŏƻƴ ǳƴŀ ƭǳƴƎƘŜȊȊŀ ŘΩƻƴŘŀ l=0.7107 Å contro 

una l=1.5418 Å utilizzata in diffrattometria convenzionale; questo porta ad una 

differenza nelle dhkl misurate meno importante (es.: a parità di range angolare, 

ƳƛƴƻǊŜ ŝ ƭŀ ƭǳƴƎƘŜȊȊŀ ŘΩƻƴŘŀ ǳǘƛƭƛȊȊŀǘŀ ƳŀƎƎƛƻǊŜ ŝ ƭa risoluzione e quindi si 

misurano dhkl più bassi). 
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4. Materiali analizzati e trattamento delle campionature 

4.1 Il liquido sinoviale 

Il liquido sinoviale (LS) normale è comunemente considerato un ultrafiltrato del 

plasma, generalmente privo di alcune delle proteine di elevato peso molecolare, 

ma contenente diverse ƳŀŎǊƻƳƻƭŜŎƻƭŜ ǇǊƻŘƻǘǘŜ ƭƻŎŀƭƳŜƴǘŜΣ ǘǊŀ Ŏǳƛ ƭΩŀŎƛŘƻ 

ialuronico (AI), responsabile della maggior parte delle caratteristiche chimiche e 

fisiche del LS. 

 

Figura 17: liquidi sinoviali con caratteristiche macroscopiche diverse (fonte: Punzi L., 2010). 

 

Il LS si presenta viscoso, di colore giallo pallido o incolore (Figura 17), 

normalmente non coagula;  relativamente povero in cellule, viene considerato 

come un tessuto connettivo dalle caratteristiche peculiari. Tale fluido riempie la 

cavità articolare che, in condizioni normali, è virtuale e contiene una quantità 

ridotta di LS (< 4ml). Il LS, a differenza del plasma, è privo di fibrinogeno 
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(precursore della fibrina) e contiene minime concentrazioni degli altri fattori 

della coagulazione, ciò spiega perché il LS non coagula. 

Il LS è principalmente prodotto dalla membrana sinoviale, tessuto che ricopre 

tutte le strutture intra-articolari, tranne le superfici della cartilagine articolare e 

dei menischi (Punzi L. et al., 2010). La membrana sinoviale è costituita da circa 1-

4 strati di cellule, i sinoviociti, che rivestono una matrice che può essere grassa, 

fibrosa, articolare, periostale, a seconda della localizzazione di tali cellule 

ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜΦ ¢ŀƭŜ ƳŜƳōǊŀƴŀ ŝ ƴƻǊƳŀƭƳŜƴǘŜ ōŜƴ ǾŀǎŎƻƭŀǊƛȊȊŀǘŀΣ 

contiene vasi linfatici e piccole fibre nervose. Le cellule del rivestimento sinoviale 

differiscono da quelle delle altre membrane per la mancanza di una membrana 

basale limitante che le separi dai tessuti sub sinoviali, perciò presentano una 

superficie discontinua con ampi spazi tra cellule contigue che agevolano gli 

scambi tra i tessuti. 

La produzione e il mantenimento del LS dipendono dalle caratteristiche della 

membrana sinoviale, che rappresenta una doppia barriera: il flusso di molecole 

Řŀƭ ǇƭŀǎƳŀ ŘŜǾŜΣ ƛƴ ǳƴ ǇǊƛƳƻ ƳƻƳŜƴǘƻΣ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎŀǊŜ ƭΩŜƴŘƻǘŜƭƛƻ ƳƛŎǊƻǾŀǎŎƻƭŀǊŜΣ 

dopodiché passa attraverso la matrice organizzata che circonda le cellule del 

rivestimento sinoviale.  

Il LS svolge funzioni fisiologiche di filtro-barriera, meccanica, di nutrimento e 

protezione della cartilagine. Queste peculiarità sono garantite soprattutto dalla 

presenza di acido ialuronico, al quale sono riconducibili la maggior parte delle 

caratteristiche reologiche e delle funzioni del LS stesso. Nella cavità articolare 

ƭΩŀŎƛŘƻ ƛŀƭǳǊƻƴƛŎƻΣ ǎƛƴǘŜǘƛȊȊŀǘƻ Řŀƛ ǎƛƴƻǾƛƻŎƛǘƛΣ ŝ ǇǊŜǎŜƴǘŜ ƛƴ ǉǳŀƴǘƛǘŁ ŜƭŜǾŀǘŀ όŎƛǊŎŀ 

3mg/ml), per cui favorisce la compenetrazione delle molecole in modo da 

ottenere una soluzione altamente visco-ŜƭŀǎǘƛŎŀΦ Lƭ Ǌǳƻƭƻ ŘŜƭƭΩŀŎƛŘƻ ƛŀƭǳǊƻƴƛŎƻ ŝ 

ǎƻǎǘŀƴȊƛŀƭŜ ŀƴŎƘŜ ǇŜǊ ƭŀ ŦǳƴȊƛƻƴŜ ƳŜŎŎŀƴƛŎŀ ŘŜƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜΣ ŎƘŜ ǎƛ ŜǎǇƭƛŎŀ 

ǎƻǇǊŀǘǘǳǘǘƻ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ǳƴΩŀȊƛƻƴŜ ŀƳƳƻǊǘƛȊȊŀƴǘŜ Ŝ ƭǳōǊƛŦƛŎŀƴǘŜΤ ǉǳŜǎǘΩǳƭǘƛƳŀ 

funzione è svolta soprattutto da la lubricina, una glicoproteina normalmente 

presente sulla superficie della cartilagine articolare, secreta dai fibroblasti 
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sinoviali. Durante il movimento articolare, la capacità lubrificante del LS 

inizialmente risulta più efficŀŎŜ Ŏƻƴ ƭΩŀǳƳŜƴǘŀǊŜ ŘŜƭƭŀ ŦǊŜǉǳŜƴȊŀ ŘŜƭ ƳƻǾƛƳŜƴǘƻ 

stesso; successivamente  si riduce, con il potenziamento della sua funzione 

ammortizzanteΦ vǳŜǎǘŀ ŦǳƴȊƛƻƴŜ ǎŦǊǳǘǘŀ ƭŜ ŎŀǊŀǘǘŜǊƛǎǘƛŎƘŜ ǎǘǊǳǘǘǳǊŀƭƛ ŘŜƭƭΩŀŎƛŘƻ 

ialuronico,  la cui molecola si ripiega a formare sferule in grado di comprimersi se 

sottoposte a carico. 

In condizioni patologiche la funzione del LS è alterata. Se prendiamo in 

ŎƻƴǎƛŘŜǊŀȊƛƻƴŜ ƭΩŀǊǘǊƻǎƛ, è noto come nella sua patogenesi svolga un ruolo 

determinante lo squilibrio metabolico che si crea a livello dei condrociti, le cellule 

del tessuto cartilagineo, con una sequenza di eventi che coinvolgono tutta la 

struttura articolare (Nalbant S. et al., 2003).  

La cartilagine è, infatti, un tessuto connettivale altamente specializzato e le sue 

proprietà di resistenza al carico dipendono essenzialmente dalla complessa 

organizzazione della matrice extracellulare basata essenzialmente su tre 

componenti: acido ialuronico, proteoglicani e fibre di collagene di tipo II. Queste 

ultime formano una trabecolatura όƛƴǘǊŜŎŎƛƻύ ǘǊƛŘƛƳŜƴǎƛƻƴŀƭŜ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭƭŜ Ŏǳƛ 

maglie sono trattenuti gli aggregati proteoglicanici. Questi complessi 

macromolecolari sono in grado di richiamare e trattenere elevate quantità di 

acqua, garantendo al tessuto cartilagineo resistenza al carico anche se 

sottoposto a considerevoli pressioni. 

La disposizione tangenziale alla superficie che assumono le macromolecole di 

collagene nello strato più superficiale della cartilagine e la lubrificazione del LS 

ƎŀǊŀƴǘƛǎŎŜ ōŀǎǎƛ ƛƴŘƛŎƛ Řƛ ŀǘǘǊƛǘƻ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜΦ [ŀ ǎƛƴǘŜǎƛ Ŝ ƭŀ 

ŘƛǎǘǊǳȊƛƻƴŜ Řƛ ǉǳŜǎǘŜ ŎƻƳǇƭŜǎǎŜ ƳŀŎǊƻƳƻƭŜŎƻƭŜ ŝ ǊŜƎƻƭŀǘŀ ŘŀƭƭΩǳƴƛŎŀ 

componente cellulare del tessuto cartilagineo, i condrociti. In condizioni 

fisiologiche i condrociti sono in grado di garantire un sia pur lento ricambio delle 

macromolecole danneggiate. Nelle situazioni di stress ossidativo, di ripetuto 

microtraumatismo, di liberazione di citochine proinfiammatorie, il condrocita, 

per le sue scarse capacità metaboliche di rigenerare il tessuto cartilagineo, 
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subisce un processo di apoptosi non programmata. In ultima analisi si instaura un 

danno tissutale non riparabile, che è alla base del processo artrosico. Vi è, 

consensualmente un  depauperamento del contenuto di lubricina nel LS con 

perdita di efficacia della lubrificazione articolare. I microtraumi riducono 

ǳƭǘŜǊƛƻǊƳŜƴǘŜ ƭΩƛƴǘŜƎǊƛǘŁ ƳƻǊŦƻƭƻƎƛŎŀ Ŝ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭŜ Řƛ ǉǳŜǎǘƻ ŎƻƳǇƭŜǎǎƻ ǘŜǎǎǳǘƻ 

che dipendono sostanzialmente da un equilibrio tra attività di sintesi e di 

degradazione, che ha lo scopo di rimuovere le molecole usurate (Frallonardo P., 

2014). 

Le funzioni principali della membrana sinoviale e del LS sono mirate 

prevalentemente ŀŘ ŀƎŜǾƻƭŀǊŜ ƛƭ ƳƻǾƛƳŜƴǘƻ ŀǊǘƛŎƻƭŀǊŜΦ [ΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜ ŝ ǳƴ 

organo complesso, strutturalmente composta da numerose componenti, anche 

molto diverse tra loro, provviste di una ricca vascolarizzazione/innervazione ed 

una complicata rete linfatica, che sostengono sofisticati meccanismi capaci di 

garantire sensibilità dolorifica, regolazione di pressione e temperatura intra-

articolari, sorveglianza immunitaria, reazione infiammatoria.  

Infine, il LS svolge una funzione di nutrimento della cartilagine articolare 

trasportando ossigeno, glucosio e altre sostanze nutritive dai vasi della 

membrana sinoviale alla cartilagine avascolare.  

Solitamente lo studio del LS normale è piuttosto difficile, in quanto la sua 

quantità è generalmente minima (da 1 a 4 ml), variabile da soggetto a soggetto e 

ŀ ǎŜŎƻƴŘŀ ŘŜƭƭŜ ŘƛƳŜƴǎƛƻƴƛ ŘŜƭƭŜ ŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴƛΦ LƴƻƭǘǊŜΣ ǳƴΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛ άŦƻǊȊŀǘŀέ 

non riesce solitamente ad aspirare più del 60% della quantità presente, perciò gli 

studi disponibili sono pochi e talvolta discutibili. 
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4.2 Artrocentesi e pratica clinica 

4.2.1 Definizione di artrocentesi 

[ΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛ ŎƻƴǎƛǎǘŜ ƴŜƭ ǇǊŜƭƛŜǾƻΣ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ŀƎƻ Ŝ ǎƛǊƛƴƎŀ ǎǘŜǊƛƭƛ ƳƻƴƻǳǎƻΣ Řƛ 

un campione di LS articolare (Figura 18) e per estensione delle borse e guaine 

tendinee. È una procedura comune nella diagnosi e terapia di artropatie 

caratterizzate da versamento (artriti di varia natura, artrosi), viene 

prevalentemente eseguita dal reumatologo o da altri specialisti che si 

occupano di patologie articolari (fisiatra, ortopedico).  

 

Figura 18: immagine schematica della manovra di artrocentesi. Nel riquadro in basso sezione 
lƻƴƎƛǘǳŘƛƴŀƭŜ ŘŜƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ ƎƛƴƻŎŎƘƛƻΣ ǊŀǇǇƻǊǘƛ ǘǊŀ ƛ ŎŀǇƛ ŀǊǘƛŎƻƭŀǊƛ Ŝ ƭŜ ǇǊƛƴŎƛpali strutture  

periarticolari (fonte: Zeller J. L., 2007). 
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пΦнΦн [Ŝ ƛƴŘƛŎŀȊƛƻƴƛ ŀƭƭΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛ 

мΦ [ΩŀǊǘǊƻŎentesi permette, principalmente Ŏƻƴ ƭΩŀǎǇƛǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ [{Σ di 

ŘŜŎƻƳǇǊƛƳŜǊŜ ƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜΣ ŀƭƭŜǾƛŀƴŘƻ ƛ ǎƛƴǘƻƳƛ ŘŜƭƭΩƛƴŦƛŀƳƳŀȊƛƻƴŜ Ŝκƻ 

drenare il liquido infetto nelle artriti settiche. Attraverso tale procedura è 

infatti possibile ridurre la pressione intra-articolare e limitare il danno 

articolare causato dal un processo infettivo in atto.  

нΦ [ŀ ǇǊŀǘƛŎŀ ŘŜƭƭΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛ ŘŜǾŜ ŜǎǎŜǊŜ ŦƛƴŀƭƛȊȊŀǘŀΣ ǇǊŜǾŀƭŜƴǘŜƳŜƴǘŜΣ ŀƭƭŀ 

diagnosi di un processo patologico articolare mediante, in prima battuta, la 

valutazione  delle caratteristiche macroscopiche del campione, quali aspetto, 

volume, viscosità, colore. [ΩŀǎǇŜǘǘƻ ƳŀŎǊƻǎŎƻǇƛŎƻ ŦƻǊƴƛsce informazioni utili 

relative al grado di cellularità e infiammazione del campione prelevato. 

[Ωŀƴŀƭƛǎƛ ŘŜƭ [{Σ ŘŜǾŜ ŜǎǎŜǊŜ ŜǎŜƎǳƛǘŀ ŀ ŦǊŜǎŎƻΣ ǎǳōƛǘƻ ŘƻǇƻ ƭΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛΣ ŀƭ 

microscopio ottico a luce polarizzata e compensataΣ ǇŜǊ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ Řƛ 

microcristalli di urato monosodico, diagnostici per la gotta, o di pirofosfato di 

ŎŀƭŎƛƻ ό/ttύ ƴŜƭƭΩŀǊǘǊƻǇŀǘƛŀ Řŀ /ttΦ LƴƻƭǘǊŜ di fondamentale importanza è la 

conta cellulare totale e differenziale del LS per stabilirne le caratteristiche 

infiammatorie/non infiammatorie o settiche. Nelle forme infettive, inoltre, 

ƭΩŜǎŀƳŜ ƳƛŎǊƻōƛƻƭƻƎƛŎƻ Ŝ ŎƻƭǘǳǊŀƭŜ ŝ ŜǎǎŜƴȊƛŀƭŜ ǇŜǊ ŘŜǘŜǊƳƛƴŀǊŜ ƭŀ ǇǊŜǎŜƴȊŀ Řƛ 

microorganismi patogeni. Il LS può essere testato, inoltre, per rivelare la 

presenza di sangue, proteine e glucosio. 

3. [ΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛ ǇǳƼ ŀǾŜǊŜ ǳƴΩǳƭǘŜǊƛƻǊŜ ǾŀƭŜƴȊŀ ǘŜǊŀǇŜǳǘƛŎŀ Ŏƻƴ ƛƭ ǎƻƭƭƛŜǾƻ 

immediato del dolore e gonfiore mediante la decompressione. Infatti, al fine 

Řƛ ǊƛŘǳǊǊŜ ƭΩƛƴŦƛŀƳƳŀȊƛƻƴŜ ŀǊǘƛŎƻƭŀǊŜ, può ŜǎǎŜǊŜ ƛƴƛŜǘǘŀǘƻ ƴŜƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜ ǳƴ 

ŦŀǊƳŀŎƻ όƛƴŦƛƭǘǊŀȊƛƻƴŜύ ƛƴ ǾŀǊƛŜ ŦƻǊƳŜ Řƛ ŀǊǘǊƛǘŜ ŎƻƳŜ ƭΩŀǊǘǊƛǘŜ ǊŜǳƳŀǘƻƛŘŜΣ ƭŜ 

artriti da microcristalli e nelle fasi di flare ŘŜƭƭΩŀǊǘǊƻǎƛ. 
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Le sostanze terapeutiche più frequentemente somministrate mediante 

infiltrazione sono: 

ω Corticosteroidi a lento rilascio: sono farmaci che agiscono localmente come 

anti-ƛƴŦƛŀƳƳŀǘƻǊƛΣ ǊƛŘǳŎŜƴŘƻ ƛ ǎƛƴǘƻƳƛ ŘŜƭƭΩŀǊǘǊƛǘŜΣ ŎƻƴǘǊƻƭƭŀƴŘƻ ƭΩŜŦŦŜǘǘƻ Řƛ 

alcune citochine proinfiammatorie (interleuchine 1, 6; tumor necrosis factor 

alfa) nel microambiente articolare. Tali farmaci lƛƳƛǘŀƴƻ ƭΩŀŎŎǳƳǳƭƻ ŘŜƭƭŜ 

sostanze di degradazione prodotte dalle cellule responsabili del processo 

ƛƴŦƛŀƳƳŀǘƻǊƛƻ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭƭŀ ŎŀǾƛǘŁ ŀǊǘƛŎƻƭŀǊŜ minimizzando il danno 

tessutale. [ΩŀȊƛƻƴŜ ǘŜǊŀǇŜǳǘƛŎŀ ŘŜƛ ŎƻǊǘƛŎƻǎteroidi a lento rilascio è limitata 

nel tempo potendo generare sollievo del dolore soltanto per alcuni mesi; in 

alcuni casi possono risultare inefficaci. 

ω !ŎƛŘƻ ƛŀƭǳǊƻƴƛŎƻΥ ƭǳōǊƛŦƛŎŀ ƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜΣ ƳƛƎƭƛƻǊŀƴŘƻ ƭŜ ŎŀǊŀǘǘŜǊƛǎǘƛŎƘŜ 

reologice del LS nella patologia artrosica, consente una più agevole mobilità 

ed allevia i sintomi come il dolore al carico e gli scrosci articolari.  Il beneficio 

può sussistere per periodi variabili da 6 a12 mesi. 

 

4.2.3 tǊƻŎŜŘǳǊŀ ŘŜƭƭΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛ 

Nella pratica clinica le articolazioni comunemente sottoposte ad artrocentesi 

comprendono ginocchio, caviglia, spalla, polso e piccole articolazioni di mani e 

piedi. Nel presente lavoro di tesi sono stati studiati 11 campioni di LS prelevati 

ŘŀƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ ƎƛƴƻŎŎƘƛƻ Ŝ м ŎŀƳǇƛƻƴŜ Řŀƭƭŀ ǇƻǊȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŀǾŀƳǇƛŜŘŜΦ 

5ǳǊŀƴǘŜ ƭΩŜǎŀƳŜ ƻōƛŜǘǘƛǾƻΣ ǳƴ ǾŜǊǎŀƳŜƴǘƻ ŀǊǘƛŎƻƭŀǊŜ ǇŀǘƻƭƻƎƛŎƻ ŘŜƭ ƎƛƴƻŎŎƘƛƻ ŝ 

ŎƭƛƴƛŎŀƳŜƴǘŜ ŜǾƛŘŜƴȊƛŀōƛƭŜ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ƭŀ ƳŀƴƻǾǊŀ ŘŜƭ άōŀƭƭƻǘǘŀƳŜƴǘƻ ǊƻǘǳƭŜƻέΣ ƛƴ 

particolare quando vi è una raccolta abbondante di LS. In caso di minime 

quantità e/o di piccole articolazioni viene utilizzata la tecnica ultrasonografica 

ό¦{ύ ǇŜǊ ƳŜǘǘŜǊŜ ƛƴ ŜǾƛŘŜƴȊŀ ƛƭ ǾŜǊǎŀƳŜƴǘƻ ŜΣ ǘŀƭǾƻƭǘŀΣ ŜŦŦŜǘǘǳŀǊŜ ƭΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛ 

ecoguidata (Miksanek J et al., 2015 e Grassi W et al., 2015). Negli ultimi anni la 

tecnica US viene impiegata sempre più frequentemente in campo 
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reumatologico per la sua rapida esecuzione, la non invasività, il basso costo e la 

ǊƛǇŜǘƛōƛƭƛǘŁΦ bŜƭƭƻ ǎǘǳŘƛƻ ŘŜƭƭΩŀǊǘǊƻǎƛΣ ƛƴ ǇŀǊǘƛŎƻƭŀǊŜ ŘŜƭƭŀ ƳŀƴƻΣ ŘŜƭƭΩŀƴŎŀ Ŝ ŘŜƭ 

ƎƛƴƻŎŎƘƛƻΣ ƭΩ¦{ ǇŜǊƳŜǘǘŜ Řƛ evidenziare specificamente i cambiamenti a cui va 

incontro la cartilagine, la conseguente riduzione della rima articolare, gli 

ƻǎǘŜƻŦƛǘƛΣ ƭΩƛƴŦƛŀƳƳŀȊƛƻƴŜ Ŝ ƭΩŜǾŜƴǘǳŀƭŜ ǾŜǊǎŀƳŜƴǘƻΦ 

bŜƭƭŀ ǇǊŀǘƛŎŀ ŘŜƭƭΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛΣ ŘƻǇƻ ŀǾŜǊ ƛƴŘƛǾƛŘǳŀǘƻ ŎƻǊǊŜǘǘŀƳŜƴǘŜ ƭŀ Ȋƻƴŀ 

idonea per effettuare il prelievo, di fondamentale importanza è la disinfezione 

ŀŎŎǳǊŀǘŀ ŘŜƭƭŀ ŎǳǘŜ Řŀ ǇǳƴƎŜǊŜ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ƭΩŀǇǇƭƛŎŀȊƛƻƴŜ Řƛ ǳƴŀ ǎƻƭǳȊƛƻƴŜ Řƛ ƛƻŘƛƻ 

liquido, come Betadine® o Braunol® (polivinilpirrolidone complesso iodico) 

mediante garze sterili. [ΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛ ǾƛŜƴŜ ŎƻƴŘƻǘǘŀ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩǳǎƻ Řƛ ǳƴŀ 

ǎƛǊƛƴƎŀ ǎǘŜǊƛƭŜ Ƴƻƴƻǳǎƻ Ƴǳƴƛǘŀ Řƛ ŀƎƻΣ ŀƴŎƘΩŜǎǎƻ ǎǘŜǊƛƭŜ Ƴƻƴƻǳǎƻ. Dopo 

ƭΩŀǎǇƛǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ [{Σ ƛƭ ƳŜŘƛŎƻ ǇǳƼΣ ǎŜ ƴŜŎŜǎǎŀǊƛƻΣ ǇǊƻŎŜŘŜǊŜ ŀƭƭΩƛƴŦƛƭǘǊŀȊƛƻƴŜ 

intrarticolare.  

[ΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛΣ ǎŜƎǳƛǘŀ ŘŀƭƭΩindagine macroscopica e microscopica del liquido 

sinoviale, rappresenta una metodica di approccio clinico-diagnostico e 

terapeutico ormai ampiamente affermata in letteratura, essenziale nella pratica 

quotidiana del reumatologo clinico secondo le indicazioni della società italiana di 

reumatologia (Punzi et al., 2007). 
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4.3 Trattamento delle campionature 

I campioni di liquido sinoviale ŦƻǊƴƛǘƛ ŘŀƭƭΩ¦ƴƛǘŁ Řƛ wŜǳƳŀǘƻƭƻƎƛŀ ŘŜƭ 5ƛǇŀǊǘƛƳŜƴǘƻ 

Řƛ aŜŘƛŎƛƴŀ ŘŜƭƭΩ¦ƴƛǾŜǊǎƛǘŁ Řƛ tŀŘƻǾŀ sono stati crioconservati per essere 

mantenuti nel lungo periodo ed evitare così la loro decomposizione e 

alterazione. 

Dal momento che uno studio multi-metodologico di tale portata riguardante i 

cristalli presenti ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ Řƛ ŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴƛ ǇŀǘƻƭƻƎƛŎƘŜ non è mai stato condotto 

prima, non si è potuto usufruire di un protocollo procedurale consolidato e la 

preparazione dei campioni è stata così valutata in base alle tecniche analitiche  

utilizzateΦ [Ωunica procedura che si 

è svolta secondo le stesse modalità 

per tutti i campioni esaminati è 

quella iniziale, che consiste nella 

diluzione e centrifugazione dei 

campioni liquidi.  

Perciò, dopo aver lasciato 

scongelare i campioni a 

temperatura ambiente, questi sono 

stati centrifugati una prima volta 

senza alcuna diluizione utilizzando 

ƭΩUltracentrifuga EPPENDORF 5414 

(Figura 19); dopodiché è stato 

prelevato loro il sovranatante, 

aggiunto un mezzo diluente (acqua 

o etanolo), con lo scopo di separare 

la frazione organica mediamente 

più leggera  ed evitare o limitare la 

cristallizzazione del cloruro di sodio; 

Figura 19: Ultracentrifuga EPPENDORF 5414 
utilizzata per il trattamento delle campionature 
durante il presente studio. 
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i campioni, agitati per alcuni minuti, sono stati posti nuovamente in centrifuga.  

Tale procedimento è stato ripetuto per sei cicli complessivi della durata di 10 

minuti ciascuno per i campioni GAL, GIB, BUS e PFCD, mentre sono stati 

sottoposti a quattro cicli di 5 minuti ciascuno i campioni OA59PELLET, P1, BD, 

1MN, 2PAM, 3PIZ, 4 CPP e 7.4.15. 

Quindi, non esistendo un protocollo standardizzato per il trattamento dei 

campioni liquidi di tale natura, i primi due campioni, OA59PELLET e P1, sono stati 

diluiti utilizzando alcol etilico come solvente, come indicato da fonti di 

letteratura per il trattamento di campioni contenenti cristalli di urato 

monosodico e pirofosfato di calcio diidrato (Rosenthal A. K. et al., 2001). Prima di 

procedere con la prima diluizione il campione P1 si presentava come un coagulo 

bianco-rosato completamente privo di una porzione liquida, il quale è stato 

ŘƛǎƎǊŜƎŀǘƻ Ŏƻƴ ƭΩŀƛǳǘƻ Řƛ ǳƴ ŀƎƻ ǇǊŜŎŜŘŜƴǘŜƳŜƴǘŜ ŘƛǎƛƴŦŜǘǘŀǘƻΦ Lƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ 

OA59PELLET, invece, appariva inizialmente liquido e, dopo aver addizionato 

etanolo si è notata la formazione di un grande flocculo giallastro, che è stato 

asportato. In seguito ai successivi quattro cicli di centrifuga della durata di 5 

minuti ciascuno dal campione OA59PELLET è stata prelevata la porzione 

concentrata sul fondo della provetta con un micropipettatore e posta su due 

vetrini, OA59_1 e OA59_2, precedentemente puliti con alcol etilico. Anche dal 

campione P1 sono stati eseguiti due prelievi della parte concentrata e le gocce 

sono state distribuite su due vetrini distinti denominati P1a e P1b. I campioni così 

preparati sono stati lasciati disidratare a temperatura ambiente. 

 

Il campione BD è stato suddiviso in due porzioni distinte, che sono state poste in 

due provette e hanno subito trattamenti differenti: una di queste è stata diluita 

con alcol etilico (BDETAN), mentre ƭΩaltra è stata addizionata con acqua ultrapura 

Millipore® (BDH2O). Si è subito notata una differenza nel comportamento dei 

due campioniΥ ƭΩŀƭŎƻƭ ŜǘƛƭƛŎƻ Ƙŀ ƛƳƳŜŘƛŀǘŀmente indotto a flocculazione il 

campione, mentre il campione trattato con acqua ultrapura non ha subito 
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variazioni macroscopiche evidenti. Una volta trattato in ultracentrifuga 

attraverso il procedimento descritto in precedenza, il campione di liquido è stato 

posto su due vetrini distinti, le cui gocce sono state in seguito lasciate disidratare 

in forno a 40 °C. 

I campioni GAL, BUS, GIB e PFCD hanno subito il medesimo trattamento dei 

campioni precedenti utilizzando però ŎƻƳŜ ǎƻƭǾŜƴǘŜ ǎƻƭǘŀƴǘƻ ƭΩŀŎǉǳŀ ǳƭǘǊŀǇǳǊŀ 

Millipore®. Posti i campioni in quattro provette uguali e contrassegnate per 

distinguerle, è stata eseguita una prima centrifuga senza alcuna diluizione, 

dopodiché è stato tolto il sovranatante e addizionata acqua ultrapura Millipore®. 

Agitati i campioni manualmente Ŝ Ŏƻƴ ƭΩŀǳǎƛƭio di un agitatore per provette sono 

stati nuovamente posti in centrifuga per il secondo ciclo di 10 minuti. Si è 

proceduto secondo questa modalità per sei cicli complessivi, in modo da 

garantire un concentrato di cristalli sul fondo della provetta quanto più libero da 

residui di materia organica. Ovviamente essendo ogni campione diverso 

ŘŀƭƭΩŀƭǘǊƻ ŀƭŎǳƴƛ Ƙŀƴƴƻ ǇǊŜǎŜƴǘŀǘo un residuo organico più cospicuo rispetto ad 

altri. 

Una volta completati i cicli di centrifuga sono state poste, su vetrini distinti e 

contrassegnati, una o due gocce per campione prelevate dalla parte inferiore 

ŘŜƭƭŀ ǇǊƻǾŜǘǘŀ Ŏƻƴ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ Řƛ un micropipettatore. Questa operazione è stata 

eseguita con la massima precisione e cautela in quanto anche solo un piccolo 

movimento avrebbe fatto sollevare il micro-concentrato facendolo disperdere 

nel solvente. 

I vetrini su cui sono stati depositati i campioni liquidi sono stati successivamente 

posti in forno a 40 °C fino a completa disidratazione. 

Il campione 7.4.15 ha subito lo stesso trattamento dei campioni 

precedentemente descritti, con ƭΩǳƴƛca differenza che ha sostenuto quattro cicli 

di centrifuga da 5 minuti ciascuno. La scelta del supporto su cui depositare il 

campione liquido è stata a lungo ponderata in quanto si è voluto utilizzare un 
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materiale che potesse essere idoneo per il maggior numero di tecniche 

analitiche. 

Di conseguenza sono stati testati diversi materiali: plastiche comuni (PET, LDPE, 

ecc.), tetraborato di litio, araldite, Kapton® e idrato di cellulosa. La maggior 

parte delle plastiche risulta polarizzataΣ ŎǊŜŀƴŘƻ ǇǊƻōƭŜƳƛ ƴŜƭƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ 

cristalli già al microscopio ottico, il tetraborato di litioΣ ƭΩŀǊŀƭŘƛǘŜ e il Kapton® 

presentano un background in diffrazione troppo marcatoΣ ƳŜƴǘǊŜ ƭΩƛŘǊŀǘƻ Řƛ 

cellulosa è risultato il materiale maggiormente ƛŘƻƴŜƻ ǎƛŀ ǇŜǊ ƭΩƻǎǎŜǊǾŀȊƛƻƴŜ ŀƭ 

microscopio ottico polarizzatore che per le analisi in diffrazione a raggi X. È stato 

perciò creato un supporto che fosse in grado di sostenere le gocce di campione 

liquido da far disidratare, ritagliando un piccolo telaio da un foglio di acetato su 

cui è stato poi fatto aderire un foglio di idrato di cellulosa, in modo che la 

ǇƻǊȊƛƻƴŜ ŎŜƴǘǊŀƭŜ ǊƛǎǳƭǘŀǎǎŜ ƻŎŎǳǇŀǘŀ ǎƻƭǘŀƴǘƻ Řŀ ǉǳŜǎǘΩǳƭǘƛƳo materiale. È stato 

quindi utilizzato un capillare del diametro iƴǘŜǊƴƻ Řƛ тлл ˃Ƴ ǇŜǊ ǇǊŜƭŜǾŀǊŜ ŀƭŎǳƴŜ 

gocce di campione liquido dalla porzione concentrata sul fondo della provetta e 

fatte depositare su tre supporti distinti così realizzati (Figura 20).  

 

Figura 20: il capillare e telaio di acetato su cui è stato fatto aderire un foglio di idrato di cellulosa; la goccia 
biancastra sul supporto è il campione di liquido diluito e centrifugato. 
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/ƻƳŜ ǳƭǘƛƳŀ ƻǇŜǊŀȊƛƻƴŜ ŝ ǎǘŀǘŀ ǇǊŜƭŜǾŀǘŀ ǳƴΩŀƭǘǊŀ ǇƛŎŎƻƭŀ ǉǳŀƴtità di liquido 

ŎƻƴŎŜƴǘǊŀǘƻ Řŀƭƭŀ ǇƻǊȊƛƻƴŜ ōŀǎŀƭŜ ŘŜƭƭŀ ǇǊƻǾŜǘǘŀ Ŝ ƭŀǎŎƛŀǘŀ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ 

capillare, che, una volta disidratato, è stato analizzato in geometria a 

trasmissione in diffrazione a RX delle polveri convenzionale. Il capillare è stato 

lasciato disidratare in forno per alcune ore ad una temperatura di 40 °C, mentre 

gli altri tre campioni sono stati lasciati disidratare a temperatura ambiente in un 

contenitore chiuso in presenza di sali di silice. 

Infine, è stato preparato un ulteriore campione, per condurre analisi in 

geometria Bragg-Brentano al diffrattometro a RX delle polveri convenzionale, la 

cui preparazione si è svolta come segue: sono state deposte in modo sequenziale 

più gocce del campione di liquido sinoviale, diluito e centrifugato, su di un 

supporto costituito da un monocristallo di silicio metallico (denominato άȊŜǊƻ 

ōŀŎƪƎǊƻǳƴŘέύ. La deposizione della goccia successiva avveniva solamente una 

volta che la precedente era stata completamente disidratata ponendo il 

campione in un contenitore chiuso in presenza di sali di silice. Procedendo in 

questo modo è stato possibile ottenere un piccolo concentrato di cristalli, tale 

ŎƘŜ ƭΩŀƳƳƻƴǘŀǊŜ ŘŜƎƭƛ ǎǘŜǎǎƛ ǊƛǎǳƭǘŀǎǎŜ ǎǳŦŦƛŎƛŜƴǘŜ ǇŜǊ ƭΩŀŎǉǳƛǎƛȊƛƻƴŜ Řƛ ǳƴ 

diffrattogramma. 

Gli ultimi quattro campioni trattati (1MN, 2PAM, 3PIZ, 4CPP) hanno subito una 

procedura di preparazione leggermente differente: è stata aggiunta un piccola 

quantità di ialuronidasi, enzima che viene utilizzato per scindere le catene di 

acido ialuronico in modo da liberare i cristalli senza che questi vengano 

compromessi (Cheng X. et al., 2009 e Bolan L. et al., 2014). Ogni campione è 

quindi stato suddiviso in due provette, in una di queste sono state aggiunte due 

gocce delƭΩŜƴȊƛƳŀ ƛŀƭǳǊƻƴƛŘŀǎƛ, il quale è stato lasciato agire per circa 10 minuti, 

mentre la seconda porzione di campione non è stata modificata. I campioni così 

preparati sono quindi stati trattat i come descritto in precedenza, utilizzando 

ƭΩŀŎǉǳŀ ǳƭǘǊŀǇǳǊŀ aƛƭƭƛǇƻǊŜ® come solvente e sottoponendoli a quattro cicli di 

centrifuga, ognuno della durata di 5 minuti. Terminati i cicli di centrifuga è stato 
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prelevato il fondo concentrato di ciascuna provetta e su ogni vetrino distinto per 

ciascun campione sono state poste due gocce di liquido, una dal campione 

addizionato con ialǳǊƻƴƛŘŀǎƛ Ŝ ƭΩŀƭǘǊŀ Řŀ ǉǳŜƭƭƻ ƴƻƴ ǘǊŀǘǘŀǘƻΦ I vetrini così 

preparati sono stati collocati in un contenitore chiuso a temperatura ambiente in 

presenza di sali di silice fino a completa disidratazione del campione. 

Alcuni campioni trattati hanno mantenuto un accumulo di sostanza organica, la 

cui consistenza vischiosa ha in alcuni casi impedito allo stesso di staccarsi dalla 

base della provetta. Questo fattore ha rappresentato una difficoltà non banale, 

in quanto il coagulo organico tratteneva i cristalli in piccoli ammassi, impedendo 

loro di disperdersi  e poter essere così meglio osservati e analizzati.  
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5. Risultati e discussioni 

In questo capitolo vengono illustrati e discussi i risultati ottenuti dallo studio dei 

campioni di LS presi in esame durante il presente lavoro di tesi. È opportuno 

precisare che non sempre tutte le metodologie analitiche illustrate nel capitolo 3 

ǎƻƴƻ ǎǘŀǘŜ ǳǘƛƭƛȊȊŀǘŜ ǇŜǊ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ di ciascuno dei campioni a causa di differenti 

problematiche che verranno descritte nel presente capitolo.  

 

5.1 /ŀƳǇƛƻƴŜ άтΦпΦмрέ 

Il campione ά7.4.15έ ŝ ƭΩǳƴƛŎƻ ŎƘŜ ŝ stato studiato attraverso tutte le tecniche 

analitiche precedentemente descritte. 

 

Figura 21: cristalli birifrangenti individuati come pirofosfati di calcio (immagine al microscopio ottico in 
luce polarizzata con compensatore). 

 

Attraverso la microscopia ottica si è potuto osservare come i cristalli rinvenuti nel 

campione in studio fossero relativamente abbondanti, ma di dimensioni ridotte, 

con rari casi di cristalli aventi dimensione massima fino a нл ˃ƳΣ ƻǎǎŜǊǾŀōƛƭƛ ƛƴ 

Figura 21. 
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/ƻƴ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ ŘŜƭ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛƻ ƻǘǘƛŎƻ ƛƴ ƭǳŎŜ ǇƻƭŀǊƛȊȊŀǘŀ sono quindi stati 

individuati i cristalli da sottoporre a successive analisi attraverso ulteriori 

metodologie analitiche. È tuttavia da precisare che non tutti i corpi che hanno 

presentato birifrangenza corrispondono ai cristalli oggetto principale di questo 

studio, infatti molte altre particelle di varia natura possono esibire questa 

proprietà ottica, motivo per il quale solo le successive analisi specifiche 

riveleranno ulteriori caratteristiche utili a definirne la vera identità. 

Le analisi micro-Raman condotte su alcuni dei cristalli osservati hanno 

confermato la natura dei corpi birifrangenti precedentemente individuati e 

selezionati al microscopio ottico polarizzatore, identificati come cristalli di 

pirofosfato di calcio diidrato. Un esempio degli spettri raccolti è osservabile in 

Figura 22 e presenta i picchi principali a valori di Raman shift di 1049, 754, 1182, 

1125 cm-1; tali valori sono perfettamente combacianti con i valori trovati in 

letteratura (Figura 23) (Chen K. et al., 2008). 

 

 

Figura 22Υ ǎǇŜǘǘǊƻ wŀƳŀƴ ǊŀŎŎƻƭǘƻ Řŀ ǳƴ ŎǊƛǎǘŀƭƭƻ ŎƘŜ ǇǊŜǎŜƴǘŀ ƳŀǊŎŀǘŀ ōƛǊƛŦǊŀƴƎŜƴȊŀ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ 
campione 7.4.15. 
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Figura 23: spettri Raman di (a) una placca calcificata, (b) pirofosfato di calcio diidrato monoclino (m-
CPPD), (c) CPPD triclino (t-CPPD), (d) idrossiapatite (HA) (Chen K. et al., 2008). 

 

È possibile constatare dal confronto tra gli spettri di Figura 22 e Figura 23 che i 

picchi relativi al cristallo analizzato combaciano con la maggior parte dei picchi 

del pirofosfato di calcio triclino (c) documentato in letteratura. 

Le analisi SEM condotte sul campione hanno evidenziato la presenza di numerosi 

cristalli, osservabili nella Figura 24, che illustra la stessa porzione del campione in 

due immagini acquisite simultaneamente da elettroni secondari e da elettroni 

retrodiffusi. 
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Figura 24: immagine SEM del campione 7.4.15, a sinistra SE e a destra BSE, entrambe a 1000 
ingrandimenti. Il cristallo cerchiato è analizzato mediante spettrometria EDS (si veda Figura 25). 

 

È possibile notare che ƴŜƭƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ Řŀ ŜƭŜǘǘǊƻƴƛ ǊŜǘǊƻŘƛŦŦǳǎƛ ƭΩƛŘŜƴǘƛficazione dei 

cristalli è facilitata in quanto, come descritto nel capitolo 3.2, i cristalli di fosfato 

di calcio, caratterizzati da un numero atomico medio maggiore, appaiono più 

chiari rispetto alla base costituita da materiale organico. 

 

Figura 25: spettro EDS del cristallo cerchiato in Figura 24. 
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Lo spettro EDS riportato in Figura 25 rappresenta in maniera esemplificativa la 

composizione chimica del cristallo cerchiato in giallo in Figura 24, che risulta 

essere costituito da fosforo, calcio e ossigeno. In questo campione sono stati 

analizzati diversi altri cristalli simili al precedente e tutti hanno rivelato la 

medesima composizione chimica. 

Per quanto riguarda le analisi in diffrazione a raggi X da polveri, a causa della 

quantità estremamente limitata di campione a disposizione, è stato necessario 

non solo ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ ŘŜƭ ǎǳǇǇƻǊǘƻ άȊŜǊƻ ōŀŎƪƎǊƻǳƴŘέΣ Ƴŀ ŀƴŎƘŜ ǳƴ ǘŜƳǇƻ Řƛ misura 

molto elevato, per un totale di 84 ore. 

Il pattern risultante, riportato in Figura 26 ha evidenziato diversi picchi di 

diffrazione, che sono stati trattati e analizzati con ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ ŘŜƭ ǎƻŦǘǿŀǊŜ IƛƎƘǎŎƻǊŜ 

Plus (HSP).  

 

Figura 26: diffrattogramma ottenuto attraverso la diffrattometria a RX delle polveri convenzionale. 

 

Numerosi picchi risultano appartenere al pattern di diffrazione del pirofosfato di 

calcio diidrato, presente nel database PDF con codice di riferimento 041-0488, 

confermando le precedenti analisi spettroscopiche. Tuttavia, alcuni picchi sono 

rimasti esclusi da questa identificazione e, malgrado i numerosi tentativi di 

assegnazione, non si è ancora giunti alla determinazione certa delle ulteriori fasi 
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presenti nello stesso campione. Il picco di diffrazione molto intenso a circa 

нʻҐ29.4° potrebbe appartenere alla calcite, ma non sono state ottenute altre 

evidenze a conferma di tale identificazione. Per comprovare i risultati ricavati 

attraverso ǉǳŜǎǘΩǳƭǘƛƳŀ ƳŜǘƻŘƻƭƻƎƛŀ ŀƴŀƭƛǘƛŎŀ è stata condotta una misura di 

micro-diffrazione a raggi X su una piccola porzione dello stesso materiale, 

prelevata per mezzo di una fibra Řƛ ǾŜǘǊƻ Ŏƻƴ ŘƛŀƳŜǘǊƻ Řƛ млл ˃Ƴ (Figura 27).  

 

Figura 27: porzione del campione 7.4.15 analizzato in micro-diffrazione a RX. Lƭ ƭŀǘƻ ŘŜƭƭŀ ƎǊƛƎƭƛŀ ŝ млл˃ƳΣ 
ƭΩŀǊŜŀ ŎƛǊŎƻƭŀǊŜ ǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀ ŀǇǇǊƻǎǎƛƳŀǘƛǾŀƳŜƴǘŜ ƭΩŀǊŜŀ ƛǊǊŀŘƛŀǘŀ Řŀƭ ŦŀǎŎƛƻ Řƛ w·Φ 

 

I risultati ottenuti, osservabili nel diffrattogramma di Figura 28, hanno 

confermato le analisi condotte attraverso il diffrattometro da polvere 

convenzionale. 

I due diffrattogrammi acquisiti risultano apparentemente diversi in quanto il 

diffrattometro a RX delle polveri convenzionale utilizzato per ricavare il pattern 

di diffrazione di Figura 26 impiega ƭŀ ƭǳƴƎƘŜȊȊŀ ŘΩƻƴŘŀ ŘŜƭ ǊŀƳŜ ό/ǳYʰҐмΦрпму)ύΣ 

mentre il diffrattometro per la micro-ŘƛŦŦǊŀȊƛƻƴŜ ŀ w· ǎŦǊǳǘǘŀ ƭŀ ƭǳƴƎƘŜȊȊŀ ŘΩƻƴŘŀ 
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ŘŜƭ ƳƻƭƛōŘŜƴƻ όaƻYʰҐлΦтмлт)ύΦ Inoltre i valori delle distanze interplanari sono 

leggermente differenti nei due diffrattogrammi per motivi strumentali. 

 

Figura 28: diffrattogramma ottenuto attraverso la micro-diffrazione a RX di un insieme di cristalli del 
campione 7.4.15 

 

Attraverso ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ŘŜƭƭŜ ǇƻǎƛȊƛƻƴƛ ŘŜƛ ǇƛŎŎƘƛ Řƛ ŘƛŦŦǊŀȊƛƻƴŜ ǎƛ è inoltre riusciti a 

ŘŜǘŜǊƳƛƴŀǊŜ ƛ ǇŀǊŀƳŜǘǊƛ Řƛ ŎŜƭƭŀ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ ŘŜƭ ǎƻŦǘǿŀǊŜ ¦bL¢/9[[ Řƛ 

Holland and Redfern (1995). I parametri ottenuti sono: 

a = 7.3656(9) 

b = 8.2773(21) 

c = 6.6865(8) 

ʰ Ґ млнΦутόнύ 

ʲ  Ґ тнΦруόнύ 

ʴ Ґ фрΦлтόнύ 

Vol = 379.09(9) 

Tali parametri di cella corrispondono a quelli del pirofosfato di calcio diidrato, 

come dimostrato in letteratura (Mandel N. S., 1975). 
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5.2 /ŀƳǇƛƻƴŜ άD![έ 
 

Il campione άD![έ, una volta preparato come descritto nel capitolo 4.3, è stato 

osservato al microscopio ottico in luce polarizzata pŜǊ ƭΩƛƴŘƛǾƛŘǳŀȊƛƻƴŜ Řƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ 

da studiare successivamente attraverso le altre metodologie analitiche. In 

particolare, lungo il bordo della goccia disidratata è stata osservata una serie di 

cristalli prismatici, allungati e birifrangenti, tutte caratteristiche proprie dei 

pirofosfati di calcio, Ŏƻƴ ŘƛƳŜƴǎƛƻƴƛ ŎƘŜ ǊŀƎƎƛǳƴƎƻƴƻ ŀƴŎƘŜ ƛ нр ˃Ƴ (Figura 29). 

Un solo dettaglio è apparso incongruente: la birifrangenza anziché essere 

positiva risultava negativa. Per confermare la presenza di questi cristalli è stata 

analizzata anche una goccia di LS allo stato liquido, non diluito né centrifugato, 

confermando la loro presenza anche sul campione precedentemente al 

trattamento.  

 

Figura 29: cristalli prismatici birifrangenti del campione "GALέ όƛƳƳŀƎƛƴŜ ŀƭ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛƻ ƻǘǘƛŎƻ in luce 
polarizzata con compensatore). 

 

Nella porzione interna della goccia, invece, si sono notate delle conformazioni 

irregolari non birifrangenti di natura presumibilmente organica (Figura 30), 
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contenenti particelle birifrangenti di forma molto meno definita e regolare 

rispetto a quella dei cristalli presenti lungo il bordo della goccia. Tali particelle, di 

dimensioni variabili tra i 1л Ŝ ƛ тл ˃ƳΣ ǎƻƴƻ ŎŀǊŀǘǘŜǊƛȊȊŀǘŜ da un abito per lo più 

tondeggiante e con una birifrangenza con colori variabili e non omogenea sulla 

particella (Figura 31). 

 

Figura 30: conformazioni άorganicheέ irregolari contenenti piccoli corpuscoli birifrangenti (immagine al 
microscopio ottico in luce polarizzata con compensatore) 

 

Figura 31: corpi tondeggianti con colori di interferenza variabili (immagine al microscopio ottico in luce 
polarizzata con compensatore). 
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tŜǊ ǇǊƻŎŜŘŜǊŜ Ŏƻƴ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ƛƴ ƳƛŎǊƻ-diffrazione a RX uno dei cristalli osservati in 

Figura 29 è stato quindi montato (pur con difficoltà) su di una fibra di vetro del 

diametro di млл ˃Ƴ. La principale complicazione nel prelievo di un singolo 

individuo si è rivelata essere la durezza estremamente bassa dei cristalli: questi 

infatti si frammentavano al primo contatto con il capillare utilizzato per 

raccoglierli dal supporto. Tale comportamento è sembrato anomalo in quanto i 

fosfati di calcio possiedono una durezza piuttosto elevata. Si è quindi proceduto 

applicando una goccia di acqua ultrapura Millipore® su una piccola porzione del 

campione, in modo tale che i cristalli andassero in sospensione e fosse così 

possibile recuperarli senza rischiarne la rottura; la tensione superficiale troppo 

ŜƭŜǾŀǘŀ ŘŜƭƭΩŀŎǉǳŀ, però, ha impedito alla fibra di vetro di raggiungere i cristalli 

stessi. ¦ƴ ƴǳƻǾƻ ǘŜƴǘŀǘƛǾƻ ŝ ǎǘŀǘƻ ǊŜŀƭƛȊȊŀǘƻ ǳǘƛƭƛȊȊŀƴŘƻ ƭΩalcol etilico e ƭΩŀŎŜǘƻƴŜΣ 

per la loro minore tensione superficiale, ma purtroppo i piccoli cristalli a contatto 

con questi fluidi si sono disciolti completamente in pochi secondi. Si è quindi 

tentato nuovamente questa operazione Ŏƻƴ ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ della glicerina, la quale, 

oltre ad aver portato in sospensione in cristalli, ha svolto anche la funzione di 

collante per il cristallo sulla fibra di vetro, osservabile in Figura 32.   

 

Figura 32: cristallo montato sulla fibra di vetro utilizzando la glicerina (immagine al microscopio ottico in 
luce polarizzata con compensatore). 

 



61 
 

Successivamente la fibra con il cristallo è stata montata al diffrattometro da 

cristallo singolo per micro-diffrazione ed è stata eseguita una misura preliminare 

dalla quale, però, non è risultato alcuno spot di diffrazione. Questo risultato per 

certi versi inaspettato ha portato a formulare diverse ipotesi: a) nonostante 

ƭΩŀōƛǘƻ Ŝ ƭŀ ōƛǊƛŦǊŀƴƎŜƴȊŀ il materiale analizzato non è cristallino; b) il cristallo ha 

uno spessore troppo esiguo e per quanto la strumentazione sia estremamente 

sensibile non è riuscita a rilevare alcun segnale; c) il segnale di diffrazione del 

cristallo potrebbe essere stato troppo debole, venendo totalmente assorbito dal 

vetro della fibra; d) la radiazione X ha danneggiato irreversibilmente il cristallo in 

pochi secondi. 

Al fine di spiegare le osservazioni raccolte da microscopia ottica e micro-

diffrazione i cristalli sono stati analizzati attraverso la spettroscopia micro-

Raman. Le misure hanno fornito spettri caratterizzati da un numero molto 

elevato di bande. In particolare, i principali picchi sono posizionati a valori di 

Raman shift di 1169, 1328, 539, 677 cm-1 (Figura 33). Tali picchi non sono risultati 

appartenere a nessuno dei composti oggetto di studio del presente lavoro di tesi. 

È stata quindi ǘŜƴǘŀǘŀ ƭΩƛƴǘŜǊǇǊŜǘŀȊƛƻƴŜ ŘŜƎƭƛ ǎǇŜǘǘǊƛ ŀŎǉǳƛǎƛǘƛ ŀƭƭƻ ǎǇŜǘǘǊƻƳŜǘǊƻ 

micro-wŀƳŀƴ Ŏƻƴ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ ŘŜƭ ǎƻŦǘǿŀǊŜ habL/Σ Ƴŀ ƭŀ ƭƻǊƻ ŎƻƳǇƭŜǎǎƛǘŁ Ƙŀ 

impedito lΩƛƴŘƛǾƛŘǳŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ ŎƻƳǇƻǎǘƻ ŀƴŀƭƛȊȊŀǘƻ in quanto non presente in 

alcuno dei database consultati. 

Tuttavia tale analisi ha confermato che i cristalli prismatici e birifrangenti 

osservati al microscopio ottico polarizzatore in realtà non sono pirofosfati di 

calcio, come invece erano stati interpretati in un primo momento. 



62 
 

 

Figura 33: spettro Raman raccolto da un cristallo prismatico e birifrangente del campione άDALέΦ 

 

Per confermare ulteriormente che i cristalli osservati non sono pirofosfati di 

calcio è stato analizzato lo stesso campione al SEM, attraverso cui si è notata una 

tonalità scura dei cristalli agli elettroni retrodiffusi (Figura 34). Inoltre, gli stessi 

sono risultati essere composti prevalentemente da carbonio e ossigeno, come 

dimostra lo spettro EDS in Figura 35. Nel medesimo spettro i picchi del silicio, del 

calcio e del sodio sono generati dal vetrino sottostante utilizzato come supporto 

per depositare il campione. 

È stato quindi ipotizzato che tali particelle, osservate in questo campione, 

possano rappresentare dei composti organici forse derivanti da farmaci utilizzati 

nel trattamento delle artropatie durante le infiltrazioni in seguƛǘƻ ŀƭƭΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛ. 

Tuttavia, non è ancora stata accertata la loro vera natura e genesi. 

 

Figura 34: immagine SEM del campione άGALέΣ ŀ ǎƛƴƛǎǘǊŀ ottenuta in SE e a destra in BSE, entrambe a 500 
ingrandimenti.  
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Figura 35: spettro EDS delle particelle che appaiono scure in Figura 34. 

 

I cristalli di pirofosfato di calcio sono stati comunque individuati attraverso 

successive osservazioni al SEM, in particolare in immagini acquisite da elettroni 

retrodiffusi (Figura 36). Lo spettro EDS dei pirofosfati di calcio è riportato in 

Figura 38. 

 

 

Figura 36: immagine SEM del campione άGALέΣ ŀ ǎƛƴƛǎǘǊŀ ottenuta in SE e a destra in BSE, entrambe a 1600 
ingrandimenti. 

 

Inoltre i cristalli di fosfato di calcio sono stati osservati anche sotto forma di 

ammassi composti da numerosissimi cristalli, osservabili in Figura 37, i quali non 
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sono stati riconosciuti come tali durante le osservazioni condotte al microscopio 

ottico polarizzatore, in quanto erano visibili ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ di aggregati birifrangenti 

piuttosto che come singoli cristalli. 

 

Figura 37: immagine SEM del campione άGALέΣ ŀ ǎƛƴƛǎǘǊŀ ottenuta in SE e a destra in BSE, entrambe a 1000 
ingrandimenti. 

 

 

Figura 38: spettro EDS dei cristalli di fosfato di calcio. 
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[ŀ ŎƻƳǇƭŜǎǎƛǘŁ ŜƳŜǊǎŀ ŘŀƭƭΩŀƴŀƭƛǎi di questo campione lascia intendere quanto 

uno studio approfondito dei cristalli presenti in LS di articolazioni patologiche 

non possa svolgersi Ŏƻƴ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ Řƛ una sola tecnica analitica, ma è necessario 

ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ ŎƻƳōƛƴŀǘƻ Řƛ ǇƛǴ metodologie per fornire una caratterizzazione il più 

possibile completa e corretta. 

 

5.3 /ŀƳǇƛƻƴŜ ά.¦{έ 
 

Lƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ ά.¦{έ, analizzato al microscopio ottico polarizzatore, si è dimostrato 

assai povero di cristalli prismatici birifrangenti. I rari esemplari osservati hanno 

presentato dimensioni ridotte, fino ad un massimo di р ˃m; in Figura 39, indicato 

dalla freccia, è possibile osservare un esempio di come apparivano i pochi cristalli 

di questo campione.  

 

Figura 39: un cristallo birifrangente, indicato dalla freccia, del campione άBUSέ (immagine al microscopio 
ottico in luce polarizzata con compensatore). 
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Al fine di chiarire la natura dei cristalli birifrangenti osservati al microscopio 

ottico sono state condotte delle analisi attraverso la spettroscopia micro-Raman. 

Gli spettri acquisiti relativi ai cristalli sono risultati essere caratterizzati da bande 

molto nette, collocate a valori di Raman shift di 1067, 1385, 724 cm-1 (Figura 40).  

 

Figura 40: spettro Raman dei piccoli corpuscoli birifrangenti individuati nel campione BUS. 

Il risultato ottenuto attraverso le analisi condotte con la spettroscopia micro-

Raman si è dimostrato inaspettato e ambiguo. È stato quindi necessario utilizzare 

il SEM-EDS al fine di ottenere informazioni chimiche in modo tale da rendere la 

ricerca degli spettri più specifica e comprendere al meglio la natura di questi 

cristalli.  

Da immagini SEM si sono potuti notare diversi cristalli dalle forme prismatiche e 

tozze (Figura 41), ma ai BSE sono apparsi scuri e non άluminosiέ come ci si 

sarebbe aspettato dai fosfati di calcio. In Figura 42 è possibile osservare un 

ŎǊƛǎǘŀƭƭƻ ŜǎǘǊŜƳŀƳŜƴǘŜ ǇƛŎŎƻƭƻ ŘŀƭƭΩŀōƛǘƻ ǇǊƛǎƳatico perfettamente idiomorfo. 

Inoltre, lΩŀƴŀƭƛǎƛ EDS sui cristalli osservati ha rivelato che essi sono costituiti 

principalmente da sodio e ossigeno (Figura 43). 
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Figura 41Υ ƛƳƳŀƎƛƴŜ {9a ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ ά.¦{έΣ ŀ ǎƛƴƛǎǘǊŀ ƻǘǘŜƴǳǘŀ ƛƴ {9 Ŝ ŀ ŘŜǎǘǊŀ ƛƴ .{9Σ ŜƴǘǊŀƳōŜ ŀ рлл 
ingrandimenti. 

 

 

Figura 42Υ ƛƳƳŀƎƛƴŜ {9a ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ ά.¦{έΣ ŀ ǎƛƴƛǎǘǊŀ ƻǘǘenuta in SE e a destra in BSE, entrambe a 3000 
ingrandimenti. 

 

Figura 43: spettro EDS dei cristalli di Figura 41. 
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Una volta ottenuto il chimismo dei cristalli è stato più semplice interpretare gli 

spettri Raman precedentemente acquisiti programmando la ricerca in base alle 

informazioni chimiche ottenute dagli spettri EDS.  

Grazie al confronto degli spettri Raman acquisiti sperimentalmente con altri 

spettri presenti in letteratura (Figura 44) (Rousseau D. L. et al., 1968 e Nakamoto 

K. et al., 2008) si è concluso che i cristalli osservati risultano essere costituiti da 

nitrato di sodio (NaNO3). 

 

 

 

Figura 44: confronto tra spettro Raman ottenuto in questo studio (in alto) e quello del nitrato di sodio 
documentato in letteratura (in basso) (Rousseau D. L. et al., 1968 e Nakamoto K. et al., 2006). 

 

La presenza di nitrato di sodio in un campione di liquido sinoviale patologico 

potrŜōōŜ ŘŜǊƛǾŀǊŜ Řŀƭƭŀ ŘŜŎƻƳǇƻǎƛȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŀŎƛŘƻ ialuronico o di un farmaco 
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ƛƴƛŜǘǘŀǘƛ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜ ŀ ǎŜƎǳƛǘƻ ŘŜƭƭΩŀǊǘǊƻŎŜƴǘŜǎƛΦ ¢ŀƭƛ ƛǇƻǘŜǎƛ, 

però, non sono ancora state confermate. 

 

5.4 /ŀƳǇƛƻƴŜ άDL.έ 
 

hǎǎŜǊǾŀǘƻ ŀŘ ƻŎŎƘƛƻ ƴǳŘƻ ƛƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άDL.έ ha mostrato una porzione organica 

biancastra, che nonostante le ripetute diluizioni non si è completamente 

disgregata. Al microscopio ottico polarizzatore con il compensatore inserito 

questa porzione, prevalentemente costituita da materiale organico, si è 

presentata molto irregolare e ricca di corpi tondeggianti (Figura 45) aventi colori 

di interferenza vivaci, talvolta disposti a croce di Malta, identificati come cristalli 

di lipidi. In particolare, lungo il bordo sinistro della goccia disidratata sono stati 

osservati numerosi corpuscoli birifrangenti di forme molto varie, taluni prismatici 

regolari, altri più irregolari, le cui dimensioni variano Řŀ мл ŀ нл ˃Ƴ (Figura 46). 

 

Figura 45: porzione organica del campione άGIBέ a basso ingrandimento (immagine al microscopio ottico 
in luce polarizzata con compensatore). 
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Figura 46: corpuscoli birifrangenti di diverse morfologie (immagine al microscopio ottico in luce 
polarizzata con compensatore). 

 

Successivamente i cristalli sono stati analizzati utilizzando la tecnica 

spettroscopica micro-Raman. Anche in questo campione, come nel caso di 

άD![έΣ ƭƻ ǎǇŜǘǘǊƻ ǊƛǎǳƭǘŀƴǘŜ ŝ Ŏƻǎǘƛǘǳito da numerose bande (Figura 47), 

comprese soprattutto tra valori di Raman shift di 200 e 1800 cm-1. In particolare, 

i picchi principali sono posizionati a valori di Raman shift 1657, 1604, 1168, 1138, 

1327 cm-1. Tuttavia, non è da trascurare la regione a circa 3000 cm-1 in quanto 

almeno 3-4 bande sono ben visibili ed una in particolare mostra intensità 

importanti (es.: banda a 2939 cm-1). 
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Figura 47: spettro Raman dei cristalli irregolari birifrangenti osservate nel campione άGIBέΦ 

 

Attraverso lΩŀƴŀƭƛǎƛ ŘŜƭƭƻ ǎǇŜǘǘǊƻ Řƛ Figura 47 è stato notato che le posizioni delle 

bande comprese tra 200 e 1500 cm-1 combaciano perfettamente con quelle dello 

spettǊƻ ǊŀŎŎƻƭǘƻ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άD![έΣ ŎƻƳŜ ŘƛƳƻǎǘǊŀǘƻ ƛƴ Figura 

48. 

 
Figura 48: ǎǇŜǘǘǊƛ wŀƳŀƴ ŘŜƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ƻǎǎŜǊǾŀǘƛ ƴŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άD![έ όin verde) e di quelli nel campione 

άDL.έ όin rosso). 

 

Inoltre, in aggiunta agli spettri appena descritti, sono stati raccolti ulteriori spettri 

costituiti da bande diverse rispetto ai primi, ed in particolare i picchi principali 

risultano posizionati a valori di Raman shift di 1085, 280 e 712 cm-1 (Figura 49). 

Tali valori corrispondono normalmente a quelli della calcite. 
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Figura 49: spettro Raman di alcuni cristalli irregolari birifrangenti ƻǎǎŜǊǾŀǘƛ ƴŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άDL.έΦ 

 

Al finŜ Řƛ ŎƻƴŦŜǊƳŀǊŜ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜgli spettri Raman acquisiti, il campione 

άDL.έ ŝ ǎǘŀǘƻ ƻǎǎŜǊǾŀǘƻ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ ŘŜƭ {9aΦ Si è riusciti a trovare 

esattamente la stessa area già esaminata al microscopio ottico, di conseguenza si 

sono potute studiare le caratteristiche di ogni cristallo osservato (Figura 50). 

 

Figura 50: ƛƳƳŀƎƛƴŜ {9a ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άDL.έΣ ŀ ǎƛƴƛǎǘǊŀ ƻǘǘŜƴǳǘŀ ƛƴ {9 e a destra in BSE, entrambe a 150 
ingrandimenti. 

 

Come ǎƛ ƻǎǎŜǊǾŀ ƴŜƭƭΩimmagine a destra di Figura 50 è possibile notare che alcuni 

cristalli presentano una tonalità scura, mentre altri presentano una tonalità 

chiara; tale caratteristica indica evidentemente che le due tipologie di cristalli 
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sono composizionalmente differenti. [Ωŀƴŀƭƛǎƛ 95{ ha mostrato che i cristalli scuri 

sono costituiti prevalentemente da carbonio e ossigeno, come riportato nello 

spettro di Figura 51, mentre quelli chiari sono risultati composti quasi 

interamente da calcio, carbonio e ossigeno (Figura 52). Combinando le 

informazioni di spettroscopiŀ ǾƛōǊŀȊƛƻƴŀƭŜ Ŝ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ 95{ è stato possibile 

affermare con una certa sicurezza che i cristalli chiari siano costituiti da calcite. 

 
Figura 51: spettro EDS ŘŜƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ŎƘŜ ŀǇǇŀƛƻƴƻ ǎŎǳǊƛ ƴŜƭƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ ŀ ŘŜǎǘǊŀ Řƛ Figura 50. 

 

 

 

Figura 52: spettro 95{ ŘŜƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ŎƘŜ ŀǇǇŀƛƻƴƻ ŎƘƛŀǊƛ ƴŜƭƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ ŀ ŘŜǎǘǊŀ Řƛ Figura 50. 
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In Figura 53 sono riportati ulteriori cristalli che mostrano la stessa composizione 

riportata dallo spettro EDS in Figura 52. Come appare evidente, i cristalli di 

calcite presenti nel campione studiato mostrano diverse morfologie, da piccoli 

cristalli squadrati ad aggregati irregolari fino a tondeggianti. 

 

Figura 53: ƛƳƳŀƎƛƴŜ {9a ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άDL.έΣ ŀ ǎƛƴƛǎǘǊŀ ƻǘǘŜƴǳǘŀ ƛƴ {9 e a destra in BSE, entrambe a 150 
ingrandimenti. 

 

tǳǊ ŘƻŎǳƳŜƴǘŀǘŀ ƛƴ ǊŀǊƛ Ŏŀǎƛ ƴŜƭƭΩƻǊƎŀƴƛǎƳƻ ǳƳŀƴƻΣ ƭŀ ǇǊŜǎŜƴȊŀ Řƛ calcite 

ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ Řƛ ƭƛǉǳƛŘƻ ǎƛƴƻǾƛŀƭŜ Ǉŀǘƻƭogico ŝ ǎŜƴȊΩŀƭǘǊƻ ǳƴ ŀǊƎƻƳŜƴǘƻ ŎƘŜ ǊƛŎƘƛŜŘŜ 

ulteriori approfondimenti. 

 

5.5 /ŀƳǇƛƻƴŜ άtC/5έ 
 

!ƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άtC/5έ ŝ stato ǇƻǎǎƛōƛƭŜ ƻǎǎŜǊǾŀǊŜΣ Ŏƻƴ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ ŘŜƭ 

microscopio ottico polarizzatore, diverse masse opache irregolari contenti 

ǳƴΩŜƭŜǾŀta quantità di cristalli birifrangenti ŘŀƭƭΩŀōƛǘƻ ǇǊƛǎƳŀǘƛŎƻ ŀƭƭǳƴƎŀǘƻ di 

dimensioni relativamente ridotte, in media attorno agli у ˃Ƴ (Figura 54). Inoltre, 

lungo il bordo della goccia disidratata si è osservata una moltitudine di cristalli 

che presentano una morfologia quasi rotondeggiante, dalle dimensioni assai 

ridotte, osservabili come puntini birifrangenti (Figura 55). 
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Figura 54: cristalli prƛǎƳŀǘƛŎƛ ōƛǊƛŦǊŀƴƎŜƴǘƛ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ Řƛ ǳƴŀ Ƴŀǎǎŀ ƻǇŀŎŀ ƛǊǊŜƎƻƭŀǊŜ ƴŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ έtC/5έ 
(immagine al microscopio ottico in luce polarizzata con compensatore). 

 

Figura 55: cristalli birifrangenti osservati lungo il bordo della goccia ŘƛǎƛŘǊŀǘŀǘŀ ƴŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άtC/5έ 
(immagine al microscopio ottico in luce polarizzata con compensatore). 
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Successivamente, su alcuni cristalli sono state condotte analisi micro-Raman. 

!ƴŎƘŜ ƛƴ ǉǳŜǎǘƻ ŎŀƳǇƛƻƴŜΣ ŎƻƳŜ ƴŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ ά.¦{έΣ Ǝƭƛ ǎǇŜǘǘǊƛ Ǌƛǎǳƭǘŀƴǘƛ ǎono 

costituiti da bande assai nette, posizionate a valori di Raman shift 1067, 1385, 

724 cm-1. Confrontando gli spettri Raman acquisiti da questo campione con quelli 

ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ ά.¦{έ Ŝ ǉǳŜƭƭƛ ƛƴŘƛǾƛŘǳŀǘƛ ƛƴ ƭŜǘǘŜǊŀǘǳǊŀ (Rousseau D. L. et al., 1968 

e Nakamoto K. et al., 2008), viene confermata la presenza di nitrato di sodio 

(NaNO3) anche in questo campione.  

 

 

Figura 56Υ ǎǇŜǘǘǊƻ wŀƳŀƴ Řƛ ŀƭŎǳƴƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ǇǊƛǎƳŀǘƛŎƛ ǘƻȊȊƛ ƻǎǎŜǊǾŀǘƛ ƴŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άtC/5έΦ 

 

Per confermare i risultati ƻǘǘŜƴǳǘƛ ƛƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άtC/5έ è stato analizzato al SEM. 

In Figura 57 ŝ ǇƻǎǎƛōƛƭŜ ƻǎǎŜǊǾŀǊŜ ƭΩŜƭŜǾŀǘƛǎǎƛƳŀ ǉǳŀƴǘƛǘŁ Řƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ǇǊŜǎŜƴǘƛ 

ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άtC/5έΦ [Ŝ ƳƻǊŦƻƭƻƎƛŜ ŎƘŜ ǎƛ Ǉƻǎǎƻƴƻ ƻǎǎŜǊǾŀǊŜ ǎƻƴƻ 

assai varie, da globulari όǎƛƴƎƻƭŜΣ ŘƻǇǇƛŜ ƻ άŀ ƳŀƴǳōǊƛƻέΣ ǘŀƭǾƻƭǘŀ ƳǳƭǘƛǇƭŜύ Ŧƛƴƻ 

ad aciculari, spesso aggregati a ciuffi e covoni. 

 



77 
 

 

Figura 57Υ ƛƳƳŀƎƛƴŜ {9a ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άtC/5έΣ ŀ ǎƛƴƛǎǘǊŀ ƻǘǘŜƴǳǘŀ ƛƴ {9 e a destra in BSE, entrambe a 500 
ingrandimenti. 

La composizione chimica dei cristalli osservati in questa porzione del campione 

άtC/5έ, ottenuta attraverso la tecnica EDS, è risultata essere prevalentemente 

calcio, carbonio e ossigeno, ŎƻƳΩŝ ǇƻǎǎƛōƛƭŜ ŎƻƴǎǘŀǘŀǊŜ Řŀƭƭƻ ǎǇŜǘǘǊƻ Řƛ Figura 58. 

 

 
Figura 58: spettro EDS dei cristalli osservabili in Figura 57. 

 

Inoltre, in Figura 59 è possibile osservare ŀƭ ŎŜƴǘǊƻ ŘŜƭƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ una fibra 

organica (molto scura ai BSE), quasi completamente ricoperta da cristalli, che 

risultano essere costituiti prevalentemente da calcio, come risulta dallo spettro 

riportato in Figura 60. 
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Figura 59Υ ƛƳƳŀƎƛƴŜ {9a Řƛ ǳƴŀ ŦƛōǊŀ ƻǊƎŀƴƛŎŀ ǊƛŎƻǇŜǊǘŀ Řŀ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ Řƛ ŎŀƭŎƛƻ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ 
άtC/5έ, a sinistra ottenuta in SE e a destra in BSE, entrambe a 400 ingrandimenti. 

 

 

 

Figura 60: spettro EDS dei cristalli che ricoprono la fibra organica di Figura 59. 

 

Oltre a queste tipologie di cristalli sono stati osservati rari esemplari di cristalli 

con abito prismatico allungato; uno di questi cristalli è cerchiato in giallo in 

Figura 61. 
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Figura 61: immagine SEM ottenuta in BSE a 1500 ingrandimenti. Il cristallo cerchiato è stato analizzato 
mediante spettrometria EDS e il relativo spettro è rappresentato in Figura 62. 

 

Analisi EDS condotte su questo cristallo hanno evidenziato la prevalenza di 

fosforo e calcio, risultato che ha confermato la presenza, seppur limitata, di 

ǇƛǊƻŦƻǎŦŀǘƻ Řƛ ŎŀƭŎƛƻ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ Řƛ ǘŀƭŜ ŎŀƳǇƛƻƴŜ. 

 

 

Figura 62: spettro EDS del cristallo cerchiato in Figura 61. 
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Ulteriori cristalli analizzati sono risultati essere composti in prevalenza da sodio e 

ossigeno (Figura 64ύΦ ¢ŀƭƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛΣ Řƛ Ŏǳƛ ǳƴ ŜǎŜƳǇƛƻ ŝ ƻǎǎŜǊǾŀōƛƭŜ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƻ ŘŜƭ 

cerchio in Figura 63, hanno presentato un abito prismatico tozzo. La 

composizione chimica di tali cristalli, ricavata attraverso la tecnica EDS, ha 

confermato i risultati degli spettri Raman precedentemente acquisiti 

dimostrando che tali cristalli sono costituiti da nitrato di sodio. Il silicio nello 

spettro EDS appartiene al vetro del supporto su cui giace il campione. 

 

Figura 63: immagine SEM ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άtC/5έΣ a sinistra ottenuta in SE e a destra in BSE, entrambe a 
1000 ingrandimenti. Il cristallo cerchiato è stato analizzato mediante spettrometria EDS e il relativo 

spettro è rappresentato in Figura 64. 

  

 
Figura 64: spettro EDS del cristallo cerchiato in Figura 63. 
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рΦс /ŀƳǇƛƻƴŜ ά1MNέ 
 

Come descritto precedentemente nel capitolo 4.3 il campione 1MN è stato 

suddiviso in duŜ ǇǊƻǾŜǘǘŜΣ ƛƴ ǳƴŀ ŘŜƭƭŜ ǉǳŜƭƭŜ ǉǳŀƭƛ ŝ ǎǘŀǘƻ ŀŘŘƛȊƛƻƴŀǘƻ ƭΩŜƴȊƛƳŀ 

ialuronidasi. Nonostante la diversa preparazione, i campioni, osservati al 

microscopio ottico polarizzatore, non hanno mostrano differenze evidenti.  In 

entrambi i campioni si è potuto osservare una fitta maglia di fibrina ed altri 

composti organici ŎƘŜ Ƙŀ ǊŜǎƻ ŀǎǎŀƛ ŘƛŦŦƛŎƻƭǘƻǎŀ ƭΩƻǎǎŜǊǾŀȊƛƻƴŜ Ŝ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ dei 

cristalli. Il quantitativo di cristalli birifrangenti presenti nel campione si è rivelato 

decisamente scarso e questi, osservabili coƴ ŘƛŦŦƛŎƻƭǘŁ ƴŜƭƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ ŀ ŘŜǎǘǊŀ Řƛ 

Figura 65 indicati dalle frecce gialle, si trovano ƛƴǘǊŀǇǇƻƭŀǘƛ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭƭŀ fitta 

rete di materiale organico.  

 

Figura 65: immagine al microscopio ottico polarizzatore, a nicols paralleli a sinistra e a nicols incrociati e 
con compensatore inserito a destra; per dettagli sui cristalli evidenziati dalle frecce vedere testo. 

 

Dalle successive analisi condotte attraverso la spettroscopia micro-Raman dei 

cristalli osservati al microscopio ottico sono stati ricavati spettri caratterizzati da 

picchi estremamente ampi, tipici di sostanza amorfa, che ricalcano quasi 

perfettamente altri spettri acquisiti in porzioni dello stesso campione costituite 

da sola sostanza organica (Figura 66). Purtroppo è risultato impossibile estrarre i 

cristalli dalla fibrina per ottenerne uno spettro. 

 



82 
 

 
Figura 66: spettro Raman della fibrina (in rosso) e del cristallo (in blu). 

 

I cristalli sono quindi stati ulteriormente analizzati attraverso il SEM, al fine di 

ŎƘƛŀǊƛǊƴŜ ƭŀ ƴŀǘǳǊŀΦ ¢ǳǘǘŀǾƛŀΣ ŀƴŎƘŜ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ Řƛ ǘŀƭŜ ǎǘǊǳƳŜƴǘƻΣ 

ƭΩƛƴŘƛǾƛŘǳŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ŝ Ǌƛǎǳƭǘŀǘŀ difficoltosa a causa del grande quantitativo 

di materia organica fibrosa presente nel campione, come appare evidente 

ŘŀƭƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ ƛƴ Figura 67. Alcuni cristalli, con abito prismatico più o meno 

allungato, sono stati tuttavia individuati attraverso le immagini ad elettroni 

retrodiffusi (Figura 68) ed identificati come pirofosfati di calcio mediante la 

microanalisi EDS. 

 

Figura 67: immagine SEM in elettroni retrodiffusi a 50 ingrandimenti delle maglie di fibrina nel campione 
άмabέΦ 



83 
 

 

Figura 68: immagine SEM in elettroni retrodiffusi a 1000 ingrandimenti dei cristalli di fosfato di calcio. 

 

In Figura 69 risulta chiaro come anche le analisi chimiche condotte attraverso la 

tecnica EDS abbiano coinvolto inevitabilmente la materia organica circostante ai 

cristalli. Nello spettro infatti è possibile osservare fosforo, calcio e ossigeno, 

propri dei cristalli, il carbonio derivante dalla materia organica e il silicio, il sodio 

e parte del calcio appartenenti al vetrino. 

 

Figura 69: spettro EDS di un cristallo di fosfato di calcio; il carbonio appartiene alla materia organica 
attorno al cristallo. 
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5.7 /ŀƳǇƛƻƴŜ άнt!aέ 
 

!ƴŎƘŜ ƛƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άнt!aέΣ ŎƻƳŜ άмabέΣ è stato diviso in due provette 

ŀŘŘƛȊƛƻƴŀƴŘƻ ƭΩenzima ialuronidasi ad una delle due. Anche in questo caso 

osservando i campioni al microscopio ottico polarizzatore non sono state notate 

differenze, nonostante la diversa preparazione. StudianŘƻ ƛƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άнt!aέ ŀ 

nicols paralleli è stato possibile notare alcuni corpuscoli prismatici allungati 

(Figura 70), che però a nicols incrociati non hanno presentato alcuna 

birifrangenza. Con il compensatore inserito, invece, è possibile osservare una 

serie di cristalli molto più piccoli, con abito prismatico tozzo, visibili come puntini 

birifrangenti in Figura 71. 

 

 
 

Figura 70Υ ƛƳƳŀƎƛƴŜ ŀƭ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛƻ ƻǘǘƛŎƻ ǇƻƭŀǊƛȊȊŀǘƻǊŜ ŀ ƴƛŎƻƭǎ ǇŀǊŀƭƭŜƭƛ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άнt!aέ (per 

dettagli sui cristalli cerchiati vedere testo). 
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Figura 71: immagine della stessa porzione di campione di  

Figura 70, al microscopio ottico polarizzatore con il compensatore inserito; indicati dalle frecce una serie 

di piccoli cristalli birifrangenti (per dettagli sui cristalli evidenziati dalle frecce vedere testo). 

 

I cristalli osservati attraverso il microscopio ottico sono poi stati studiati per 

mezzo della spettroscopia micro-Raman. Dalle analisi spettroscopiche è stata 

ricavata una serie di spettri i cui picchi principali risultano posizionati a valori di 

Raman shift di 1049, 756, 357 cm-1(Figura 72). Questi tre picchi sono caratteristici 

anche dello spettro del pirofosfato di calcio diidrato (Figura 23). Le bande 

presenti nel range di valori di Raman shift compreso tra 2800 a 3100 cm-1 e 

alcuni dei picchi presenti ad altri valori di Raman shift appartengono molto 

probabilmente alla materia organica, che può venire irraggiata dal laser in 

quanto i cristalli studiati presentano spessori e dimensioni ridott i. 
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Figura 72: spettro Raman Řƛ ǳƴ ŎǊƛǎǘŀƭƭƻ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άнt!aέΦ 

 

Per confermare ƭŀ ƴŀǘǳǊŀ ŘŜƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ƻǎǎŜǊǾŀǘƛ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άнt!aέ 

sono state condotte analisi SEM. Osservando le immagini acquisite attraverso il 

SEM il campione appare straordinariamente ricco in cristalli, come si può notare 

ŘŀƭƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ ƛƴ ŜƭŜǘǘǊƻƴƛ ǊŜǘǊƻŘƛŦŦǳǎƛ Řƛ Figura 73 e Figura 74. In Figura 75 è 

possibile osservare un cristallo di pirofosfato di calcio isolato. Tale abbondanza di 

cristalli non era stata riconosciuta osservando il campione per mezzo del 

microscopio ottico polarizzatore, in quanto le loro ridotte dimensioni non hanno 

permesso percepirne la loro caratteristica birifrangenza. Tale fattore sottolinea 

ƭΩƛƳǇƻǊǘŀƴȊŀ Řƛ ŀƴŀƭƛȊȊŀǊŜ i vari campioni ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ Řƛ Ǉiù metodologie 

analitiche differenti. 
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Figura 73: iƳƳŀƎƛƴŜ {9a ƛƴ ŜƭŜǘǘǊƻƴƛ ǊŜǘǊƻŘƛŦŦǳǎƛ ŀ плл ƛƴƎǊŀƴŘƛƳŜƴǘƛ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άнt!aέΦ 

 

 

Figura 74: immagine SEM in elettroni retrodiffusi a 1000 ingrandimenti Řƛ ǳƴŀ Ȋƻƴŀ ŘŜƭƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ ƛƴ 
Figura 73. 
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Figura 75: immagine SEM di un cristallo di fosfato di calcio, a sinistra ottenuta in SE e a destra in BSE, 
entrambe a 2000 ingrandimenti. 

 

Analizzando i cristalli osservati attraverso la tecnica EDS essi sono risultati essere 

composti prevalentemente da fosforo, calcio e ossigeno (Figura 76), 

confermando i risultati ottenuti attraverso la spettroscopia micro-Raman. 

 

Figura 76: spettro EDS dei cristalli osservati nel campione άнt!aέΦ 
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5.8 /ŀƳǇƛƻƴŜ άоtL½έ 
 

Come i precedenti due campioni anche il campione άоPIZέ ŝ ǎǘŀǘƻ ǘǊŀǘǘŀǘƻ Ŏƻƴ 

ƭΩŜƴȊƛƳŀ ƛŀƭǳǊƻƴƛŘŀǎƛ Ŝ le due porzioni non hanno presentato differenze 

ƳŀƭƎǊŀŘƻ ƛƭ ŘƛǾŜǊǎƻ ǘǊŀǘǘŀƳŜƴǘƻΦ ¢ǳǘǘŀǾƛŀΣ ƛƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άоtL½έ ǎƛ ŝ ǊƛǾŜƭŀǘƻ al 

ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛƻ ƻǘǘƛŎƻ ǇƻƭŀǊƛȊȊŀǘƻǊŜ ǇƛǴ ƛƴǘŜǊŜǎǎŀƴǘŜ ŘŜƛ ŎŀƳǇƛƻƴƛ άмabέ Ŝ άнt!aέ, 

trattati analogamente. Infatti, osservandolo al microscopio, sono stati individuati 

numerosi cristalli prismatici, da allungati a tozzi, birifrangenti a nicols incrociati i 

quali hanno mostrato una birifrangenza positiva con il compensatore inserito 

(Figura 77). Tuttavia, anche in questo campione è presente una serie di maglie di 

ŦƛōǊƛƴŀ ŎƘŜ ǘǊŀǘǘŜƴƎƻƴƻ ƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ Ŝ ƴŜ ƛƳǇŜŘƛǎŎƻƴƻ ƭΩŜǎǘǊŀȊƛƻƴŜ ǇŜǊ ǳƴΩŀƴŀƭƛǎƛ 

precisa attraverso altre tecniche analitiche. 

 

Figura 77: cerchiati alcuni cristalli che presentano birifrangenza positiva (immagine al microscopio ottico 
in luce polarizzata con compensatore); per dettagli vedere testo. 

 

Tali cristalli birifrangenti sono stati successivamente analizzati in spettroscopia 

micro-Raman. Gli spettri risultanti presentano una serie di picchi, tra cui i 

principali sono collocati a valori di Raman shift di 1049, 755, 360 cm-1(Figura 78), 

i quali risultano appartenere allo spettro Raman del pirofosfato di calcio diidrato. 
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/ƻƳŜ ƻǎǎŜǊǾŀǘƻ ƴŜƎƭƛ ǎǇŜǘǘǊƛ ǊŀŎŎƻƭǘƛ Řŀƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άнt!aέ ŀƴŎƘŜ ƛƴ ǉǳŜǎǘƛ 

spettri sono presenti bande tra 2800 e 3100 cm-1 ed in altri valori di Raman shift 

dello spettro non corrispondenti a quelle del pirofosfato di calcio. Come dedotto 

ǇŜǊ ƛƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άнt!aέ ǉǳŜǎǘŜ ōŀƴŘŜ ǎƻƴƻ ŎŀǊŀǘǘŜǊƛǎǘƛche della materia 

organica che è stata inevitabilmente irradiata dal raggio laser a causa delle 

ridotte dimensioni dei cristalli. 

 

Figura 78Υ ǎǇŜǘǘǊƻ wŀƳŀƴ Řƛ ǳƴ ŎǊƛǎǘŀƭƭƻ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άоtL½έΦ 

 

Al fine di confermare i risultati ottenuti in spettroscopia Raman sui cristalli 

analizzati sono state eseguite analisi SEM. !ƴŎƘŜ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ campione άоtL½έ 

è stato possibile osservare una quantità importante di cristalli, caratterizzati da 

abito prismatico allungato. In Figura 79 è possibile constatare come 

ƴŜƭƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ ŀŎǉǳƛsita in elettroni secondari i cristalli siano pressoché invisibili, 

ricoperti da una patina di materia organica che li occulta, mentre ƴŜƭƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜ 

in elettroni retrodiffusi i cristalli appaiono chiaramente visibili. 
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Figura 79: ƛƳƳŀƎƛƴŜ {9a ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άоtL½έΣ ŀ ǎƛƴƛǎǘǊŀ ƻǘǘŜƴǳǘŀ ƛƴ {9 Ŝ ŀ ŘŜǎǘǊŀ ƛƴ .{9Σ ŜƴǘǊŀƳōŜ ŀ улл 
ingrandimenti. 

 

Come dimostrazione dei risultati ottenuti attraverso la spettroscopia micro-

Raman, analisi EDS hanno confermano che i cristalli studiati sono costituiti da 

fosforo, calcio e ossigeno. Il carbonio presente nello spettro appartiene alla 

materia organica che inviluppa i cristalli (Figura 80). 

 

Figura 80: spettro EDS dei cristalli presŜƴǘƛ ƴŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άоtL½έΦ 
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5.9 /ŀƳǇƛƻƴŜ άп/ttέ 
 

Lƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άп/ttέ ǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀ ƭΩǳƭǘƛƳƻ ŘŜƭƭŀ ǎŜǊƛŜ Řƛ ŎŀƳǇƛƻƴƛ ǘǊŀǘǘŀǘƛ Ŏƻƴ 

ƭΩŜƴȊƛƳŀ ialuronidasi ed ŀƴŎƘŜ ǉǳŜǎǘΩǳƭǘƛƳƻΣ ŎƻƳŜ Ǝƭƛ altri tre campioni 

precedenti, non ha mostrato differenze malgrado il diverso trattamento a cui è 

stato sottoposto. Al microscopio ottico polarizzatore il campione άпCPPέ appare 

moderatamente ricco in cristalli e più povero di fibrina rispetto agli altri 

campioni. In Figura 81 è possibile osservare alcuni cristalli a nicols paralleli 

caratterizzati da abito prismatico più o meno allungato, i quali appaiono 

birifrangenti positivi a nicols incrociati e con il compensatore inserito (Figura 82). 

 

 

Figura 81Υ ƛƳƳŀƎƛƴŜ ŀƭ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛƻ ƻǘǘƛŎƻ ǇƻƭŀǊƛȊȊŀǘƻǊŜ ŀ ƴƛŎƻƭǎ ǇŀǊŀƭƭŜƭƛ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άп/ttέΦ 
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Figura 82: immagine della stessa porzione del campione di Figura 81, al microscopio ottico polarizzatore 
con il compensatore inserito. 

 

Al fine di ottenere maggiori informazioni relative ai cristalli birifrangenti osservati 

al microscopio ottico il campione è stato studiato in spettroscopia micro-Raman. 

Gli spettri ottenuti sono caratterizzati da una serie di picchi assai simili a quelli 

acquisiti ŘŀƭƭŜ ŀƴŀƭƛǎƛ ŎƻƴŘƻǘǘŜ ǎǳƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άоtL½έΦ Lƴ ǇŀǊǘƛŎƻƭŀǊŜΣ ƛ ǇƛŎŎƘƛ 

principali sono collocati a valori di Raman shift di 1049, 754, 535, 351 cm-1 (Figura 

83), i quali sono caratteristici dello spettro Raman del pirofosfato di calcio 

diidrato. Inoltre, allo stesso modo degli spettri dei campioni precedenti, si 

osservano delle bande comprese tra 2800 e 3100 cm-1 ed in altre porzioni dello 

spettro, caratteristiche della materia organica presente in prossimità dei cristalli. 
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Figura 83: ǎǇŜǘǘǊƻ wŀƳŀƴ Řƛ ǳƴ ŎǊƛǎǘŀƭƭƻ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άп/ttέΦ 

 

 

Attraverso immagini SEM ottenute tramite elettroni retrodiffusi è possibile 

osservare numerosi cristalli prismatici contraddistinti da una tonalità chiara 

(Figura 84), caratteristiche già osservate in cristalli di pirofosfato di calcio. Lo 

spettro acquisito attraverso la tecnica EDS ha confermato che i cristalli osservati 

sono costituiti da fosforo, calcio e ossigeno (Figura 85). Il picco relativo al 

carbonio nello spettro EDS appartiene alla materia organica presente in 

prossimità dei cristalli. 

 

Figura 84Υ ƛƳƳŀƎƛƴŜ {9a ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άп/ttέ ƻǘǘŜƴǳǘŀ ƛƴ .{9 ŀ улл ƛƴƎǊŀƴŘƛƳŜƴǘƛΦ 



95 
 

 

Figura 85Υ ǎǇŜǘǘǊƻ 95{ ŘŜƛ ŎǊƛǎǘŀƭƭƛ ǇǊŜǎŜƴǘƛ ƴŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άп/ttέΦ 

 

 

5.10 /ŀƳǇƛƻƴŜ άtмέ 
 

Il campione P1, a differenza di tutti gli altri liquidi esaminati, proviene dalla 

ǇƻǊȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŀǾŀƳǇƛŜŘŜ ŀƴȊƛŎƘŞ ŘŀƭƭΩŀǊǘƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜ del ginocchio.  

Al microscopio ottico a luce polarizzata con il compensatore inserito è possibile 

osservare una serie di cristalli aciculari, frequentemente raggruppati in tofi,  

fortemente birifrangenti e di segno negativo, assai numerosi ma di dimensioni 

ridotte, sebbene siano presenti anche cristalli che raggiungono una lunghezza di 

пл˃Ƴ όFigura 86 e Figura 87). Noto che il liquido ǇǊƻǾƛŜƴŜ ŘŀƭƭΩŀǾŀƳǇƛŜŘŜ e in 

base alle caratteristiche ottiche osservate, è verosimile che i cristalli presenti in 

questo campione siano di urato monosodico. 
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Figura 86: insieme di cristalli che presentano birifrangenza negativa (immagine al microscopio ottico in 
luce polarizzata con compensatore). 

 

 

Figura 87: insieme di cristalli che presentano birifrangenza negativa (immagine al microscopio ottico in 
luce polarizzata con compensatore). 
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tŜǊ ƳŜȊȊƻ Řƛ ǳƴŀ ŦƛōǊŀ Řƛ ǾŜǘǊƻ Ŏƻƴ ŘƛŀƳŜǘǊƻ Řƛ млл ˃Ƴ ŝ ǎǘŀǘƻ ǇǊŜƭŜǾŀǘƻ ǳƴ 

piccolo agglomerato di cristalli (Figura 88) su cui è stata condotta una misura in 

micro-diffrazione a raggi X. Il diffrattogramma risultante, riportato in Figura 89, è 

Ŏƻǎǘƛǘǳƛǘƻ Řŀ ŘƛǾŜǊǎƛ ǇƛŎŎƘƛ Řƛ ŘƛŦŦǊŀȊƛƻƴŜΣ ŀƴŀƭƛȊȊŀǘƛ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩŀǳǎƛƭƛƻ ŘŜƭ 

software HighScore Plus. La maggior parte dei picchi ottenuti è risultata 

appaǊǘŜƴŜǊŜ ŀƭƭΩǳǊŀǘƻ ǎƻŘƛŎƻ ƛŘǊŀǘƻ όC5H5N4NaO4), presente nel database PDF con 

codice di riferimento 031-1890. 

Tuttavia, alcuni dei picchi acquisiti non risultano appartenere alla fase cristallina 

individuata e, nonostante diversi tentativi di assegnazione, non si è ancora giunti 

ŀƭƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ Řƛ ǳƭǘŜǊƛƻǊƛ Ŧŀǎƛ ŎƻƴǘŜƴǳǘŜ ƴŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜΦ 

 

 

Figura 88: ǇƻǊȊƛƻƴŜ ŘŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜ άtмέ analizzato in micro-ŘƛŦŦǊŀȊƛƻƴŜ ŀ w·Φ Lƭ ƭŀǘƻ ŘŜƭƭŀ ƎǊƛƎƭƛŀ ŝ млл˃ƳΣ 
ƭΩŀǊŜŀ ŎƛǊŎƻƭŀǊŜ ǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀ ŀǇǇǊƻǎǎƛƳŀǘƛǾŀƳŜƴǘŜ ƭΩŀǊŜŀ ƛǊǊŀŘƛŀǘŀ Řŀƭ ŦŀǎŎƛƻ Řƛ w·Φ 
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Figura 89: diffrattogramma ottenuto attraverso la micro-diffrazione a RX di un agglomerato cristallino del 
ŎŀƳǇƛƻƴŜ άtмέΦ 

 

Attraverso successive analisi condotte in spettroscopia micro-Raman sono stati 

acquisiti degli spettri costituiti da numerose bande i cui picchi principali sono 

posizionati a valori di Raman shift di 619, 1052, 1001, 579 cm-1. Dal confronto 

dello spettro raccolto dal campione analizzato con gli spettri ŘŜƭƭΩǳǊŀǘƻ 

monosodico rinvenuti in letteratura (Bolan L. et al., 2014 e McMahon G., 2009) è 

stata osservata la perfetta sovrapposizione di questi (Figura 90). 
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Figura 90: spettro Raman del campione ƛƴ ǎǘǳŘƛƻ όƛƴ ŀƭǘƻύ Ŝ ǎǇŜǘǘǊƻ wŀƳŀƴ ŘŜƭƭΩǳǊŀǘƻ ƳƻƴƻǎƻŘƛŎƻ Řŀ 
articolazioni umane documentato in letteratura (Bolan L. et al., 2014) (in basso). 

 

Per verificare la natura dei cristalli anche sulle base ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩŀŎǉǳƛǎƛȊƛƻƴŜ ŘŜƭ 

loro chimismo sono inoltre state eseguite analisi al SEM. Immagini acquisite da 

elettroni retrodiffusi dimostrano come i tofi che al microscopio ottico sono 

risultati completamente opachi in realtà siano costituti in gran parte da cristalli 

(Figura 91).  

 






























