
Studio dell’inibizione dei metallo-enzimi ureasi e ammoniaca mono-ossigenasi utilizzando 
materiali ottenuti tramite crystal-engineering 
 

È stato stimato che la popolazione mondiale raggiungerà i 9 miliardi entro il 2050.1 Per sostenere la 
conseguente domanda di cibo, sarà necessaria un'espansione del 70-100% nella produzione agricola 
globale.2 L'azoto (N) è un nutriente essenziale per l'agricoltura e la produzione alimentare,3 e sussistono 
preoccupazioni circa l'impatto umano sul ciclo N globale.4-5 A differenza del fosforo (P), N possiede un'alta 
reattività nell'ambiente ed è soggetto a perdite significative, sia nelle falde acquifere sotterranee che 
nell’atmosfera. 5-9 Pertanto, nuovi approcci di gestione dei nutrienti azotati sono essenziali per la 
fertilizzazione sostenibile del suolo e la produttività delle colture. 

L'urea è il fertilizzante azotato più importante, e rappresenta oltre il 60% dell'uso globale di 
fertilizzanti. 10 L’urea è prodotta usando ammoniaca ottenuta utilizzando il metodo Haber, un processo ad 
alta intensità energetica che richiede alta temperatura e pressione in presenza di un catalizzatore, 
utilizzando fino all'1% di energia globale ed il 4% di gas naturale. 11-12 Al momento della deposizione nel 
suolo, l'urea viene rapidamente idrolizzata in ammonio e bicarbonato, un processo catalizzato dall'ureasi, 
un enzima Ni-dipendente che si trova nel suolo sia come enzima intracellulare sia extra-cellulare.13-14  

Questa idrolisi provoca un rapido aumento del pH nel mezzo che porta alla formazione di 
ammoniaca e conseguente perdita di N dal suolo. Lo ione ammonio formato dall'idrolisi dell'urea funge da 
nutriente per le piante ma subisce anche un processo di nitrificazione aerobica da parte di batteri del suolo, 
che porta alla formazione di nitrito ed eventualmente nitrato. In questo processo, l'ossidazione iniziale di 
ammonio in idrossilammina è catalizzata dall'ammonio monoossigenasi (AMO), un enzima Cu-dipendente, 
seguita dalla formazione di nitrito catalizzata dalla idrossilammina ossidoriduttasi, un enzima Fe-
dipendente, e infine dalla formazione di nitrato, catalizzata dalla nitrito-ossidoriduttasi, un enzima Mo-
dipendente. 15 Il nitrato così formato in questi processi viene assorbito dalle radici delle piante o entra in un 
percorso di denitrificazione anaerobica, convertito in nitrito dalla nitrato-reduttasi, un enzima Mo-
dipendente, ed eventualmente in forme gassose di N come ossido nitrico (NO), protossido di azoto (N2O) e 
infine azoto molecolare, 16 mentre una grande porzione di nitrato viene infine rilasciata nelle falde 
acquifere sotterranee. 15 

Come conseguenza di questi processi, fino al 50% del fertilizzante azotato applicato al suolo non 
viene utilizzato dalle colture e viene perso nell'ambiente, sia come specie gassose che ulteriormente 
contribuiscono in modo significativo all'effetto serra 17 e alla formazione di particolato atmosferico, 18 o 
come lisciviazione di nitrato, fonte di eutrofizzazione. 19-21 Questa perdita rappresenta un costo economico 
e ambientale molto significativo. Lo sviluppo di tecnologie volte ad aumentare l'efficienza dell'uso di N 
attraverso la stabilizzazione dell'N ambientale è stato proposto e attuato con vari gradi di successo. In 
particolare, sono altamente richiesti metodi in grado di modulare il ciclo N mantenendo questo nutriente in 
una forma biodisponibile per le piante, limitando al contempo la mobilità ambientale. 22-23 

Lo sviluppo di fertilizzanti ad alta efficienza (Enhanced Efficiency Fertilizers, EEF), si rende quindi 
necessario21. Tuttavia, mentre esiste una vasta gamma dei prodotti EEF sul mercato, questi hanno 
applicazioni di nicchia rispetto ai prodotti tradizionali che servono un'agricoltura su larga scala. 
Un'alternativa agli EEF sono sostanze che agiscono come inibitori dei due enzimi principalmente 
responsabili della riduzione dell'efficienza di fertilizzazione del suolo N, vale a dire l'ureasi e l'AMO.  

L’utilizzo di nuovi materiali ottenuti tramite ingegneria cristallina e metodi di sintesi altamente 
ecosostenibili è stato dimostrato rappresentare una nuova metodologia per lo sviluppo di materiali ibridi 
che contengano sia l’urea come fertilizzante azotato che componenti che possano inibire l’ureasi e l’AMO, 
in un progetto in collaborazione tra il gruppo di Ingegneria Cristallina del Dipartimento di Chimica e il 
gruppo di Chimica Bioinorganica del Dipartimento di Farmacia e Biotecnologie dell’Università di Bologna. In 
particolare, la sintesi e la caratterizzazione di materiali co-cristallini multifunzionali di urea che contengono 
inibitori dell'ureasi come catecolo 24 e Zn(II), 25 (quest'ultimo è anche un micronutriente essenziale) sono 
stati recentemente descritti, mentre più recentemente un nuovo materiale contenente Zn(II), urea e 
tiourea (quest’ultimo agente inibitore di AMO) è stato riportato costituire un materiale multi-funzionale 
capace di bloccare sia la idrolisi dell’urea che la nitrificazione dell’ammonio in test effettuati sia in vitro che 
utilizzando colonie multibatteriche. 26 

Una seconda linea di ricerca riguarda la resistenza antimicrobica (AMR) sviluppata da batteri a 
causa dell’abuso di utilizzo di antibiotici, sia in agricoltura, sia nel trattamento delle affezioni batteriche di 
animali e uomini. Con i medesimi metodi utilizzati nella preparazione di materiali per 



fertilizzazione/inibizione descritti sopra, saranno sintetizzati e testati per la loro attività battericida 
cocristalli di farmaci con accertata attività antibitiotica. 

Il presente progetto ha lo scopo di sviluppare ulteriormente queste linee di ricerca, esplorando la 
possibilità di ottenere nuovi materiali policristallini con proprietà chimico-fisiche e bio-chimiche più 
favorevoli di quelli attualmente disponibili, sfruttando la collaborazione tra gli stessi gruppi di ricerca che 
hanno contribuito allo sviluppo dei primi materiali ibridi descritti sopra. 

Il borsista acquisirà competenze nel trattamento in vitro degli enzimi ureasi e ammonio 
monoossigenasi (AMO) e nella valutazione dell’effetto di inibizione di composti preparati dal gruppo di 
ricerca nonché nella valutazione della attività antimicrobica di materiali preparati ad hoc combinando 
principi attivi con accertate capacità antibatteriche. Oltre agli aspetti biotecnologici, al termine del periodo 
di formazione il borsista avrà anche acquisito competenze nel campo della caratterizzazione dei materiali 
allo stato solido. 
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Piano di attività: 

 

Si può prevedere che gli esperimenti inizieranno dopo un periodo di start-up di tre-quattro settimane (spesi 

per la focalizzazione del progetto, la ricerca in letteratura, la scelta delle sostanze chimiche e la definizione 

delle priorità degli esperimenti). 

 

Il progetto può essere approssimativamente diviso in "sottosezioni", che sono elencate di seguito: 

 

i) Preparazione da soluzione e per via meccanochimica (“green chemistry”) e caratterizzazione di co-cristalli 

molecolari e ionici, e più in generale di materiali multicomponenti e multifunzione contenenti metalli e 

molecole organiche di interesse agrochimico: nutrienti, inibitori di ureasi, inibitori di AMO e/o contenenti 

principi attivi con attività antimicrobiche  

 

ii) Effetto della formazione di co-cristalli sulla stabilità termica, igroscopicità e solubilità dell’urea o 

dell’inibitore e dei cocristalli di materiali antibatterici 

 

iii) Test effettuati sia in vitro, sia utilizzando colonie multibatteriche, per valutare la capacità e l’efficienza di 

inibizione dei sistemi ottenuti e la efficacia come antibatterici dei nuovi composti preparati ad hoc 

 

 

 


