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1. Introduzione 

1.1 Polimerizzazione radicalica controllata 

La tecnica di polimerizzazione più utilizzata a livello industriale è la 

polimerizzazione radicalica; essa è molto utilizzata per le caratteristiche 

che possiedono i polimeri così ottenuti1: 

 possibilità di ottenere elevati pesi molecolari non ottenibili con 

altre tecniche di sintesi; 

 capacità di polimerizzare una vasta gamma di polimeri vinilici 

come stirene, etilene, propilene, acrilati, metacrilati, ecc; 

 tolleranza a diversi tipi di solventi ed elevata stabilità dei gruppi 

funzionali presenti sui monomeri, che permettono la 

polimerizzazione anche senza preventiva protezione; 

 compatibilità con condizioni di reazione molto diverse che 

permettono polimerizzazioni in bulk ma anche in soluzione, 

emulsione o sospensione; 

 facilità di realizzazione e costi contenuti. 

Il meccanismo di polimerizzazione2 è suddiviso in tre stadi principali. 

Nel primo stadio si ha la decomposizione dell’iniziatore con la 

formazione di radicali che andranno a reagire con le molecole di 

monomero, portando alla formazione del radicale monomerico che 

inizierà poi la polimerizzazione; nel secondo stadio si ha la 

propagazione della polimerizzazione, con il radicale monomerico 

formatosi precedentemente che reagirà con altre molecole 

monomeriche permettendo la formazione di catene radicaliche a peso 

molecolare crescente; nell’ultimo stadio la crescita delle catene 

radicaliche viene interrotta da due tipi di reazioni di terminazione: 

l’accoppiamento prevede la formazione di un legame tra due catene 

radicaliche in accrescimento a formare un’unica catena, il 

disproporzionamento prevede la reazione tra due catene radicaliche con 

la formazione di due catene  polimeriche non attive in cui in una è 

presente un doppio legame terminale (Schema 1). 
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Schema 1: Meccanismo polimerizzazione radicalica classica 

La polimerizzazione a catena radicalica presenta però grossi limiti 

legati al controllo del peso molecolare e della topologia dei copolimeri 

unito ad un elevato valore di polidispersità. Per questo negli anni sono 

state sviluppate sintesi macromolecolari che permettono un controllo 

accurato del peso molecolare e un basso valore di polidispersità; in 

questo campo una delle più interessanti tecniche di polimerizzazione è 

la polimerizzazione radicalica controllata. Nella polimerizzazione 

radicalica la crescita esponenziale della velocità di terminazione causa 

la disattivazione dei radicali in crescita e l’aumento del peso molecolare 

in maniera incontrollata; nella radicalica controllata, detta anche 

radicalica “vivente”, è invece presente una specie in grado di reagire 

reversibilmente con il radicale in crescita portando alla formazione di 

un radicale dormiente. Il meccanismo di reazione è il seguente: 

 

Schema 2: Formazione della specie dormiente 
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Dopo che il radicale primario si è formato dalla reazione con il radicale 

iniziatore esso è in grado, nella forma attiva, di reagire con altre 

molecole di monomero permettendo la crescita della catena; quando 

però incontra un radicale controllore si ha la formazione di una specie 

dormiente relativamente stabile che ne inibisce la reattività:  

 

Schema 3: Instaurazione di un equilibrio tra specie attive e dormienti 

Regolando opportunamente le condizioni dell’ambiente di reazione si è 

in grado di instaurare un equilibrio tra i radicali attivi e quelli dormienti, 

con i primi che saranno in concentrazione minore. Questo meccanismo 

permette di rallentare la velocità di terminazione delle catene 

mantenendo però una cinetica di propagazione sufficientemente alta; 

questo è dovuto al fatto che la cinetica di terminazione rallenta 

esponenzialmente con la diminuzione della concentrazione di catene 

radicaliche attive mentre la velocità di propagazione diminuisce in 

maniera lineare. Grazie a questa caratteristica, durante una reazione di 

polimerizzazione radicalica “vivente” non saranno presenti catene 

inattive ma soltanto catene dormienti che potranno continuare a 

crescere fino a quando sarà presente del monomero nell’ambiente di 

reazione3. Il raggiungimento dell’equilibrio tra specie dormienti e attive 

è estremamente importante in questo tipo di polimerizzazione; quando 

si instaura, infatti, tutte le catene avranno la stessa probabilità di reagire 

e in queste condizioni il peso molecolare cresce in maniera lineare, 

permettendo di ottenere un polimero con peso molecolare desiderato, 

con un basso valore di polidispersità e in grado di riprendere la reazione 

di polimerizzazione dopo l’aggiunta di ulteriore monomero. 
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Le principali tecniche utilizzate per la polimerizzazione radicalica 

vivente sono tre: NMP, ATRP e RAFT. Tutte e tre agiscono attraverso 

il processo di disattivazione reversibile4,5 precedentemente descritto. La 

tecnica NMP (Nitroxide-Mediated Polymerization) è stata sviluppata 

in Australia agli inizi degli anni ’80 ed essa utilizza una specie 

radicalica persistente in grado di reagire con i radicali in crescita 

formando le catene dormienti; esistono molte specie che sono in grado 

di portare alla formazione di radicali persistenti ma la più utilizzata è 

sicuramente il 2,2,6,6-tetrametilpiperidinil-1-ossi (TeMPO), che soffre 

però della grossa limitazione di essere difficilmente applicabile a 

monomeri diversi dallo stirene e di richiedere temperature di 

polimerizzazione relativamente elevate (120-140 °C)6. L’ATRP (Atom 

Transfer Radical Polymerization) è stata scoperta in maniera 

indipendente da Mitsuo Sawamoto e da Jin-Shan Wang e Krzysztof 

Matyjaszewski nel 1995 ed essa è la tecnica più versatile e più utilizzata 

al momento; il meccanismo di reazione9 è simile alle altre tecniche di 

polimerizzazione anche se richiede un’attivazione bimolecolare. In 

ATRP il radicale attivo si forma dalla specie dormiente Pn-X (dove X 

è un alogeno come Br o Cl) attraverso una reazione redox in cui un 

metallo di transizione (rame complessato da un legame azotato) si 

ossida causando una rottura omolitica del legame Pn-X. La limitazione 

principale di questa tecnica è però proprio l’utilizzo dei complessi di 

metalli di transizione che possono fungere da impurezze. La tecnica 

RAFT (Reversible Addiction Fragmentation Chain Transfer)10,11 è la 

tecnica di polimerizzazione più interessante in quanto è quella che 

permette di utilizzare condizioni operative più simili a quella 

classica12,13,14. 

 

1.2 Polimerizzazione RAFT 

La tecnica RAFT fu messa a punto negli ultimi anni ’90 dal team di 

ricerca del Dott. Ezio Rizzardo. Il meccanismo di polimerizzazione12 è 

quello riportato nello schema 4. 

https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Mitsuo_Sawamoto&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Jin-Shan_Wang
https://en.wikipedia.org/wiki/Krzysztof_Matyjaszewski
https://en.wikipedia.org/wiki/Krzysztof_Matyjaszewski
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Schema 4: Meccanismo polimerizzazione RAFT 

Il meccanismo di polimerizzazione RAFT prevede un primo stadio di 

iniziazione dove il radicale iniziatore reagisce con il monomero 

formando una specie che, reagendo con altre molecole monomeriche, 

accresce il suo peso molecolare formando una catena radicalica attiva 

(Pn
.
). Il radicale attivo formatosi precedentemente reagisce con l’agente 

RAFT attaccando il carbonio tiocarbonilico e formando un radicale 

intermedio abbastanza stabile che è in grado di scindersi 

omoliticamente e formare un ditioderivato polimerico (PnS(Z)C=S) e 

un nuovo radicale R
.
. La reazione tra la specie radicalica R

. 
e le 

molecole di monomero presenti porterà alla crescita di una seconda 

catena propagante Pm
. 

che in qualsiasi momento potrà legarsi al 

ditioderivato polimero, formando nuovamente il radicale intermedio. Il 

radicale formatosi potrà scindersi in entrambe le direzioni e questo 

porterà all’instaurazione di un equilibrio tra specie radicaliche attive (in 

bassa concentrazione perché estremamente reattive) e specie dormienti 

(macroRAFT). Il tratto polimerico con minor peso molecolare risulta 
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essere un peggior gruppo uscente ma quando esso si scinde 

omoliticamente dal radicale intermedio ha una maggiore mobilità e un 

ingombro sterico minore e questo gli permette di avere una reattività 

maggiore nei confronti del monomero e quindi una velocità di 

accrescimento più elevata. Questo permette di ottenere dei valori di 

polidispersità estremamente più bassi rispetto alla polimerizzazione 

radicalica convenzionale. 

 

Figura 1: confronto tra PM e loro distribuzione di due polimeri 

ottenuti per polimerizzazione radicalica classica e RAFT 

 

Oltre alla bassa polidispersità un’altra proprietà estremamente 

interessante della polimerizzazione RAFT è quella di riuscire a 

mantenere le catene di macroRAFT nello stato dormiente grazie 

all’assenza di reazioni di terminazione. Se quindi si effettua l’aggiunta 

di un secondo monomero è possibile ottenere copolimeri con la 

morfologia desiderata senza l’utilizzo di complesse reazioni di 

protezione e deprotezione. Tramite questa tecnica si possono quindi 

ottenere copolimeri a blocchi, multi-block, a stella, graffati12,15,16,17 ecc. 
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Figura 2: struttura dei copolimeri ottenibile tramite RAFT 

Come per qualsiasi polimerizzazione radicalica anche la RAFT richiede 

la presenza di un iniziatore che decomponendosi faccia partire la 

reazione di iniziazione. Il rapporto agente RAFT/iniziatore deve essere 

però scelto con cura; per effettuare questa scelta bisogna tenere in 

considerazione i seguenti punti: 

a) è sufficiente una bassa concentrazione di iniziatore per attivare un 

gran numero di agenti RAFT, grazie all’instaurazione 

dell’equilibrio reversibile che porta alla formazione di altri radicali 

propaganti R
. 

in grado di reagire con altre molecole RAFT. 

b) avere un’alta concentrazione di iniziatore porta ad avere un’elevata 

concentrazione di radicali attivi e quindi un’alta velocità di 

propagazione e una consistente cinetica di terminazione, questo 

porta ad avere uno scarso controllo sul peso molecolare e sulla 

polidispersità;  

c) quando si utilizza una concentrazione di RAFT maggiore si ha un 

abbassamento della concentrazione dei radicali attivi e di 

conseguenza una cinetica di propagazione più bassa e la quasi totale 

assenza di reazioni di terminazione, con il polimero che avrà PM e 

polidispersità più facilmente controllabili. 
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Per questo motivo si utilizzano rapporti agente RAFT/iniziatore molto 

più alti 1; in questo modo si ha un elevato controllo sulla lunghezza 

delle catene e sulla polidispersità del polimero avendo comunque la 

possibilità di ottenere polimeri ad alto peso molecolare (facendo reagire 

per un tempo sufficiente), visto che la concentrazione di iniziatore ha 

effetto solo sulla velocità di propagazione e non direttamente sulla 

lunghezza delle catene. Come dimostra l’equazione 1 infatti il peso 

molecolare teorico di un polimero ottenuto tramite polimerizzazione 

RAFT dipende dal rapporto solo tra la concentrazione di monomero e 

quella di agente RAFT e non dalla quantità di iniziatore utilizzato: 

 

Equazione 1: Peso molecolare teorico di un polimero ottenuto tramite 

RAFT 

Con [M]0 che è la concentrazione di monomero ad inizio reazione, conv 

la conversione e [CTA]0 la concentrazione iniziale dell’agente 

RAFT12,15. Dall’equazione inoltre è possibile individuare una 

correlazione lineare tra la conversione ottenuta e il peso molecolare del 

polimero finale; è quindi possibile ottenere pesi molecolari desiderati 

utilizzando corretti tempi di polimerizzazione. 

1.3 Proprietà di un Agente RAFT 

La struttura generica di un agente RAFT è la seguente: 

 

Figura 3: struttura generica composto RAFT 
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Sono stati sintetizzati un numero molto elevato di agenti utilizzabili 

come controllori di peso molecolare nella polimerizzazione RAFT. 

Questi composti per avere un’elevata efficienza devono possedere 

alcune caratteristiche particolari: 

 il sostituente R, che ha il compito di scindersi dal composto 

dopo che esso ha reagito con la catena radicalica in crescita, 

deve essere un buon gruppo uscente in grado di abbandonare la 

molecola RAFT attraverso una reazione di scissione omolitica 

del legame S-R in modo da garantire una sufficiente velocità di 

polimerizzazione; 

 il radicale R
. 

deve avere una buona stabilità paragonabile alla 

specie radicalica in accrescimento per fare in modo che possa 

staccarsi omoliticamente dal gruppo ditiocarbonilico e al tempo 

stesso deve avere una sufficiente reattività verso il monomero 

in modo da favorire la reazione di iniziazione della 

polimerizzazione; 

 il gruppo Z deve avere una struttura tale da conferire sufficiente 

stabilità al radicale intermedio che si forma dopo l’attacco della 

catena radicalica attiva senza però bloccare la reazione di 

polimerizzazione; deve essere in grado anche di attivare il 

legame C=S nei confronti dell’addizione della catena radicalica 

in crescita; 

 il doppio legame C=S deve essere reattivo verso l’addizione 

radicalica. 

Le proprietà dell’agente RAFT dipendono fortemente dalla struttura del 

gruppo Z. I gruppi Z con caratteristiche migliori sono i fenili perché 

sono in grado di stabilizzare il radicale intermedio attraverso una 

delocalizzazione sull’anello aromatico mentre gruppi Z contenenti 

etero atomi con un doppietto elettronico delocalizzabile verso il legame 

C=S causano un abbassamento della reattività del composto 

all’addizione radicalica e quindi un forte rallentamento della cinetica di 

polimerizzazione. I gruppi R con caratteristiche migliori sono quelli che 
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possiedono dei gruppi funzionali elettron-attrattori, come il gruppo 

nitrile (CN) o un fenile, in modo da stabilizzare tramite 

delocalizzazione il radicale che si forma dalla scissione omolitica. Sono 

stati effettuati diversi studi che hanno permesso la costruzione di alcune 

tabelle molto utili nella scelta del miglior gruppo Z e del miglior gruppo 

R, in funzione delle condizioni di reazione e del monomero da 

polimerizzare. 

 

1.4. Monomeri utilizzabili 

I monomeri utilizzabili per la polimerizzazione RAFT possono essere 

suddivisi in due grandi categorie: 

a) monomeri “più attivi”, che comprende monomeri vinilici aromatici 

(vinilpiridina e stirene), monomeri acrilici (metilacrilato, acido 

acrilico etc.) e monomeri metacrilici (metil metacrilato, butil 

metacrilato, glicidil metacrilato ecc) 

b) monomeri “meno attivi” che comprende monomeri vinil ammidici 

(N-vinilpirrolidone e N-vinilcarbazolo) e monomeri vinil esterei 

(vinil acetato). 

I monomeri appartenenti alla categoria (a) hanno un’elevata 

propensione a reagire tramite il meccanismo di polimerizzazione 

RAFT. Essi possono essere ulteriormente suddivisi in due sotto-

categorie; da un lato i monomeri che hanno elevata velocità di 

propagazione come acrilati e acrilammidi e dall’altro monomeri che 

hanno una cinetica di accrescimento delle catene più bassa come i 

vinilici aromatici e i metacrilici. Gli agenti RAFT maggiormente 

utilizzati per la polimerizzazione dei monomeri “più attivi” sono quelli 

che possiedono come gruppo Z un gruppo arile12,13: 
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Figura 4: composti RAFT maggiormente utilizzati 

 La polimerizzazione radicalica controllata su monomeri “meno attivi” 

è generalmente lenta e complessa anche quando si utilizzano composti 

RAFT estremamente attivi perché essi portano alla formazione di 

radicali intermedi troppo stabili e di conseguenza non permettono un 

buon controllo sulla reazione. Utilizzando RAFT meno attivi invece si 

è in grado di ottenere un buon controllo sulla reazione, con la cinetica 

della polimerizzazione che è però estremamente rallentata. 

1.5 Processo RAFT per la sintesi di copolimeri a blocchi 

Quando una polimerizzazione RAFT viene bloccata (quando termina il 

monomero a disposizione o quando quest’ultimo viene allontanato 

dall’ambiente di reazione) la maggior parte delle catene si trova in uno 

stato dormiente, con il gruppo terminale che è formato dal gruppo 

utilizzato come controllore di polimerizzazione. 

 

Figura 5: struttura di un generico MacroRAFT 

Questa caratteristica può essere sfruttata per sintetizzare copolimeri a 

blocchi; facendo reagire un secondo monomero con le catene 
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polimeriche dormienti (MacroRAFT) in presenza di un iniziatore nelle 

corrette condizioni avverrà la seguente reazione: 

 

Schema 5: meccanismo copolimerizzazione RAFT 

Il radicale attivo An
. 

è in grado di reagire con le molecole di monomero 

M portando alla formazione del copolimero a blocchi: 

 

Schema 6: meccanismo copolimerizzazione RAFT 

L’equilibrio che viene a crearsi permette di formare catene 

copolimeriche a blocchi ma allo stesso tempo anche catene 

omopolimeriche Bm che statisticamente avranno un peso molecolare 

simile al copolimero. Questa reazione richiede ovviamente che 

l’efficienza come gruppo uscente del radicale An
.
 sia paragonabile o 

superiore a quella del radicale Bm
.
 in modo che la concentrazione dei 

radicali attivi A sia maggiore di quella dei radicali B e la propagazione 

dei blocchi copolimerici sia favorita rispetto a quella delle catene 

omopolimeriche. Per questo motivo quando si polimerizzano 

copolimeri a blocchi acrilato-metacrilato è necessario sviluppare per 

primo il blocco metacrilico perché esso forma radicali che hanno 

caratteristiche migliori come gruppi uscenti rispetto alle catene 

acriliche. Il numero di catene presenti all’interno dell’ambiente di 

reazione al termine della polimerizzazione sarà dato dalla somma tra le 
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catene AnBm formatesi a partire dal macroRAFT e quelle 

omopolimeriche Bm derivanti dalla decomposizione omolitica 

dell’iniziatore. Scegliendo il rapporto minimo tra iniziatore e 

MacroRaft, le condizioni di reazione più adatte e i migliori gruppi R e 

Z presenti sull’agente controllante il peso molecolare è possibile ridurre 

le impurezze omopolimeriche, anche se risulta impossibile impedirne 

totalmente la formazione; questo è dovuto alla natura del meccanismo 

RAFT che prevede la crescita di radicali attivi omopolimerici durante 

la sintesi di copolimeri a blocchi. 

1.6 Reazioni di post-polimerizzazione 

Se la polimerizzazione viene effettuata su monomeri che contengono 

altri gruppi funzionali oltre alla funzione vinilica è possibile sfruttare la 

reattività di questi gruppi per ottenere un materiale con caratteristiche 

differenti rispetto a quello di partenza18; in linea teorica si possono 

ottenere polimeri con proprietà assai differenti tra loro post-

funzionalizzando un unico polimero di partenza. Un esempio di 

monomero contenente gruppi funzionali laterali che rimangono intatti 

durante la polimerizzazione radicalica è il glicidil metacrilato: 

 

Figura 6: Struttura del glicidil metacrilato 

Grazie alla presenza del gruppo epossidico come sostituente laterale il 

glicidil metacrilato può dal luogo a reazioni di sostituzione nucleofila 

di tipo SN2 così come riportato nello Schema 7. 
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Schema 7: Attacco nucleofilo all’epossido del glicidil metacrilato 

La reazione prevede l’attacco del nucleofilo al carbonio epossidico 

meno impedito con la formazione di uno stato di transizione in cui il 

legame C-O si sta rompendo e il legame C-Nu si sta formando; quando 

la reazione è avvenuta l’anello epossidico si è aperto e sul carbonio 

vicinale rimane un gruppo ossidrilico. Un ossigeno etereo di norma è 

un cattivo gruppo uscente ma in un anello epossidico la tensione 

dell’anello a tre atomi conferisce all’atomo di ossigeno delle discrete 

caratteristiche di gruppo uscente e questo permette reazioni di 

sostituzione nucleofila con resa quantitativa. Le proprietà del polimero 

ottenuto possono variare sensibilmente in funzione al tipo di nucleofilo 

che si utilizza; facendo reagire per esempio un’ammina secondaria 

come la morfolina la catena di poli (glicidil metacrilato), inizialmente 

idrofobica, mostrerà delle caratteristiche idrofiliche dovute alla 

presenza dell’azoto e dell’ossigeno sulla morfolina legata come 

sostituente laterale ma anche al gruppo ossidrilico che si forma dopo 

l’apertura dell’anello epossidico18. La formazione del gruppo OH 

inoltre conferisce alla catena polimerica la reattività caratteristica degli 

alcoli. Queste proprietà possono essere sfruttate per una seconda 

reazione di post-funzionalizzazione che prevede l’attacco di molecole 

cromofore al gruppo ossidrilico, permettendo di ottenere un polimero 

marcato e in grado di emettere quando eccitato con radiazioni 

elettromagnetiche di corretta lunghezza d’onda. 
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1.7 Effetto FRET 

Il Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) è un processo 

fotofisico che coinvolge gli stati elettronici eccitati di due molecole di 

colorante fluorescente (donore e accettore). L’eccitazione non è 

trasferita da una molecola di donore ad una di accettore attraverso 

emissione di fotoni ma attraverso un’interazione coulombiana tra i 

momenti di transizione delle due molecole che può essere approssimata 

ad un accoppiamento dipolo-dipolo19; per avvenire questa interazione è 

però necessario che essi siano approssimativamente paralleli, come 

mostrato in Figura 7: 

 

Figura 7: Accoppiamento tra dipoli di due composti cromoforici 

 

Con μA e μD che sono i momenti di dipolo di transizione del donore e 

dell’accettore. L’accoppiamento può essere calcolato attraverso 

l’equazione 2: 

 

Equazione 2: calcolo dell’accoppiamento tra i dipoli 

 

Con R che rappresenta la distanza tra le molecole, ε0 la costante 

dielettrica del vuoto e κ il fattore di orientamento. Se f(E) è la 

fluorescenza normalizzata del donatore con energia E e (E) è 

l’assorbimento normalizzato con energia E dell’accettore, il grado di 

trasferimento di energia k viene descritto attraverso l’equazione 3. 
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Equazione 3: Calcolo del trasferimento di energia 

Risolvendo l’integrale si ottiene l’equazione 4 che permette di calcolare 

il grado di trasferimento di energia: 

 

Equazione 4: Calcolo del trasferimento di energia 

Con τD tempo di vita del donatore, ΦD resa quantica di fluorescenza 

del donatore, I sovrapposizione spettrale di Förster, n indice di 

rifrazione del mezzo e N numero di Avogadro. Come è possibile intuire 

dall’equazione 4, il trasferimento di energia per effetto FRET dipende 

dall’inverso della sesta potenza della separazione intermolecolare20; è 

possibile quindi calcolarne l’efficienza utilizzando l’equazione 5: 

 
Equazione 5: Calcolo dell’efficienza dell’effetto FRET 

Con R0 che è la distanza a cui l’efficienza di trasferimento è del 50%. 

Non tutte le coppie di molecole fluorescenti mostrano effetto FRET; 

una coppia di fluorofori è in grado di sviluppare questo effetto quando 

si verificano le seguenti condizioni: 
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 separazione degli spettri di assorbimento tra donore ed 

accettore; 

 grande sovrapposizione (>30%) tra la fluorescenza del donatore 

e l’assorbimento dell’accettore; 

 fluorescenze di donatore ed accettore relativamente efficienti; 

 separazione tra la fluorescenza del donatore e dell’accettore. 

 

Inoltre l’effetto FRET avviene solo tra molecole che sono ad una 

distanza tra i 10 e i 100 ångström. Quando tutti questi requisiti sono 

rispettati si avrà il trasferimento di energia tra le due molecole con 

l’accettore che emetterà l’energia ricevuta sotto forma di fotoni (Figura 

8). 

 

Figura 8: Variazione dell’emissione dei cromofori a causa dell’effetto 

FRET 

Le applicazioni dell’effetto FRET sono principalmente in campo 

biologico21: 

 struttura e conformazione di proteine; 

 distribuzione spaziale e assembramento dei complessi proteici;  

 interazione recettore/legante;  

 analisi delle interazioni delle singole molecole.  
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1.8 Micelle Polimeriche 

Una micella è un aggregato supramolecolare di dimensioni 

nanometriche che si forma in soluzione acquosa ad una temperatura 

inferiore alla Temperatura Micellare Critica (CMT) quando si supera la 

cosiddetta Concentrazione Micellare Critica (CMC); quando la 

temperatura supera la CMT le micelle tendono invece a disgregarsi e 

formare gli unimeri. Una micella è formata da un nucleo idrofobico e 

un guscio esterno idrofilico affine all’acqua. Le molecole in grado di 

dare aggregati del genere devono avere quindi determinate 

caratteristiche, in particolare devono avere una porzione idrofilica e una 

idrofobica22. La micellizzazione è rappresentata schematicamente in 

Figura 9: 

 

Figura 9: Processo di auto-aggregazione in micelle 

Il processo, che avviene quando le molecole entrano in contatto con la 

fase acquosa ad una concentrazione superiore alla CMC, è un processo 

spontaneo governato da un complesso bilancio di interazioni attrattive 

e repulsive; la stabilità termodinamica che favorisce la formazione di 

queste strutture è data dalla minimizzazione delle interazioni tra il tratto 

idrofobico e l’ambiente acquoso. Le micelle polimeriche, una volta 

formatesi, sono caratterizzate da una notevole stabilità che garantisce 

una CMC molto bassa; inoltre la stabilità cinetica conferita dal nucleo 

idrofobico può renderle stabili anche al di sotto della CMC in quanto la 

velocità di uscita di un singolo unimero dalla micella è talmente bassa 

da essere considerata trascurabile.  
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Copolimeri a blocchi formati da un blocco solubile in acqua e uno 

solubile in solventi organici sono ideali per ottenere micelle in 

soluzione acquosa in grado di contenere all’interno del guscio principi 

attivi idrofobici e trasportarli all’interno del flusso sanguigno senza che 

essi subiscano reazioni di degradazione23. Questi copolimeri vengono 

sintetizzati tramite polimerizzazione radicalica controllata e in 

particolare sfruttando la polimerizzazione RAFT. Le condizioni di 

reazione utilizzate per ottenere il copolimero tramite RAFT sono 

estremamente importanti perché influenzano sensibilmente le proprietà 

delle micelle polimeriche; in funzione delle proprietà del copolimero 

infatti si avranno CMC e CMT molto variabili e anche la stabilità delle 

micelle in soluzioni molto diluite dipenderà dalla struttura delle 

molecole che le compongono visto che essa aumenta all’aumentare 

delle interazioni idrofobiche. Un ultimo aspetto da tenere in 

considerazione è la struttura della micella. In concentrazioni prossime 

alla CMC la forma delle micelle è di tipo sferico; esistono 

principalmente due tipi di strutture sferiche: 

- a stella, quando hanno un blocco idrofilico più esteso rispetto a 

quello idrofobico; 

- a spazzola, quando è il blocco idrofobico ad essere più esteso 

rispetto a quello idrofilico.  

Le micelle polimeriche utilizzate come drug carrier hanno una struttura 

a stella per avere una maggiore stabilità all’interno dei vasi sanguigni, 

dove si troveranno in concentrazioni molto basse. 
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2. SCOPO 

Lo scopo di questa tesi di laurea sperimentale può essere suddiviso in 

due macro obiettivi. Il primo riguarda la messa a punto e 

perfezionamento di una via di sintesi ottimale per l’ottenimento di un 

copolimero a blocchi con caratteristiche anfifiliche. Il secondo obiettivo 

riguarda la messa a punto e la realizzazione di reazioni di post-

funzionalizzazione di quest’ultimo con gruppi cromoforici al fine di 

ottenere macromolecole marcate e tracciabili tramite metodi 

fluorimetrici. In questo modo le macromolecole, se irradiate alla 

corretta lunghezza d’onda, sono in grado di emettere nella regione del 

visibile. Per il primo scopo è stata realizzata la sintesi del copolimero a 

blocchi poli(glicidil metacrilato)-b-poli(butil metacrilato) (PGMA-b-

PBMA) mediante polimerizzazione RAFT10,11. Per questo, inizialmente 

è stato scelto e sintetizzato l’agente RAFT più adatto49 e 

successivamente sono state individuate le condizioni sperimentali 

ottimali, quali tempo, temperatura e rapporto molare tra i reagenti, per 

l’ottenimento dell’omopolimero poli(glicidil metacrilato) (PGMA) e 

del suo relativo copolimero a blocchi PGMA-b-PBMA (Schema 8). 

Utilizzando la polimerizzazione RAFT è stato possibile ottenere un 

copolimero con le seguenti caratteristiche: 

a) peso molecolare controllato grazie alla cinetica di polimerizzazione 

lineare e bassa polidispersità, compresa tra 1,10 e 1,20; 

b) struttura macromolecolare, con il copolimero formato da un tratto 

lineare di catena PGMA legato ad un secondo tratto di catena lineare di 

PBMA. 

Le caratteristiche anfifiliche sono state impartite al copolimero a 

blocchi tramite una reazione di post-funzionalizzazione (sostituzione 

nucleofila SN2) con la morfolina (ammina secondaria)18 coinvolgente i 

gruppi reattivi epossidici presenti nel blocco PGMA.  Il copolimero così 

ottenuto è costituito da un blocco idrofobico di PBMA e da un blocco 

idrofilico di poli(2-idrossi-3-morfolinopropil metacrilato) (PHMPMA). 

Quest’ultimo impartisce idrofilicità grazie alla presenza dei gruppi 
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idrossilici formatisi dalla reazione precedentemente descritta (Schema 

8). 

 

Schema 8: Meccanismo di copolimerizzazione RAFT e preparazione 

del PHMPMA-b-PBMA  

 

Per il secondo scopo sono state messe a punto due reazioni principali 

(Schema 9): 

a) funzionalizzazione diretta sui gruppi terminali tramite reazione con 

4-cloro-7-nitrobenzofurazano 

b) funzionalizzazione tramite reazione con rodammina B isotiocianato 

utilizzando un opportuno linker, il 3-amminopropil trimetossisilano 
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Schema 9: reazione tra il copolimero PHMPMA-b-PBMA e i due 

cromofori 

Le macromolecole anfifiliche così ottenute, sia contenenti gruppi 

fluorescenti che non marcate, sono state utilizzate allo scopo ultimo di 

ottenere delle micelle stabili in ambiente acquoso. Questi aggregati 

supramolecolecolari mostrano proprietà simili a quelli ottenuti 

recentemente con il copolimero poli(2-idrossi-3-morfolinopropil 

metacrilato)-b-poli(metilmetacrilato) (PHMPMA-b-PMMA), il cui 

comportamento di uptake cellulare è stato studiato 

approfonditamente20, con risultati estremamente interessanti. In questo 

caso, la presenza del blocco idrofobico PBMA di dimensioni maggiori 

rispetto al PMMA dovrebbe consentire una maggiore affinità con i 

principi attivi farmacologici e quindi un trasporto più efficace di queste 

sostanze verso le cellule per applicazioni nel campo del drug delivery 

come trasportatori di farmaci a rilascio controllato o come efficaci 

marcatori fluorescenti.  
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3. Risultati e discussione 

3.1 Sintesi dell’Agente RAFT 

La sintesi dell’agente RAFT 2-ciano-4-metilpentan-2-il ditiobenzoato25 

è riportata nello schema 10. 

Stadio 1 

 

 

Stadio 2 

 

Schema 10: Sintesi dell’agente RAFT 

Nel primo stadio il reattivo di Grignard, ottenuto tramite reazione tra il 

bromobenzene e il magnesio metallico, promuove una reazione di 

addizione al disolfuro di carbonio con ottenimento del sale 

ditiocarbossilato che, tramite successiva ossidazione con iodio in 
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soluzione acquosa, porta alla formazione di bis (tiobenzoil) disolfuro 

(1). 

Nel secondo stadio il bis(tiobenzoil) disolfuro (1) reagisce con la specie 

radicalica 2,4-dimetilpentano-2-il-nitrile, ottenuto per decomposizione 

termica del 2,2’-azobis(2,4-dimetilpentanonitrile), per dare il 2-ciano-

4-metilpentan-2-il ditiobenzoato (2) (agente RAFT). Nella 

polimerizzazione dei monomeri metacrilici (MMA, GMA, BMA etc.) 

la scelta del gruppo legato al carbonio ditiocarbonilico (gruppo Z) e del 

gruppo uscente (gruppo R) è estremamente importante. La scelta del 

fenile come gruppo Z permette di avere un miglior controllo grazie 

all’effetto stabilizzante sul radicale intermedio26 che deve avere una 

stabilità intermedia in modo da permettere una efficace addizione della 

catena radicalica e contemporaneamente rendere possibile la rottura 

omolitica del legame con il gruppo uscente R. Nel nostro caso il gruppo 

uscente 2,4-dimetilpentano-2-il-nitrile c porta alla formazione di un 

radicale terziario che ha una stabilità paragonabile a quella della catena 

in metacrilica accrescimento25. Per la sintesi di un agente RAFT 

terziario è quindi necessario utilizzare una reazione in due passaggi 

successivi perchè una reazione di sostituzione nucleofila su un 

alogenuro terziario porterebbe ad eliminazione. L’analisi 1H NMR 

conferma l’ottenimento del composto desiderato.  
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3.2 Sintesi dei polimeri 

3.2.1 Sintesi dell’omopolimero poli(glicidil metacrilato)  

La sintesi del poli(glicidil metacrilato) (schema 11) è stata effettuata 

tramite polimerizzazione RAFT utilizzando agente RAFT sintetizzato 

2-ciano-4-metilpentan-2-il ditiobenzoato (2) e azosiobutirronitrile 

(AIBN) come iniziatore: 

 

Schema 11: polimerizzazione RAFT del glicidil metacrilato  

 

Il rapporto molare monomero/RAFT/iniziatore utilizzato è 675/1/0,05. 

Si allontana l’ossigeno dall’ambiente di reazione poiché esso potrebbe 

causare reazioni di terminazione e reticolazioni di catena; dopo di che 

si effettua la polimerizzazione a temperatura di 70°C a tempi variabili 

in modo da poter individuare il tempo di polimerizzazione adatto per 

l’ottenimento del peso molecolare idoneo ai successivi utilizzi. Dopo la 

purificazione i polimeri sono sotto forma di catene dormienti pronte a 

riattivarsi nelle condizioni di reazione specifiche. In Tabella 1 sono 

riportati i principali risultati ottenuti. Da notare che l’accrescimento dei 

pesi molecolari determinati tramite GPC in THF e i pesi molecolari 

teorici sono simili tra loro con un andamento lineare che dimostra 

l’avvenuto controllo della polimerizzazione a differenza della cinetica 

esponenziale della polimerizzazione radicalica classica. 

 

 

 



27 
 

Tabella 1: Dati sperimentali relativi all’omopolimero PGMA 

Campione t. reaz. Conv. PMTh PMn PD 

Pol.1 2h 10,3% 9300 9500 1.18 

Pol.2 3h 16,2% 14700 14000 1.14 

Pol.3 4h 23,1% 19000 18500 1.13 

Pol.4 5h 28,8% 24000 22500 1.13 

 

La percentuale di conversione è stata calcolata mediante 1H NMR della 

miscela di reazione, rapportando l’integrale dei segnali del monomero 

non reagito con quelli del polimero.  

Il peso molecolare teorico è stato calcolato tramite l’equazione 5. 

 

Equazione 5: Peso molecolare teorico di un polimero ottenuto tramite 

RAFT  

Con [M]0 che è la concentrazione di monomero ad inizio reazione, conv 

la conversione e [CTA]0 la concentrazione iniziale dell’agente RAFT. 

Il peso molecolare medio numerale e la polidispersità (PD)sono stati 

determinati mediante cromatografia GPC utilizzando standard di 

polistirene per la calibrazione; in accordo con la teoria della 

polimerizzazione RAFT i polimeri presentano bassi valori di 

polidispersità (Figura 10). I valori di peso molcolare ottenuti con la 

GPC sono concordanti con i valori teorici nonostante il PGMA è 

chimicamente differente dallo standard utilizzato (polistirene); questo è 

dovuto probabilmente ad un volume idrodinamico in THF simile tra i 

due polimeri. 
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Figura 10: Cromatogrammi GPC dei omopolimeri PGMA ottenuti 

L’avvenuto controllo della polimerizzazione vivente, congiuntamente 

alla bassa polidispersità ottenuta, è dimostrato dall’aumento lineare 

della conversione in funzione del tempo di polimerizzazione (figura 

11A) e dal contemporaneo aumento lineare del peso molecolare in 

funzione della conversione (figura 11B). 

 

  

Figura 11: andamento della conversione in funzione del tempo di 

polimerizzazione (A) e del peso molecolare in funzione della 

conversione (B) 
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Per l’ottenimento del macroRAFT di PGMA con il peso molecolare 

desiderato (circa 20000) e in quantità sufficienti per la preparazione del 

relativo copolimero a blocchi con butil metacrilato è stata quindi 

riprodotta la sintesi a 4 ore di tempo di reazione a partire da 10 ml di 

miscela di reazione. I dati salienti del omopolimero così ottenuto sono 

riportati in Tabella 2. 

Tabella 2: dati PGMA utilizzato come macroRAFT 

Campion

e 

t. 

reazione 

Conv PMn PMTh PD Resa 

Pol.5 4h 24,7% 20000 19800 1.13 1.979 g 

 

Il polimero ottenuto, che sarà usato per la sintesi dei copolimeri 

successivi, ha peso medio molecolare di 20000 Dalton e bassa PD. 

Come è possibile notare confrontando con i dati riportati in tabella 1, la 

polimerizzazione RAFT possiede un elevato grado di riproducibilità 

con una conversione leggermente maggiore e di conseguenza un 

minimo incremento di peso molecolare e ciò è probabilmente dovuto al 

maggior volume della miscela posta a reagire. 
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3.2.2 Sintesi dell’omopolimero poli(butil metacrilato) 

Allo scopo di mettere a punto la su successiva preparazione del 

copolimero a blocchi PGMA-b-PBMA sono state inizialmente 

effettuate alcune prove di omopolimerizzazione del PBMA, utilizzando 

il 2-ciano-4-metilpentan-2-il ditiobenzoato (2) come controllore del 

peso molecolare e AIBN come iniziatore (schema 12). 

Schema 12: Polimerizzazione RAFT del butil metacrilato 

Il rapporto molare utilizzato tra i 3 reagenti (Monomero/RAFT/AIBN) 

è 675/1/0,05, identico a quello utilizzato per l’omopolimero PGMA, 

con temperatura di polimerizzazione di 75 °C e tempi di reazione di 2, 

3, 4 e 5 ore. I dati caratteristici dei polimeri ottenuti sono riportati in 

tabella 3. Da notare che i pesi molecolari ottenuti mediante GPC sono 

superiori rispetto a quelli teorici. Questo è dovuto al differente raggio 

idrodinamico delle catene di PBMA in THF rispetto al polistirene che 

porta ad una sovrastima del peso molecolare. 

Tabella 3: dati omopolimero PBMA 

Campione t. reazione Conv. PMn PMTh PD 

Pol.6 2h 12,8% 13000 11000 1,15 

Pol.7 3h 18,3% 19000 16500 1,12 

Pol.8 4h 23,1% 23500 20500 1,10 

Pol.9 5h 28,3% 28000 255000 1,08 
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In accordo con la teoria della polimerizzazione RAFT questi 

omopolimeri presentano bassi valori di polidispersità e pesi molecolari 

crescenti con il tempo di polimerizzazione (Figura 12). 

 

Figura 12: Cromatogrammi GPC degli omopolimeri PBMA 

Come nel caso del PGMA l’avvenuto controllo della polimerizzazione 

vivente, congiuntamente alla bassa polidispersità ottenuta, è dimostrato 

dall’aumento lineare della conversione in funzione del tempo di 

polimerizzazione (figura 13A) e dal contemporaneo aumento lineare 

del peso molecolare in funzione della conversione (figura 13B). 

 

Figura 13: andamento della conversione in funzione del tempo di 

polimerizzazione (A) e del peso molecolare in funzione della conversione (B). 
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I risultati sperimentali hanno quindi permesso di ottenere le informazioni utili 

per le ulteriori reazioni di copolimerizzazione.
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3.2.3 Sintesi del copolimero PGMA-b-PBMA 

Il copolimero a blocchi poli(glicidil metacrilato)-b-poli(butil 

metacrilato) è stato ottenuto per polimerizzazione del butil metacrilato 

a partire dal MacroRAFT PGMA (Pol.5) precedentemente sintetizzato 

(Schema 13). 

     

          Schema 13: sintesi del copolimero PGMA-b-PBMA 

Non è stato però possibile mantenere lo stesso rapporto della 

polimerizzazione del PGMA in quanto la quantità di polimero 

necessaria non risulta solubilizzabile nella miscela di reazione e per 

questo motivo si è stato usato un rapporto pari a 1200/1/0,05; si è inoltre 

dovuto utilizzare DMF come solvente perché esso è in grado di 

solubilizzare sia il macroRAFT che il monomero. Il primo tentativo di 

sintesi, a 75°C con tempi variabili, utilizzando come iniziatore AIBN, 

ha portato all’ottenimento dei copolimeri riportati in tabella 4.  

 

Tabella 4: Dati copolimero PGMA-b-PBMA ottenuti con AIBN 

Campione t. 

reazione 

Conv.a)  PM copol. PMth 

copol.c) 

PM 

PBMAb) 

PD 

Pol.10 2h 18% 40000 42000 20000 1,14 

Pol.11 3h 20% 49000 51500 29000 1,15 

a) Determinata mediante 1H NMR della miscela di reazione, rapportando l’integrale 

dei segnali del monomero a quelli del polimero. b) Determinato mediante 1H NMR 

della copolimero purificato, rapportando l’integrale dei segnali BMA rispetto a quelli 

del PGMA (20000 Dalton). c) Determinato tramite l’equazione ([𝑀0] ∗

𝑃𝑀 𝑚𝑜𝑛𝑜𝑚𝑒𝑟𝑜 ∗
𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑒

[𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝑅𝐴𝐹𝑇]
) + 𝑃𝑀 𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝑅𝐴𝐹𝑇 
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Anche se la sintesi è risultata controllata, i polimeri ottenuti presentano 

comunque un peso medio molecolare troppo elevato rispetto a quello 

desiderato; inoltre i cromatogrammi GPC evidenziano un andamento 

leggermente irregolare. 

 

Figura 14: cromatogrammi Pol. 10 e Pol. 11 

Questo è dovuto molto probabilmente all’elevata decomposizione 

dell’AIBN che alla temperatura di polimerizzazione utilizzata (75°C) 

porta alla formazione di un numero eccessivo di specie radicaliche 

causando un aumento della velocità di polimerizzazione e di 

conseguenza un maggiore peso molecolare del secondo blocco27. 

Inoltre, l’esigenza di limitare l’iniziazione in una copolimerizzazione è 

necessaria per ridurre l’eccessiva formazione di catene omopolimeriche 

del secondo monomero che, in ogni caso, non è possibile evitare 

completamente. 

Per questo motivo, come iniziatore è stato successivamente utilizzato il 

1,1′-azobis(cicloesanocarbonitrile) (VAZO 88) che ha una temperatura 

di decomposizione più alta dell’AIBN, mantenendo intatto il rapporto 

molare e il MacroRAFT utilizzato (Pol. 5). In queste condizioni sono 

stati sintetizzati 4 diversi copolimeri a blocchi con tempi di reazione 
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variabili che sono stati purificati e caratterizzati (Tabella 5 e Figura 15). 

Si noti che la conversione, e di conseguenza il peso molecolare, 

risultano molto più bassi in quanto la velocità di polimerizzazione è 

minore per la ridotta concentrazione delle specie radicaliche in 

accrescimento rispetto alla polimerizzazione in cui l’AIBN è utilizzato 

come iniziatore. 

 

Tabella 5: dati copolimeri PGMA-b-PBMA 

Campione t. 

reazione 

Conv.a)  PM 

copol. 

PMTh 

copol.c)  

PM PBMAb) PD 

Pol.12 1h 2,8% 22000 23000 2000 1.15 

Pol.13 2h 3,7% 24500 25000 4500 1.15 

Pol.14 3h 5,6% 27500 29000 7500 1.16 

Pol.15 4h 10,1% 31000 34000 11000 1.18 

 

a) Determinata mediante 1H NMR della miscela di reazione, rapportando l’integrale 

dei segnali del monomero a quelli del polimero. b) Determinato mediante 1H NMR 

della copolimero purificato, rapportando l’integrale dei segnali BMA rispetto a quelli 

del PGMA (20000 Dalton). c) Determinato tramite l’equazione ([𝑀0] ∗

𝑃𝑀 𝑚𝑜𝑛𝑜𝑚𝑒𝑟𝑜 ∗
𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑒

[𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝑅𝐴𝐹𝑇]
) + 𝑃𝑀 𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝑅𝐴𝐹𝑇 

 

In queste condizioni è stato quindi ottenuto un buon controllo sulla 

copolimerizzazione e sul peso molecolare del secondo blocco. 
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Figura 15: Cromatogramma PGMA-b-PBMA ottenuti con Vazo 88 

Il copolimero 13 è quello che potenzialmente possiede le caratteristiche 

migliori per la formazione delle micelle grazie ad un appropriato 

bilancio fra i due blocchi. La sua sintesi è stata quindi ripetuta a partire 

da quantità maggiori di MacroRaft e di BMA alla scopo di ottenerne a 

sufficienza per le successive reazioni e studio delle applicazioni. In 

tabella 6 sono riportate le caratteristiche salienti del copolimero Pol.16 

così ottenuto e in Figura 16 è riportato il suo spettro 1H NMR a 

confronto con quelli dei due omopolimeri PGMA e PBMA. 

 

Tabella 6: dati copolimero PGMA-b-PBMA (Pol. 16) 

Campione t. 

reazione 

Conv.a)  PM 

copol. 

PMTh 

copol.c) 

PM 

PBMAb) 

PD Resa 

Pol.16 2h 2.9% 24000 23300 4000 1.13 952 mg 

 

 a) Determinata mediante 1H NMR della miscela di reazione, rapportando 

l’integrale dei segnali del monomero a quelli del polimero. b) Determinato 

mediante 1H NMR della copolimero purificato, rapportando l’integrale dei 

segnali BMA rispetto a quelli del PGMA (20000 Dalton). c) Determinato tramite 

l’equazione ([𝑀0] ∗ 𝑃𝑀 𝑚𝑜𝑛𝑜𝑚𝑒𝑟𝑜 ∗
𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑒

[𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝑅𝐴𝐹𝑇]
) +

𝑃𝑀 𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝑅𝐴𝐹𝑇 
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Figura 16: Spettri 1H NMR del PGMA omopolimero (Pol. 5), PBMA 

omopolimero (Pol.7) e del copolimero PGMA-b-PBMA (Pol. 16)  
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3.3 Trattamenti di post polimerizzazione 

Le micelle polimeriche sono strutture supramolecolari che si formano 

mediante un processo di autoassemblaggio di copolimeri a blocchi 

anfifilici. Il copolimero PGMA-b-PBMA, essendo costituito da due 

blocchi sostanzialmente lipofilici, non possiede caratteristiche di 

anfifilicità e di conseguenza non è in grado di formare strutture 

micellari in ambiente acquoso. Il PGMA, essendo un polimero reattivo, 

può però essere trasformato in un polimero con caratteristiche differenti 

sfruttando la reattività dei gruppi epossidici laterali. A tal proposito è 

stata effettuata una reazione di post-polimerizzazione con morfolina 

che è un reattivo nucleofilo in grado di attaccare gli anelli epossidici la 

cui apertura porta alla contemporanea formazione di gruppi ossidrilici. 

Il polimero che si viene a formare presenta caratteristiche peculiari di 

solubilità dovute alla presenza in catena laterale sia del gruppo 

ossidrilico sia della morfolina. Infatti, l’omopolimero poli(2-idrossi-3-

morfolinopropil metacrilato) (PHMPMA), che deriva dal trattamento di 

PGMA con morfolina, è solubile in acqua (caratteristiche idrofiliche) 

oltre che in solventi polari o relativamente polari come il THF o il 

cloroformio. Questa solubilità ibrida rende possibile il processo di 

formazione delle micelle partendo da una soluzione del copolimero a 

blocchi anfifilico in un solvente idrosolubile (THF) a cui viene aggiunta 

lentamente acqua. Quando la miscela H2O/THF non è più in grado di 

solubilizzare il blocco lipofilico vi è la formazione delle micelle. 

Sfruttando poi la reattività del gruppo RAFT ditiocarbossilico terminale 

e dei gruppi OH presenti lungo il blocco PHMPMA (reattività simile a 

quella degli alcoli) è possibile ottenere un ulteriori funzionalizzazioni 

con opportuni cromofori sui polimeri ottenuti. 
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3.3.1 Reazione post-polimerizzazione con Morfolina 

La funzionalizzazione dei copolimeri a blocchi PGMA-PBMA con 

morfolina deve essere condotta in due stadi successivi (il primo a 

temperatura ambiente e l’altro a 80°C). Questo perché la morfolina già 

a bassa temperatura promuove una reazione istantanea sulla funzione 

ditiocarbossilica del gruppo RAFT causandone l’amminolisi con 

eliminazione della feniltioammide (4-tiobenzoil-morfolina) e 

conseguente formazione di un gruppo tiolico (-SH) alla estremità della 

catena polimerica. (Schema 14 – stadio 1): 

Stadio 1 

 

Stadio 2 

      

Schema 14: Reazione di post-funzionalizzazione con morfolina 
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Il tiolo in presenza di morfolina è in forma anionica ed ha una spiccata 

reattività verso i gruppi epossidici presenti lungo la catena. Quindi per 

evitare reazioni di ramificazione intra ed inter-catena è necessario 

proteggere il gruppo SH terminale con 2,2’-dipiridil disolfuro (DPDS) 

che porta alla formazione di una catena terminata con un gruppo ditio-

2-piridina. (Schema 14). Questo primo stadio a temperatura ambiente è 

relativamente rapido (30 minuti). Il secondo stadio consiste in una 

reazione concertata di sostituzione nucleofila SN2 in cui la morfolina 

attacca il carbonio epossidico stericamente meno impedito con 

l’ossigeno che si comporta da gruppo uscente e porta alla formazione 

di un gruppo ossidrilico sul carbonio secondario. La reazione necessita 

di temperature (80°C) e tempi (2h) maggiori rispetto al primo stadio; 

inoltre è necessario utilizzare un forte eccesso di morfolina (10 

equivalenti) per portare a totale completamento la funzionalizzazione.  

Tutti i copolimeri PGMA-b-PBMA precedentemente sintetizzati sono 

stati funzionalizzati con morfolina seguendo questa via sintetica per 

dare i poli(2-idrossi-3-morfolinopropil metacrilato)-b-poli(butil 

metacrilato) (PHMPMA-b-PBMA) che differiscono tra loro per la 

lunghezza del  blocco PBMA. 

I principali dati dei copolimeri funzionalizzati sono riportati in Tabella 

7. 

Tabella 7: dati salienti dei copolimeri PHMPMA-b-PBMA  

Campione t. 

reazione 

(h) 

PGMA-b-

PBMA di 

partenza 

PM PGMA-b-

PBMA 

PM 

teorico 

ottenuto 

PM da 

GPC 

PD 

Pol. 17 2 Pol. 10 40000 58000 53000 1.31 

Pol. 18 2 Pol. 11 49000 67000 64000 1.35 

Pol. 19 2 Pol. 12 22000 34500 31000 1,13 

Pol. 20 2 Pol. 13 24500 37000 33500 1,15 

Pol. 21 2 Pol. 14 27500 40000 35500 1,18 

Pol. 22 2 Pol. 15 31000 43500 41000 1,30 

Pol. 23 2 Pol. 16 24000 36500 32000 1,16 
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Il peso molecolare teorico è stato calcolato attraverso l’equazione: 

𝑃𝑀 𝑡𝑒𝑜𝑟 = 𝑃𝑀 𝑃𝐵𝑀𝐴 + [(
𝑃𝑀 𝑃𝐺𝑀𝐴

𝑃𝑀 𝐺𝑀𝐴
) ∗ (𝑃𝑀 𝐺𝑀𝐴 + 𝑃𝑀 𝑚𝑜𝑟𝑓)] 

Il peso molecolare GPC risulta sempre essere leggermente inferiore 

rispetto a quello calcolato tramite l’equazione su riportata; questo è 

dovuto ad un minor volume idrodinamico delle macromolecole 

sintetizzate che causa un’eluizione più lenta del campione.  

Il peso molecolare del secondo blocco risulta critico per quanto riguarda 

la formazione di micelle stabili e l’inglobamento di sostanze lipofile al 

suo interno (vedi parte successiva sulla caratterizzazione DLS). Il 

copolimero che appare più promettente risulta il Pol. 23 ottenuto dalla 

post-funzionalizzazione di Pol.16 ottenuto a sua volta dal Pol. 5. In 

Figura 17 sono riportate le tracce GPC dei succitati 3 polimeri di 

interesse che mostrano chiaramente l’incremento di peso molecolare 

con il proseguo della strategia sintetica utilizzata. 

 

Figura 17: cromatogramma dei polimeri 5, 16 e 23 
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In Figura 18 sono riportati gli spettri 1H NMR del copolimero PGMA-

b-PBMA (Pol. 16) e del copolimero PHMPMA-b-PGMA (Pol 23) che 

confermano la funzionalizzazione quantitativa dei gruppi epossidici 

con la morfolina: spostamento dei protoni appartenenti all’anello 

epossidico del PGMA a campi più bassi con parziale sovrapposizione 

ai segnali che appartengono ai protoni in posizione  all’ossigeno 

morfolinico; comparsa dei segnali corrispondenti ai protoni in   

all’azoto della morfolina tra i 2,4 e i 2,5 ppm con resa quantitativa. 

 

 

 

Figura 18: spettri 1H NMR del copolimero PGMA-b-PBMA (Pol. 16) 

e del copolimero PHMPMA-b-PBMA (Pol. 23) 
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3.4 Caratterizzazione termica dei polimeri 

I polimeri sintetizzati sono stati caratterizzati anche mediante 

Differential Scanning Calorimetry (DSC). Questi presentano (tabella 

8), come previsto dalla loro natura amorfa, solo transizioni vetrose (Tg). 

 

Tabella 8: dati salienti DSC 

Campione Polimero PM  

I blocco 

PM 

II blocco 

Tg  

I blocco 

Tg 

II blocco 

Pol.5 PGMA 20000 82°C 

Pol.8 PBMA 23500 37°C 

Pol.16 PGMA-b-PBMA 20000 4000 81°C 36°C 

Pol.23 PHMPMA-b-PBMA 32500 4000 75°C 30°C 

 

 

I copolimeri 16 e 23 presentano, come atteso, due transizioni di fase 

(Tg) relative ai due blocchi di cui sono costituiti. Il copolimero PGMA-

b-PBMA presenta Tg identiche a quelle dei due omopolimeri PBMA e 

PGMA. La funzionalizzazione con la morfolina provoca un incremento 

dell’ingombro sterico dei gruppi presenti in catena laterale che porta a 

una diminuzione del grado di impaccamento delle macromolecole 

dovuta all’aumento del volume libero disponibile per i moti 

conformazionali. Questo si manifesta con una sensibile diminuzione 

delle Tg di entrambi i blocchi PHMPMA-b-PBMA (Pol. 23) rispetto al 

copolimero di partenza PGMA-b-PBMA (Pol. 16). In figura 18 sono 

riportati i termogrammi DSC dei due omopolimeri (Pol. 5 e Pol. 8) e 

del copolimero PGMA-b-PBMA (Pol. 16). 
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Figura 19: DSC del PGMA (Pol. 5), PBMA (POL. 8) e PGMA-b-

PBMA (Pol. 16) 
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3.5.1 Funzionalizzazione con 4-Cloro-7-

Nitrobenzofurazano 

La reazione di funzionalizzazione con 4-cloro-7-nitrobenzofurazano è 

stata effettuata in due stadi. 

 

Schema 15: Reazione di funzionalizzazione con 4-cloro-7-

nitrobenzofurazano 

Il primo stadio consiste in un scambio tiolo-disolfuro tra il gruppo 

ditiopiridinico terminale della catena e la cisteammina. Il tiolo 

deprotonato della cisteammina interagisce col legame disolfuro (S-S) 

causandone la rottura, con formazione dell’anione della 2-

mercaptopiridina (che è un buon gruppo uscente) e di un nuovo legame 

S-S tra la catena polimerica e la cisteammina28,29. Il secondo stadio è 

una sostituzione nucleofila aromatica con cinetica del secondo ordine 

in cui il gruppo amminico terminale attacca il carbonio a cui è legato il 

cloro con la formazione di un intermedio stabilizzato per risonanza dal 

gruppo nitro, fortemente elettron-accettore; successivamente si avrà 
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l’uscita del miglior gruppo uscente, il Cl-, e l’ottenimento del 

copolimero funzionalizzato desiderato. La reazione è stata condotta a 

partire dal copolimero PHMPMA-b-PBMA (Pol.23) che è stato fatto 

reagire con un eccesso di cisteammina (3 equivalenti) per 4h a 

temperatura ambiente; al termine del primo stadio è stato aggiunto 4-

cloro-7-nitrobenzofurazano (4 equivalenti) e la reazione è stata lasciata 

reagire a temperatura ambiente per 20h. Dopo purificazione tramite 

colonna cromatografica con resina ad esclusione molecolare, che 

permette di separare le molecole di cromoforo non reagito da quelle di 

copolimero grazie al differente volume idrodinamico, il copolimero 

funzionalizzato (Pol.24) è stato caratterizzato mediante UV-Vis, 

spettrofluorimetria e GPC. Il peso molecolare e la polidispersità del 

polimero ottenuto sono rimasti sostanzialmente invariati rispetto al 

polimero di partenza (Pol.23) (tabella 9 e figura 20). 

Tabella 9: Dati salienti Pol.24 

Campione t. reazione PM GPC PD Resa 

Pol. 23 2h 32000 1,16 308 mg 

Pol. 24 24h 31000 1.16 80 mg 

 

Figura 20: Confronto dei cromatogrammi GPC di Pol.23 e Pol.24 
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Le analisi UV-Vis e spettrofluorimetriche del polimero 24 sono 

riportate in figura 21. 

 

Figura 21: spettro UV-Vis e di luminescenza del Pol. 24 in THF  

Il polimero 24 presenta una banda di assorbimento intensa centrata 

intorno ai 460 nm (regione del visibile) attribuibile al cromoforo legato 

alla parte terminale della catena. Eccitando a 460 nm, il polimero 24 

presenta il massimo dello spettro di emissione a 540 nm con uno 

spostamento di circa 80 nm dal massimo di assorbimento UV-vis del 

cromoforo 7-nitrobenzofurazano. 
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3.5.2 Funzionalizzazione con Rodamina B Isotiocianato 

La reazione di funzionalizzazione con rodamina B isotiocianato è stata 

effettuata in due stadi. 

Stadio 1 

 

Stadio 2 

     

                           Schema 16: Reazione tra copolimero e Rodammina B 

Isotiocianato 
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Il primo stadio è un’addizione nucleofila del gruppo amminico del 3-

amminopropil trimetossisilano al gruppo isotiocianato del cromoforo, 

con formazione di un legame tioureico. Nel secondo stadio il gruppo 

ossidrilico presente sul blocco di PHMPMA (Pol. 23) interagisce col 

trimetossisilano del linker che si lega al polimero liberando metanolo. 

La reazione non è quantitativa a causa dell’ingombro sterico presente 

attorno ai gruppi ossidrilici e al notevole ingombro del residuo della 

rodamina ma, essendo sufficiente la presenza di poche unità 

fluorescenti lungo la catena per rendere il polimero luminescente, in 

questi casi non è richiesta una resa elevata. 

 

Per mettere a punto le condizioni di reazione ottimali sono stati tentati 

diversi approcci. In un primo tentativo è stato fatto reagire il linker 3-

amminopropil trimetossisilano con la rodamina B isotiocianato 

utilizzando come solvente N-metilpirrolidone. Questa miscela è stata 

successivamente fatta reagire col copolimero PHMPMA-b-PBMA 

(Pol. 23) disciolto in NMP a temperatura ambiente per 18h.Il prodotto 

ottenuto è denominato Pol. 25. In altre prove è stato utilizzato DMSO 

come solvente. In una prima prova (Pol.26), analogamente alla reazione 

realizzata in N-metil pirrolidone, è stata fatta reagire la rodamina prima 

col linker e poi col polimero. In una seconda prova (Pol.27) è stato fatto 

reagire il linker prima col polimero e successivamente con la rodamina. 

Le quantità di reagenti e i tempi di reazione utilizzati nelle tre prove 

sono identici; dopo la purificazione effettuata utilizzando una colonna 

cromatografia con resina ad esclusione molecolare che permette di 

separare le molecole di cromoforo non reagito da quelle di copolimero 

grazie al differente volume idrodinamico, i 3 copolimeri funzionalizzati 

purificati sono stati caratterizzati mediante spettrometria UV-Vis e 

spettrofluorimetria. In figura 22 sono riportati gli spettri di 

assorbimento e di luminescenza dei tre copolimeri funzionalizzati. 
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Figura 22: spettri UV-Vis e luminescenza (irraggiamento a 545 nm) 

di soluzioni dei copolimeri 25, 26 e 27 alla stessa concentrazione in 

cloruro di metilene  

In tabella 10 sono messe a confronto le assorbanze dei tre copolimeri 

funzionalizzati relative a soluzioni aventi la stessa concentrazione. 

Tabella 10: assorbanza della Rodamina B Isotiocianato nei tre 

polimeri funzionalizzati 

Campione Assorbanza 

 Pol. 25 0,28 

Pol. 26 0,47 

Pol. 27 0,22 

 

È possibile affermare che le condizioni di reazione utilizzate per 

ottenere il polimero 26 sono quelle che hanno permesso il maggior 

grado di funzionalizzazione. Questo dipende principalmente da due 

fattori:  

 L’ordine di aggiunta dei reagenti, 

 Solvente utilizzato;  
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La reazione tra il linker con la rodamina B isoticianato è relativamente 

veloce così come lo è la reazione successiva con i gruppi ossidrilici 

presenti sul polimero in quanto sono presenti molti siti reattivi per ogni 

catena del blocco PHMPMA. Quando invece si fa reagire prima il linker 

con il copolimero e successivamente con il cromoforo quest’ultimo ha 

a disposizione soltanto pochi gruppi amminici presenti lungo il blocco 

di PHMPMA con una conseguente velocità di reazione molto più bassa.  

Inoltre, la reazione è più efficiente quando è stato utilizzato come 

solvente il DMSO rispetto al N-metilpirrolidone. Questo può essere 

spiegato considerando che il polimero in DMSO risulta più solvatato e 

quindi i suoi gruppi ossidrilici sono più disponibili ad interagire con il 

linker, mentre quando il polimero è solubilizzato in NMP prevalgono le 

interazioni intramolecolari rendendo meno disponibili i gruppi 

ossidrilici. 

Per ottenere un quantitativo maggiore di polimero funzionalizzato con 

rodamina, la reazione per l’ottenimento di Pol. 26 è stata ripetuta 

utilizzando quantità maggiori di reagenti e le medesime condizioni 

sperimentali e il polimero funzionalizzato ottenuto (Pol.28) presenta le 

caratteristiche riportate. 

Come è possibile notare dalla tabella 11 e dalla Figura 23, il peso 

molecolare e la polidispersità sono rimasti sostanzialmente invariate 

rispetto al copolimero di partenza (Pol.23). 

 

Tabella 11: dati PHMPMA-b-PBMA funzionalizzato con Rodammina-

b-Isotiocianato (Pol.28) 

Campione t. reazione PM GPC PD  Resa 

Pol. 23 2h 32000 1,16 308 mg 

Pol.28 21h 32000 1,19 72 mg 
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Figura 23: confronto tra cromatrogramma del Pol.23 e quello del 

Pol.28 

 

 

 

3.5.3 Funzionalizzazione con Rodamina B Isotiocianato 

del copolimero PHMPMA-b-PBMA già trattato con 4-

cloro-7-nitrobenzofurazano 

Confrontando lo spettro di emissione del PHMPMA-b-PBMA 

funzionalizzato con 7-nitrobenzofurazano (Pol.24) con lo spettro di 

assorbimento del PHMPMA-b-PBMA funzionalizzato con rodamina B 

isotiocianato (Pol.28) (figura24) è stata confermata l’elevata 

sovrapposizione tra i due spettri delle due specie luminescenti scelte. 
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Figura 24: confronto tra lo spettro di emissione del Pol.24 

(eccitazione a 460 nm) e quello di assorbimento del Pol.28 

Si è quindi trattato il polimero funzionalizzato con 7-cloro-4-nitro-

2,1,3-benzossadiazolo (Pol. 24) con rodamina B isotiocianato. in modo 

da ottenere delle catene sulle quali sono presenti due cromofori in grado 

di mostrare direttamente effetto FRET.  

 

La sintesi del PHMPMA-b-PBMA (Pol.29) funzionalizzato con i due 

cromofori è stata effettuata facendo reagire per 3h a temperatura 

ambiente 3 equivalenti di 3-amminopropil trimetossisilano con 2 

equivalenti di rodamina B isotiocianato e successivamente 

aggiungendo la miscela di reazione al copolimero già funzionalizzato 

con 4-cloro-7-nitrobenzofurazano (Pol. 24), lasciando reagire per 18h a 

temperatura ambiente. Come solvente si è utilizzato ancora una volta 

DMSO perché, come già esplicato nel paragrafo 3.3.3, esso risulta 

essere il miglior solvente per la reazione in questione. Il meccanismo di 

reazione è identico a quello che permette di ottenere il PHMPMA-b-

PBMA funzionalizzato esclusivamente con rodamina B isotiocianato. 

In questo modo è stato possibile ottenere Pol. 29 (schema 17). 
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Schema 17: Reazione di funzionalizzazione con rodamina B 

isotiocianato del PHMPMA-b-PBMA già funzionalizzato con 4-cloro-

7-nitrobenzofurazano 

 

  

Confrontando lo spettro di emissione in soluzione di CH2Cl2 del 

PHMPMA-b-PBMA funzionalizzato col 7-nitrobenzofurazano (Pol. 

24) con quello del PHMPMA-b-PBMA funzionalizzato con entrambi i 

cromofori (Pol.29) (Figura 25) è possibile evidenziare che irradiando 

entrambi i campioni alla lunghezza d’onda di assorbimento del 7-

nitrobenzofurazano (460 nm) è stata ottenuta una bassa emissione di 

quest’ultimo a 540 nm e un’intensa emissione della rodamina B 

isotiocianato a 575 nm. 
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Figura 25: confronto tra emissione (irraggiamento a 460 nm) del Pol. 

24 e quella del Pol. 29 alla stessa concentrazione 

Questo fenomeno è dovuto ad un’interazione di tipo coulombiano tra le 

molecole dei due cromofori che causa un trasferimento di eccitazione 

dal 7-nitrobenzofurazano alla rodamina B isotiocianato che emette alla 

sua lunghezza d’onda caratteristica. Queste evidenze sperimentali 

dimostrano quindi che i due cromofori essendo legati covalentemente 

alle catene copolimeriche (Pol.29) si trovano ad una distanza sufficiente 

per il verificarsi dell’effetto FRET. 

Il legame disolfuro tra il copolimero e il 7-nitrobenzofurazano è un 

legame reversibile se sottoposto a riduzione. La conferma della 

presenza dell’effetto FRET è stata ottenuta mediante trattamento con 2-

mercaptoetanolo28,29 che è in grado di scindere il legame disolfuro tra il 

fluoroforo e la catena copolimerica (Pol.29), portando in soluzione il 7-

nitrobenzofurazano (Schema 18). 
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Schema 18: reazione tra Pol. 29 e 2-mercaptoetanolo 

 

 

Figura 26: confronto tra spettri di luminescenza di Pol. 29 e Pol. 29 

trattato con 2-mercaptoetanolo 
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Lo spettro di emissione (irradiazione a 460 nm) del polimero 29 (figura 

26) trattato con 2-mercaptoetanolo in cui il 7-nitrobenzofurazano è 

libero in soluzione dimostra la reversibilità dell’effetto FRET. In altre 

parole, la scissione dal copolimero (PHMPMA-b-PBMA) del 7-

nitrobenzofurazano ne causa l’allontanamento spaziale dalla rodamina 

B isotiocianato che è legata in catena laterale e di conseguenza la 

scomparsa dell’effetto FRET. Similarmente, all’interno delle cellule 

dovrebbe avvenire la scissione del legame S-S a causa della presenza 

del glutatione che è un tripeptide (Glu-Cys-Gly) contenente un gruppo 

tiolico. Le micelle formate da copolimeri anfifilici funzionalizzate con 

7-nitrobenzofurazano e rodammina B isotiocianato permettono di 

studiarne il comportamento all’interno delle cellule. La scomparsa 

dell’effetto FRET costituisce prova della disgregazione delle micelle 

con conseguente rottura del legame disolfuro che lega il fluoroforo alle 

catene copolimeriche, 
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3.6 Formazione e caratterizzazione delle micelle 

polimeriche 

 

3.6.1 Formazione di micelle con PHMPMA-b-PBMA  

Il processo di formazione delle micelle avviene per progressiva 

aggiunta di H2O deionizzata alla soluzione del copolimero anfifilico 

PHMPMA-b-PBMA in THF; la lenta aggiunta di acqua permette l’auto 

aggregazione delle micelle. Durante questo processo governato 

termodinamicamente viene minimizzata la superficie di contatto tra i 

blocchi idrofobici e l’ambiente acquoso. Il guscio delle micelle 

costituito dai blocchi idrofilici stabilizza la segregazione di fase tra il 

nucleo e la fase acquosa. Inoltre, il nucleo lipofilico conferisce alle 

micelle stabilità cinetica. La purificazione della sospensione micellare 

dal THF avviene tramite cicli di dialisi (Schema 19). 

 

Schema 19: Processo di formazione delle micelle 

 

 

La tabella 12 riporta i dati ottenuti mediante analisi DLS post-dialisi. 
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Tabella 12: Dati DLS delle micelle prepaate 

Campione Pol. di 

partenza 

PM 

copolimero 

PM 

blocco 

PBMA 

Diametro 

idrodinamico(nm) 

polidispersità 

Mic. 1 Pol. 17 58000 20000 55 0.18 

Mic. 2 Pol. 18 67000 29000 62 0.17 

Mic. 3 Pol. 19 34500 2000 30 0,32 

Mic. 4 Pol. 20 37000 4500 35 0,31 

Mic. 5 Pol. 21 40000 7500 25 0,29 

Mic. 6 Pol. 22 43500 11000 30 0,34 

Mic. 7 Pol. 23 36500 4000 35 0,31 

 

Il diametro delle micelle ottenute a partire dai due PHMPMA-b-PBMA 

(Pol. 17 e Pol. 18) risulta essere superiore rispetto a quanto ci si 

aspetterebbe e oltretutto la sospensione acquosa risultante si presenta 

torbida. La causa è riconducibile alla preponderanza delle catene 

omopolimeriche lipofiliche di PBMA formatesi usando come iniziatore 

AIBN a 75°C. 

I cinque campioni di micelle ottenuti a partire dai polimeri 17, 18 (e 

23), 19 e 20 (preparati inizialmente utilizzando come iniziatore il 

VAZO88) hanno mostrato una buona stabilità, con diametro e 

polidispersità simili. Si è quindi ritenuto che le micelle 4 (ottenute dalla 

funzionalizzazione con morfolina del polimero 20) e di conseguenza le 

micelle 7 (ottenute dal polimero 23) avessero buone caratteristiche 

perché possiedono un tratto di PBMA con una lunghezza tale da 

garantire una buona capacità di carico nei confronti di agenti terapeutici 

e/o diagnostici. Inoltre i due polimeri (20 e 23) hanno un peso 

molecolare di 37000 e 36500 Dalton rispettivamente e questo li rende 

potenzialmente eliminabili dall’organismo31. 

 Il gruppo di ricerca dove è stato svolto il tirocinio ha studiato 

approfonditamente il comportamento degli aggregati micellari ottenuti 

a partire dal PHMPMA-b-PMMA, riuscendo a dimostrare la 

penetrazione e la disgregazione delle micelle all’interno delle cellule e 
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ipotizzandone un utilizzo efficace come drug delivery di farmaci 

chemioterapici25. 

La similitudine nel diametro idrodinamico e nella struttura chimica tra 

le micelle 4 e 7 e quelle ottenute partendo da PHMPMA-b-PMMA, 

unitamente alla presenza di un blocco idrofobico di dimensioni 

maggiori rispetto al PMMA che dovrebbe consentire una maggiore 

affinità con i principi attivi farmacologici, rende le micelle ottenute 

estremamente interessanti per un’applicazione nel campo del drug 

delivery.  

 

 

3.6.2 Formazione di micelle con PHMPMA-b-PBMA 

funzionalizzato con 4-cloro-7-nitrobenzofurazano 

Utilizzando il processo di formazione delle micelle descritto in 

precedenza sono stati ottenuti le nanoparticelle Mic. 8 partendo dal 

copolimero a blocchi PHMPMA-b-PBMA funzionalizzato con 4-cloro-

7-nitrobenzofurazano (Pol. 24). Dopo dialisi sono state effettuate le 

analisi DLS, UV-Vis e luminescenza. La tabella 13 mostra i dati DLS 

salienti delle micelle ottenute, mentre in Figura 15 sono riportati i loro 

spettri UV-vis e di luminescenza. 

 

Tabella 13: Dati DLS Mic. 8 

Campione Pol. Di partenza Diametro idrodinamico (nm) polidispersità 

Mic. 8 Pol.24 35 0,36 

 

Il diametro delle micelle 8 è simile a quello delle micelle 7. Questo è 

dovuto al fatto che i copolimeri utilizzati non subiscono variazioni 

strutturali durante il processo di funzionalizzazione con i marcatori 

fluorescenti. 
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Figura 27: Confronto spettri UV-Vis e luminescenza (irraggiamento a 

460 nm) tra polimero 24 in soluzione e allo stato solido e micelle 8 

Lo spettro UV-vis della sospensione micellare è molto meno intenso 

rispetto a quello registrato in soluzione; questo è dovuto al fatto che 

negli aggregati micellari la concentrazione del cromoforo è localmente 

molto elevata per cui il rapporto tra la concentrazione e l’assorbanza 

non è più lineare (la legge di Beer non è più rispettata). La notevole 

differenza tra l’emissione del copolimero in soluzione e quella degli 

aggregati micellari (entrambi irradiati a 460 nm) è dovuta ad un 

fenomeno di self-quenching (auto-spegnimento) di agenti luminescenti 

che si può riscontrare in sistemi micellari30e in matrice (stato solido). Il 

fenomeno di self-quencing è confermato dall’analisi 

spettrofluorimetrica del polimero 24 depositato in forma solida in film 

sottile su di un vetrino (ottenuto per evaporazione del solvente). Dallo 

spettro (figura 27) è infatti possibile notare che l’intensità 

dell’emissione delle micelle 8 è paragonabile con quella del film di 

polimero 24.  
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3.6.3 Formazione di micelle con PHMPMA-b-PBMA 

funzionalizzato con rodamina B isotiocianato 

Utilizzando il processo di formazione delle micelle descritto in 

precedenza è stata ottenuta la sospensione micellare Mic. 9 partendo dal 

copolimero a blocchi PHMPMA-b-PBMA funzionalizzato con 

rodamina B isotiocianato (Pol. 28).  

La tabella 14 mostra i dati DLS delle micelle ottenute, mentre in Figura 

28 sono riportati i loro spettri UV-vis e di luminescenza. 

 

Tabella 14: dati DLS Micelle 9 

Campione Pol. Di partenza Diametro idrodinamico (nm) polidispersità 

Mic. 9 Pol. 28 35 0,29 

 

Come è possibile evincere dai dati ottenuti le micelle 9 sono simili a 

alle micelle 7 (ottenute con il PHMPMA-b-PBMA non 

funzionalizzato). Questo è dovuto al fatto che i copolimeri utilizzati non 

subiscono variazioni strutturali durante il processo di 

funzionalizzazione con i marcatori fluorescenti. 

 

 

Figura 28: confronto spettri UV-Vis e luminescenza (irraggiamento a 

540 nm) tra polimero 28 e micelle 9 
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In analogia con le micelle funzionalizzate con 4-cloro-7-

nitrobenzofurazano, le micelle contenenti il residuo della rodamina 

presentano spettri di assorbimento e di eccitazione meno intensi rispetto 

al polimero in soluzione. Questo comportamento è dovuto agli stessi 

motivi descritti precedentemente. 
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 3.6.4 Formazione di micelle con PHMPMA-b-PBMA 

funzionalizzato con 4-cloro-7-nitrobenzofurazano e 

rodamina B isotiocianato 

Utilizzando il processo di formazione delle micelle descritto in 

precedenza è stata ottenuta la sospensione micellare Mic. 10 partendo 

dal copolimero a blocchi PHMPMA-b-PBMA funzionalizzato con 4-

cloro-7-nitrobenzofurazano e rodamina B isotiocianato (Pol. 29).  

La tabella 15 mostra i dati DLS delle micelle ottenute, mentre in Figura 

28 sono riportati i loro spettri UV-vis e di luminescenza. 

Tabella 15: DLS micelle 10 

Campione Pol. Di partenza Diametro idrodinamico (nm) polidispersità 

Mic. 9 Pol. 29 35 0,27 

 

Le micelle 10 sono simili alle micelle 7 (ottenute con il PHMPMA-b-

PBMA non funzionalizzato) e questo è dovuto al fatto che i copolimeri 

utilizzati non subiscono variazioni strutturali durante il processo di 

funzionalizzazione con i due composti fluorescenti.  

Figura 29: confronto spettri UV-Vis e luminescenza tra polimero 29 e 

micelle 10 
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Confrontando gli spettri di emissione della sospensione micellare 10 

con quella della soluzione del copolimero 29 eccitate a 460, pur 

rilevandosi l’effetto FRET, l’intensità di emissione è più bassa a causa 

del fenomeno di self-quenching del 7-nitrobenzofurazano all’interno 

del nucleo idrofobico della micella.  
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4. Conclusioni 

 È stato sintetizzato il copolimero a blocchi PGMA-b-PBMA a bassa 

polidispersità e a peso molecolare controllato tramite 

polimerizzazione RAFT allo scopo di ottenere il copolimero 

anfifilico PHMPMA-b-PBMA utilizzando tecniche di trattamento 

post-polimerizzazione del blocco di PGMA con morfolina. 

 Il copolimero anfifilico ottenuto è stato reso fluorescente tramite 

funzionalizzazione sia con 4-cloro-7-nitrobenzofurazano sia con 

rodammina B isotiocianato sfruttando la reattività rispettivamente 

del gruppo terminale e dei gruppi ossidrilici presenti lungo il blocco 

PHMPMA. 

 La proprietà emissive dei copolimeri anfifilici funzionalizzati con i 

cromofori sono state caratterizzate mediante spettroscopia ottica; si 

è inoltre investigato mediante fluorimetria l’effetto dei suddetti 

composti fluoroforici entrambi legati al copolimero, rilevando un 

parziale spegnimento (quenching) dell’emissione del 7-

nitrobenzofurazano dovuto ad un trasferimento dell’energia di 

eccitazione alla rodammina B isotiocianato (effetto FRET). 

 I copolimeri anfifilici sintetizzati hanno dimostrato di poter essere 

utilizzati nella preparazione di micelle fluorescenti. Gli aggregati 

micellari ottenuti hanno dimensioni di circa 30/35 nm, ottimali per 

un futuro utilizzo nel campo del drug delivery. Inoltre è stato 

investigato l’effetto della posizione del sostituente fluorescente 

sulle proprietà emissive delle micelle. In particolare è emerso che 

quando il fluoroforo 7-nitrobenzofurazano è legato covalentemente 

alla parte idrofobica la fluorescenza è notevolmente indebolita; per 

quanto riguarda invece l’agente fluoroforico rodammina B 

isotiocianato (legato covalentemente alla parte idrofilica) l’intensità 

di emissione risulta essere solo leggermente attenuata rispetto al 

copolimero funzionalizzato in soluzione. 
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5. PARTE SPERIMENTALE 

5.1 Solventi e reagenti 

Il tetraidrofurano (THF) è stato anidrificato in presenza di LiAlH4. Il 

toluene è stato distillato prima del suo utilizzo. Il cloruro di metilene 

(CH2Cl2) è stato anche esso distillato per allontanare impurezze 

indesiderate. Tutti gli altri solventi sono stati utilizzati senza trattamenti 

preliminari. 

Gli altri reagenti utilizzati non hanno subito trattamenti di purificazione 

prima di essere utilizzati nelle reazioni di sintesi. 

5.2 Misure di caratterizzazione 

Per le analisi NMR è stato utilizzato uno spettrometro Varian Mercury 

400 con campo magnetico di frequenza 400 Mhz. Come riferimento 

interno è stato utilizzato il tetrametilsilano (TMS) e come parametri di 

acquisizione sono stati utilizzati: numero di acquisizioni 32, pulse width 

30° e delay 10s. 

Le analisi GPC (Gel Permation Chromatography) sono state effettuate 

in THF utilizzando una pompa HPLC Merck Hitachi L7100 

equipaggiato con una colonna Polymer Laboratories 300x7,5 mm, 0,3 

µm, 200-400000 Da e con un rivelatore ad indice di rifrazione Shodex 

RI-71. 

Le analisi UV-Vis sono state effettuate utilizzando come strumento uno 

spettrofotometro Agilent Technologies Cary Series a temperatura 

controllata di 25° C. Come solventi sono stati utilizzati THF o CH2Cl2. 

Le analisi di Dynamic Light Scattering (DLS) sono state effettuate 

utilizzando un Brookhaven NanoBrook Omni a temperatura costante di 

25°C, utilizzando cuvette in materiale polimero per le analisi condotte 

in acqua e cuvette in quarzo per le analisi condotte in presenza di 

solventi organici. 
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Le analisi di fotoluminescenza sono state effettuate tramite un Perkin 

Elmer LB 50 B utilizzando l’attenuatore di trasmittanza all’1%, in 

modo da non andare fuori scala, e aperture delle finestre a 10 nm sia per 

la radiazione elettromagnetica proveniente dalla sorgente che per quella 

di emissione del campione. 
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5.3 Sintesi agente RAFT 

La sintesi del 2-ciano-4-metilpentan-2-il ditiobenzoato25 avviene in due 

stadi. Il primo stadio consiste nell’ottenimento del disolfuro. 

Stadio 1 

 

Schema 20: reazione di ottenimento agente RAFT, stadio 1  

In un pallone a 2 colli da 250 ml in atmosfera inerte di N2 si introducono 

0.56 g di Mg e 80 ml di THF anidro. Si aggiunge anche una piccola 

quantità di I2 che ha il compito di attivare il metallo, leggermente 

ossidato in superficie. Tramite imbuto gocciolatore si aggiungono, 

goccia a goccia, 2,1 ml (3,138 g) di bromobenzene diluiti in 20 ml di 

THF. Dal momento in cui termina l’aggiunta controllata del reagente la 

miscela è stata lasciata reagire per 4,5h e una volta terminata la reazione 

di raffredda in bagno di ghiaccio. Vengono quindi aggiunti 2 ml (2,52 

g) di CS2 e si lascia reagire per 17h. Dopo essiccazione al rotavapor al 

residuo vengono aggiunti 100 ml di soluzione diluita di Na2CO3 in 

modo da permettere l’allontanamento del magnesio in eccesso sotto 

forma di MgCO3. Dopo filtrazione, la soluzione viene lavata tramite 

imbuto separatore con 3 aliquote da 50 ml di etere etilico. A questo 

punto la soluzione è stata fatta reagire con I2 in soluzione acquosa con 

formazione di bis(tiobenzoile) disolfuro che precipita man mano che si 

forma a causa della sua insolubilità in H2O; durante la reazione la 

soluzione varia il suo colore da rosso scuro a rosa man mano che si 
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forma il prodotto. Quando la reazione è completa lo iodio aggiunto in 

eccesso e non reagito viene allontanato tramite aggiunta di una piccola 

quantità di Na2S2O3 (tiosolfato di sodio). Il prodotto viene infine 

recuperato tramite CH2Cl2 utilizzando un imbuto separatore, con 

l’aggiunta Na2SO4 per anidrificare la fase organica; Il solfato viene 

allontanato tramite filtrazione e il cloruro di metilene viene allontanato 

sotto vuoto al rotavapor. Il solido ottenuto è di colore rosso. 

1H NMR (400 Mhz CDCl3), δ: 7.46 (m, m-ArH,4H); 7.62 (m,p-ArH, 2H); 

8.09 (d, J= 8.6 Hz, o-ArH, 4H). 

Stadio 2 

Il secondo stadio prevede la reazione tra il disolfuro ottenuto nello step 

precedente e il 2,2’-azobis(2,4- dimetilpentanonitrile). 

        

 

Schema 21:reazione di ottenimento agente RAFT, stadio 2 

In un pallone da 250 ml vengono posti 0,430 g di bis(tiobenzoile) 

disolfuro e 0,40 g di 2,2’-azobis(2,4-dimetilpentanonitrile) in 120 ml di 

etil-acetato. La reazione, condotta per 16 ore,avviene a temperatura di 

riflusso del solvente, ossia 77°C, in atmosfera di N2. Al termine della 

reazione l’agente RAFT viene purificato tramite cromatografia flash su 

colonna utilizzando come eluente una miscela 9/1 esano/etil-acetato. Il 

prodotto finale così ottenuto è un liquido viscoso di colore rosso. 
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1H NMR (400 Mhz CDCl3), δ: [1.07 (d, J ) 6.8 Hz, 3H); 1.12 (d, J ) 7.8 

Hz, 3H) (CH(CH3)2]; [1.88 (dd, 1J ) 14.1 Hz, 2J ) 5.6 Hz, 1H); 2.24 

(dd, 1J ) 14.1 Hz, 2J ) 6.6 Hz, 1H) (CH2)]; 1.95 (s, 3H, C(CH3)- CN); 

2.08 (m, 1H, CH2CHMe2);7.39 (dd, J ) 7.8 Hz, J ) 7.4 Hz, 2H, m-ArH); 

7.53 (t, J ) 7.4 Hz, 1H, p-ArH); 7.89 (d, J ) 7.8 Hz, 2H, o-ArH). 

5.4 Sintesi del Poli (glicidil metacrilato) 

Il poli (glicidil metacrilato) (PGMA) viene sintetizzato tramite 

polimerizzazione RAFT. La reazione di omopolimerizzazione è 

riassunta nello schema 22. 

Schema 22: Polimerizzazione RAFT del glicidil metacrilato 

Il rapporto molare tra i 3 reagenti (Monomero/RAFT/AIBN) è: 

675/1/0,05. 

All’ interno di un matraccio da 10 ml vengono introdotti 7,5 ml (7,8 g) 

di glicidil metacrilato, 23 mg di agente RAFT e 0,7 mg di iniziatore; il 

tutto si porta a volume con toluene. La soluzione reagente viene quindi 

divisa in 4 aliquote da 2,5 ml, poste all’interno delle ampolle per la 

polimerizzazione, e tramite 4 cicli di solidificazione in azoto liquido, 

applicazione di vuoto spinto e successiva liquefazione in bagno d’acqua 

si allontana l’ossigeno presente nell’ambiente di reazione. La 

polimerizzazione è stata effettuata in bagno termostatato alla 

temperatura di 70° C, con tempi di reazione di 2, 3, 4 e 5 ore. Per la 

purificazione del prodotto le 4 miscele di reazione sono state portate a 

secco tramite rotavapor sotto vuoto spinto per allontanare la maggior 

quantità possibile di solvente e di monomero non reagito. 
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Successivamente sono stati ripresi con CH2Cl2 e precipitati in etere 

etilico. Il polimero finale è stato recuperato mediante filtrazione ed 

essicato sottovuoto. I 4 campioni sono stati poi analizzati mediante 

GPC, in modo da misurarne PM e polidispersità, spettroscopia 1H NMR 

e DSC. La conversione di polimerizzazione è stata ottenuta prelevando 

una piccola aliquota della miscela di reazione che viene analizzata 

tramite NMR. I principali dati sperimentali degli omopolimeri ottenuti 

sono riportati in tabella 16. 

Tabella 16: Dati salienti dei polimeri sintetizzati 

Campione t. reazione (h) Conversione (%) PM PD 

Pol.1 2 10,35 9500 1.18 

Pol.2 3 13,5 14000 1.14 

Pol.3 4 22,95 18500 1.13 

Pol.4 5 28,8 22500 1.13 

 

Dopo una prima polimerizzazione esplorativa si è deciso di riprodurre 

la reazione in modo da avere sufficiente polimero per poter effettuare 

le successive sintesi. È stata quindi effettuata una polimerizzazione con 

le stesse quantità, alle stesse condizioni ma con un unico tempo di 

reazione pari a 4h. L’omopolimero ottenuto presenta le caratteristiche 

riportate in Tabella 17. 

   Tabella 17: Dati salienti del omopolimero PGMA sintetizzato per 4h 

Campione t. reazione(h) Conversione (%)  PM PD Resa 

5 4 24,7% 20000 1.13 1.979 g 
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5.5 Sintesi del Poli(butil metacrilato) 

Il poli(butil metacrilato) (PBMA) viene sintetizzato tramite 

polimerizzazione RAFT. Lo reazione è riportata nello schema 23. 

Schema 23: Polimerizzazione RAFT del butil metacrilato 

 

Il rapporto molare tra i 3 reagenti (Monomero/RAFT/AIBN) è: 

675/1/0,05. 

All’ interno di un matraccio da 10 ml vengono introdotti 7,5 ml (6,7g) 

di glicidil metacrilato, 20 mg di agente RAFT e 0,6 mg di iniziatore; il 

tutto si porta a volume con toluene. La soluzione reagente viene quindi 

divisa in 4 aliquote da 2,5 ml, poste all’interno delle ampolle per la 

polimerizzazione, e tramite 4 cicli di solidificazione in azoto liquido, 

applicazione di vuoto spinto e successiva liquefazione in bagno d’acqua 

si allontana l’ossigeno presente nell’ambiente di reazione. La 

polimerizzazione è stata effettuata in bagno termostatato alla 

temperatura di 75° C, con tempi di reazione di 2, 3, 4 e 5 ore. Per la 

purificazione del prodotto le 4 miscele di reazione sono state portate a 

secco tramite rotavapor sotto vuoto spinto per allontanare la maggior 

quantità possibile di solvente e di monomero non reagito. 

Successivamente sono stati ripresi con etere etilico e precipitati in 

metanolo. Il polimero finale è stato recuperato mediante filtrazione ed 

essicato sottovuoto. I 4 campioni sono stati poi analizzati mediante 

GPC, in modo da misurarne PM e polidispersità, spettroscopia 1H NMR 

e DSC. La conversione di polimerizzazione è stata ottenuta prelevando 
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una piccola aliquota della miscela di reazione che viene analizzata 

tramite NMR. I principali dati sperimentali degli omopolimeri ottenuti 

sono riportati in tabella 18. 

Tabella 18: Dati salienti dei PBMA sintetizzati 

Campione t.reazione (h) Conversione (%) PM PD 

6 2 12,85% 13000 1,15 

7 3 20,05% 19000 1,12 

8 4 23,15% 23500 1,10 

9 5 28,3% 26000 1,08 
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5.6 Sintesi del copolimero a blocchi PGMA-PBMA 

Il copolimero a blocchi poli(glicidil metacrilato)-b-poli(butil 

metacrilato) è stato ottenuto mediante polimerizzazione RAFT del 

BMA utilizzando come MacroRAFT il polimero precedentemente 

ottenuto (PGMA). La reazione è riportata nello schema 24. 

     

    Schema 24: Via sintetica per l’ottenimento del PGMA-b-PBMA 

Il rapporto molare tra i 3 reagenti (Monomero/MacroRAFT/Vazo88) è: 

1200/1/0,05 

In un matraccio da 10 ml vengono solubilizzati 620mg di PGMA 

macro-RAFT in 3,5 ml di DMF; dopo aver inserito 5 ml (4,475g) di 

butil metacrilato e 0,32 mg di iniziatore si porta a volume con DMF. La 

soluzione reagente viene quindi divisa in 4 aliquote da 2,5 ml, poste 

all’interno delle ampolle utilizzate per la polimerizzazione e tramite 4 

cicli di solidificazione in azoto liquido, applicazione di vuoto spinto e 

successiva liquefazione in bagno d’acqua si allontana l’ossigeno 

presente nell’ambiente di reazione. Utilizzando un bagno termostatato 

si effettua la polimerizzazione a 75°C per 1, 2, 3 e 4 ore. Al termine 

della reazione, tramite evaporazione al rotavapor si allontana il 

monomero non reagito e il solvente e si recupera il polimero mediante 

precipitazione e filtrazione utilizzando la coppia solvente/non solvente 

CH2Cl2/MeOH. La conversione di polimerizzazione è stata ottenuta 

mediante NMR prelevando una piccola aliquota della miscela di 

reazione. I 4 polimeri purificati mediante evaporazione sono stati poi 

analizzati tramite GPC, spettroscopia 1H NMR e DSC. La tabella 19 

mostra i pesi molecolari, gli indici di polidispersità e la conversione dei 
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4 copolimeri ottenuti partendo dall’omopolimero sintetizzato 

precedentemente in grandi quantità. 

Tabella 19: Dati salienti dei copolimeri PGMA-b-PBMA  

Campione t. reazione (h) Conversione 

(%) 

PM 

copolimero 

PM blocco 

di PBMA 

PD 

10 1 2,82% 22000 2000 1.15 

11 2 3,71% 24500 4500 1.15 

12 3 5,61% 27500 7500 1.16 

13 4 10,1% 31000 11000 1.18 

 

A questo punto si è deciso di riprodurre la reazione in modo da avere 

sufficiente polimero per poter effettuare le successive sintesi. È stata 

quindi effettuata una polimerizzazione utilizzando le 7,5 ml(6,71g) di 

butil metacrilato, 980 mg di macroRAFT e 0,48 mg di iniziatore, alle 

stesse condizioni ma con un unico tempo di reazione pari a 2h: 

Tabella 20: Dati salienti copolimero PGMA-b-PBMA polimerizzato 

per 2 ore 

Campione t. 

reazione(h) 

Conversione 

(%) 

PM 

copolimero 

PM blocco 

di PBMA 

PD Resa(mg) 

14 2 2.9 24000 4000 1.13 952  

 

  



78 
 

5.7 Reazione di funzionalizzazione con morfolina 

La reazione di post-funzionalizzazione della catena glicidilica del 

copolimero a blocchi PGMA-b-PBMA consta dei due stadi presentati 

nello schema 25. 

Stadio 1 

 

Stadio 2 

 

 

Schema 25: Via sintetica per la preparazione del PHMPMA-b-PBMA  

Il rapporto molare tra i reagenti utilizzato prevede l’aggiunta di 10 

equivalenti di morfolina rispetto alle moli di glicidil metacrilato in 
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forma polimerica presente nell’ambiente di reazione; le moli di 2,2’- 

dipiridil disolfuro sono invece pari a tre volte quelle del copolimero. 

In un pallone da 25 ml si introducono 100 mg di copolimero a blocchi 

PGMA-PBMA, 0,33 ml (331 mg) di morfolina e 1,45 mg di 2,2’-

dipiridil disolfuro solubilizzati in 2,5 di N-metilpirrolidone. Si lascia 

reagire a temperatura ambiente per 30 minuti per permettere la 

protezione del gruppo terminale e successivamente si lascia reagire per 

2h in bagno d’olio alle temperatura di 80° C. Si elimina il solvente 

tramite kugelrohr a pressione ridotta e si purifica mediante 

precipitazione utilizzando come coppia solvente/non solvente 

CH2Cl2/Esano. Il campione viene infine posto sotto vuoto per 

allontanare le tracce di non solvente ancora presenti. Sono state 

effettuate analisi GPC, in modo da misurarne peso molecolare e 

polidispersità, spettroscopia 1H NMR e DSC. La reazione di post-

funzionalizzazione con morfolina è stata condotta su tutti e quattro i 

copolimeri PGMA-b-PBMA precedentemente sintetizzati. 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.8 Reazione con 4-cloro-7-nitrobenzofurazano 
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La funzionalizzazione del PHMPMA-PBMA con 4-cloro-7-

nitrobenzofurazano avviene in due stadi (schema 26). 

 

Schema 26: Via sintetica per l’ottenimento del PHMPMA-b-PBMA 

funzionalizzato con 4-cloro-7-nitrobenzofurazano 

Il rapporto tra i reagenti (Copolimero/Cisteammina/Cromoforo) è: 

1/3/4. 

100 mg di copolimero e 0.63mg di cisteammina vengono inseriti in un 

pallone da 25 ml e solubilizzati in 3 ml di N-metilpirrolidone. Si 

lasciano reagire i composti per 4h a temperatura ambiente. Vengono 

quindi aggiunti 2,20 mg di 4-cloro-7-nitrobenzofurazano e si lascia 

reagire per altre 20h. La miscela di reazione viene portata a secco 

tramite kugelrohr a pressione ridotta. La purificazione del copolimero 

viene effettuata tramite dissoluzione nella minima quantità di THF e 

successivo passaggio in colonna cromatografia con resina ad esclusione 

molecolare BioBeads S-X3 (BIO-RAD) utilizzando come eluente THF. 

Si raccoglie la soluzione del polimero purificata e si porta a secco 
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tramite rotavapor. Il recupero del copolimero in polvere avviene tramite 

dissoluzione in una piccola quantità di CH2Cl2, con aggiunta di 

cicloesano (non solvente). Infine si pone il campione sotto vuoto per 

permettere il totale allontanamento dei composti bassobollenti. Il 

prodotto è stato caratterizzato tramite 1H NMR, GPC, UV-Vis e 

fotoluminescenza. 
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5.9 Trattamento con Rodamina B isotiocianato 

La funzionalizzazione del copolimero con rodamina B isotiocianato è 

stata eseguita seguendo la via sintetica riportata nello schema 27: 

                            

Schema 27: Via sintetica per l’ottenimento del PHMPMA-b-PBMA 

funzionalizzato Rodamina B Isotiocianato 

 

Il rapporto molare tra i 3 reagenti (Copolimero /Linker/Cromoforo) è: 

1/2/3. 

0,60 mg di 3-amminopropil trimetilmetossisilano e 1,18 mg di 

rodamina B isotiocianato vengono posti all’interno di una provetta, 

disciolti in 0,5 ml N-metilpirrolidone e fatti reagire per 3h a temperatura 

ambiente. Successivamente 50 mg di copolimero vengono posti in un 

pallone da 25 ml e dissolti in 2,5 ml di NMP; a questa soluzione viene 

aggiunta la miscela contenente linker e rodamina e si lascia reagire a 

temperatura ambiente per 18h. Al termine della reazione la soluzione 

viene portata a secco tramite kugelrohr a pressione ridotta; la 

purificazione del copolimero viene effettuata tramite dissoluzione nella 

minima quantità di CH2Cl2 e successivo passaggio in colonna 

cromatografia con resina ad esclusione molecolare BioBeads S-X3 
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(BIO-RAD) utilizzando come eluente cloruro di metilene. Si porta a 

secco il campione e il recupero di quest’ultimo in polvere avviene 

tramite dissoluzione in una piccola quantità di CH2Cl2, con aggiunta di 

cicloesano (non solvente). Infine si pone il campione sotto vuoto per 

permettere il totale allontanamento dei composti bassobollenti Il 

prodotto è stato caratterizzato tramite 1H NMR, GPC, UV-Vis e 

fotoluminescenza.  La stessa reazione è stata riprodotta utilizzando le 

stesse condizioni di reazione e DMSO come solvente; Il processo di 

purificazione è identico così come le analisi effettuate per la 

caratterizzazione del campione.  

5.10 Trattamento con Rodamina B isotiocianato 

(Reazione inversa) 

0,60 mg di 3-amminopropil trimetilmetossisilano e 50 mg di 

copolimero PHMPMA-PBMA vengono disciolti in 3 ml di DMSO e 

lasciati reagire per 3h a temperatura ambiente. Si aggiungono 1,18 mg 

di Rodamina B Isotiocianato e si lascia reagire a temperatura ambiente 

per altre 18h. Al termine della reazione la soluzione viene portata a 

secco tramite kugelrohr a pressione ridotta e solubilizzata nella minima 

quantità di CH2Cl2; la purificazione viene effettuata utilizzando una 

colonna cromatografia con resina ad esclusione molecolare BioBeads 

S-X3 (BIO-RAD) con cloruro di metilene come eluente. Si porta a 

secco il campione e il recupero di quest’ultimo in polvere avviene 

tramite dissoluzione in una piccola quantità di CH2Cl2, con aggiunta di 

cicloesano (non solvente). Il prodotto è stato caratterizzato tramite 1H 

NMR, GPC, UV-Vis e fotoluminescenza.  

Dopo attente valutazioni sui dati ottenuti si è deciso di riprodurre la 

reazione in modo da avere sufficiente polimero; tra le tre condizioni 

sperimentali analizzate si è deciso di utilizzare quello che prevede 

prima la reazione tra la Rodamina B isotiocianato e il linker e 

successivamente la reazione con il copolimero. Per questo, 1,47 mg di 

3-amminopropil trimetilmetossisilano e 2,95 mg di Rodamina B 

Isotiocianato vengono disciolti in 1 ml di DMSO e lasciati reagire a 
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temperatura ambiente per 3h; 100 mg di copolimero viene posto 

all’interno di un pallone da 25 ml e disciolto in 2,5 ml di DMSO; a 

questa soluzione viene aggiunta la miscela contenente linker e rodamina 

e si lascia reagire a temperatura ambiente per 18h. Il processo di 

purificazione e la caratterizzazione avvengono in maniera analoga alle 

prove precedentemente effettuate. 

 

5.11 Trattamento con Rodamina B isotiocianato del 

copolimero già funzionalizzato con 4-cloro-7-

nitrobenzofurazano 

La funzionalizzazione con rodamina B isotiocianato sul copolimero già 

marcato con 4-cloro-7-nitrobenzofurazano è stata condotta seguendo lo 

schema 28. 

Schema 28: Reazione di funzionalizzazione con rodamina isotiocianato del 
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copolimero a blocchi PHMPMA-b-PBMA già trattato con 4-cloro-7-

nitrobenzofurazano 

Il rapporto molare tra i 3 reagenti (Copolimero /Linker/Cromoforo) è: 

1/2/3, 

In un provetta si lasciano reagire 0,75 mg di 3-amminopropil 

trimetilmetossisilano e 1,50 mg di rodamina B isotiocianato in 0,5 ml 

di DMSO per 3h a temperatura ambiente. 50 mg di copolimero 

funzionalizzato vengono solubilizzati in 2,5 ml di DMSO all’interno di 

un pallone da 25 ml; al termine della prima reazione la miscela 

rodammina/linker viene aggiunta alla soluzione di copolimero e si 

lascia reagire per 18h a temperatura ambiente. Si porta a secco tramite 

Kugelrohr a pressione ridotta e si solubilizza il composto nella minima 

quantità di CH2Cl2; la purificazione avviene tramite colonna 

cromatografia con resina ad esclusione molecolare BioBeads S-X3 

(BIO-RAD) utilizzando come eluente cloruro di metilene. Al termine 

del processo si porta a secco tramite rotavapor e si ottiene il campione 

in polvere tramite dissoluzione in una piccola quantità di CH2Cl2, con 

aggiunta di cicloesano (non solvente) Il prodotto è stato caratterizzato 

tramite 1H NMR, GPC, UV-Vis e fotoluminescenza. 
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5.12 Procedura per la formazione di micelle polimeriche 

La procedura utilizzata per ottenere micelle in sospensione acquosa è 

identica per tutti i copolimeri anfifilici. In una provetta si solubilizzano 

5 mg di campione in 1 ml di solvente. Alla soluzione agitata gentilmente 

con vortex si aggiungono, goccia a goccia, 4 ml di H2O deionizzata, in 

modo da ottenere un volume totale di 5 ml. Si effettua la dialisi per 

l’eliminazione del solvente organico utilizzando una membrana 

semipermeabile (cutoff 10000-12000); si rinnova il bagno con acqua 

MilliQ per 3 volte e si filtra tramite filtro da 0,45 µm. Infine il campione 

viene caratterizzato tramite tecnica DLS; per la caratterizzazione dei 

copolimeri contenenti gruppi cromoforici oltre la DLS sono state 

effettuate anche analisi UV-Vis e di fotoluminescenza. I solventi 

utilizzati per la dissoluzione dei campioni polimerici sono: 

- THF per il copolimero anfifilico privo di fluoroforo e per quello 

contenente il 4-cloro-7-nitrobenzofurano legato al gruppo terminale; 

- DMSO per i copolimeri contenenti rodammina come sostituente 

laterale. 
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5.13 Tecniche di analisi 

5.13.1  UV-Vis 

Lo strumento utilizzato durante il lavoro di ricerca è uno 

spettrofotometro Agilent Technologies Cary Series con sistema di 

controllo temperatura. Uno spettrofotometro UV-Vis è composto 

principalmente da: 

 una sorgente continua di radiazioni elettromagnetiche; nello 

strumento utilizzato le radiazioni nel visibile si ottengono 

attraverso una lampada al tungsteno e quelle nella regione UV 

tramite una lampada al deuterio 

 un monocromatore 

 un supporto per la cuvetta del campione e uno per quella del 

riferimento 

 un chopper che ha il compito di indirizzare la luce incidente in 

maniera alternata sul campione e sul riferimento 

 un tubo fotomoltiplicatore usato come rivelatore 

Tramite la spettrometria UV-Vis33 è possibile analizzare il 

comportamento dei campioni nella regione del visibile e 

dell’ultravioletto; in particolare è possibile analizzare a quali lunghezze 

d’onda assorbe il composto. La spettrometria UV-Vis si basa sulla 

misura dell’assorbanza della soluzione del composto da analizzare in 

una cuvetta; l’assorbanza (A) è definita dal’equazione 6. 

 

Equazione 6: definizione di assorbanza 

Dove T è la trasmittanza, definita a sua volta come il rapporto tra la 

potenza del raggio prima e dopo il passaggio attraverso il campione. 

Come è possibile notare dall’equazione il valore di T può assumere 
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valori che vanno da 100% (tutta la luce viene assorbita) a 0% (la luce 

non viene assorbita) A causa di alcuni effetti estremamente importanti 

come le riflessioni all’interfaccia aria/parete e all’interfaccia 

parete/soluzione che causano una notevole attenuazione del fascio di 

luce incidente non è possibile effettuare misure assolute ma è necessario 

misurare il parametro paragonando l’assorbanza del campione a quella 

di una cuvetta contenente solvente puro. Una delle caratteristiche più 

importanti della spettrometria UV-Vis è la possibilità di utilizzare 

questa tecnica per analisi quantitative; secondo la legge di Beer, quando 

la soluzione analizzata è molto diluita (M<0,01) l’assorbanza è 

direttamente proporzionale alla concentrazione del composto 

assorbente secondo l’equazione 7. 

 

Equazione 7: legge di Beer 

Con “ε” che è l’assorbività molecolare espressa in l mol-1 cm-1, “b” è il 

cammino ottico espresso in cm e “c” è la concentrazione in mol l-1. A 

concentrazione superiori sono presenti delle importanti deviazioni dalla 

linearità e per questo motivo la legge di Beer è detta legge limite.  

5.13.2 Spettri di emissione 

Lo strumento utilizzato per le analisi di fotoluminescenza è un Perkin 

Elmer LB 50 B. Uno spettrofluorimetro è composto da: 

 sorgente di radiazioni elettromagnetiche, le più utilizzate sono le 

lampade ad arco di xeno o a mercurio perché è necessario avere una 

potenza di emissione maggiore rispetto alle analisi di assorbimento 

UV-Vis; 

 monocromatore a reticolo per la lunghezza d’onda di emissione che 

ha il compito di escludere le lunghezze d’onda della sorgente non 

desiderate; 

 porta-campione; 
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 monocromatore a reticolo per la lunghezza d’onda di emissione del 

campione che ha il compito di isolare le lunghezze d’onda emesse 

dal campione in modo da rendere possibile la misurazione; 

 tubo fotomoltiplicatore utilizzato come rivelatore; esso è posto ad 

un angolo di 90° rispetto al campione. 

Inoltre lo strumento a doppio raggio utilizzato per le analisi possiede un 

sistema di compensazione delle fluttuazioni di potenza della sorgente. 

Questo sistema utilizza un fascio di riferimento che viene fatto prima 

passare attraverso un attenuatore, in modo da ridurne la potenza e 

renderlo simile a quello di emissione del campione, e successivamente 

analizzato attraverso un tubo fotomoltiplicatore.  

Quando una molecola viene colpita da una radiazione 

elettromagnetica32 essa subisce un’eccitazione degli elettroni che 

passeranno a livelli elettronici eccitati. La maggior parte delle molecole 

torneranno allo stato fondamentale attraverso processi non radiativi e 

quindi non sono in grado di emettere; quando però sono presenti dei 

gruppi rigidi (es. anelli aromatici) la velocità di rilassamento 

vibrazionale responsabile dei fenomeni non radiativi ha una cinetica 

comparabile a quella di rilassamento per fluorescenza e in questi casi il 

ritorno agli stati elettronici fondamentali avverrà attraverso fenomeni di 

tipo radiativo che permettono alla molecola di emettere a lunghezze 

d’onda più alte rispetto a quella incidente. Durante un’analisi di 

fotoluminescenza il monocromatore della sorgente incidente viene 

quindi settato alla lunghezza d’onda in cui si ha il massimo di 

assorbimento del campione e lo spettro verrà acquisito a lunghezze 

d’onda superiori. In questo modo è possibile individuare la lunghezza 

d’onda alla quale si avrà il picco massimo di emissione dei cromofori 

legati covalentemente alla catena copolimerica. 

5.13.3 Cromatografia a permeazione di gel (GPC) 

La cromatografia a permeazione su gel34 è una tecnica molto efficace 

per separare molecole ad alto peso molecolare e viene quindi spesso 
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utilizzata per analizzare composti polimerici. Lo strumento utilizzato 

per effettuare analisi GPC è composto principalmente da:  

 una pompa che ha il compito di forzare il passaggio della fase 

eluente all’interno della colonna; 

 una colonna all’interno della quale è presente una fase stazionaria; 

quella utilizzata per le analisi durante il lavoro di tesi è una resina 

stirene-divinilbenzene; 

 un rivelatore, che può essere di diversi tipi; il più utilizzato per 

analisi polimeriche è quello ad indice di rifrazione. 

Una cromatografia a permeazione di gel, detta anche ad esclusione 

dimensionale, è in grado di separare le molecole in funzione del loro 

volume idrodinamico. Le molecole che hanno un peso molecolare 

maggiore (e quindi un volume idrodinamico più alto) non sono in grado 

di penetrare all’interno dei pori mentre quelle di dimensioni minori (e 

volume idrodinamico più basso) penetrano all’interno della resina; il 

risultato è una separazione tra le molecole a peso molecolare più alto 

(che eluiranno prima) e quelle a peso molecolare più basso (che 

eluiranno a tempi più lunghi). Volendo esprimere quanto appena 

descritto in termini matematici è necessario definire il volume totale di 

una colonna (equazione 8). 

 

Equazione 8: volume totale colonna cromatografica 

Dove Vg è il volume occupato dalla matrice solida del gel, Vi è il 

volume di solvente trattenuto nei pori e V0 è il volume libero all’esterno 

delle particelle del gel. In condizioni ideali V0 rappresenta anche il 

volume teorico di solvente richiesto per trasportare attraverso la 

colonna i componenti non in grado di permeare all’interno dei pori 

mentre i componenti più piccoli necessitano di un volume di eluente 

pari a (Vi + Vg); le molecole di dimensioni intermedie invece sono in 
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grado di eluire con un volume di eluizione calcolabile tramite 

l’equazione 9. 

 

Equazione 9: definizione matematica di volume di eluizione 

Con K che può assumere valori tra 0 (quando le molecole non penetrano 

nei pori) e 1 (quando sono fortemente trattenute all’interno della 

colonna). I volumi di eluizione vengono poi elaborati dal software che 

sarà in grado, dopo una taratura con composti a peso molecolare noto, 

di misurare il peso molecolare dei campioni polimerici analizzati. 

 

5.13.4 Calorimetria differenziale a scansione (DSC) 

La calorimetria differenziale a scansione35 è un metodo termico in cui 

viene misurata, in funzione della temperatura, i flussi termici che 

avvengono all’interno del campione paragonandoli a quelli di un 

riferimento (spesso aria) mentre tutti e due sono sottoposti ad un 

programma controllato di temperatura. Nella DSC vengono quindi 

misurati le differenze di energia tra il campione ed il riferimento durante 

un variazione controllata di temperatura. Lo strumento utilizzato per le 

analisi è una “DSC a flusso di calore” in cui il calore fluisce al composto 

da analizzare e al riferimento tramite una piattaforma di costantana 

riscaldata elettricamente sulla quale sono adagiati i porta-campioni in 

alluminio; la differenza dei flussi di calore viene invece misurata 

utilizzando delle termocoppie. Si può dimostrare che il flusso di calore 

nei due piattelli è direttamente proporzionale alla differenza tra i segnali 

di uscita delle due termocoppie36. 
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5.13.5 Dynamic Light Scattering (DLS) 

Per l’analisi di macromolecole e di particelle di dimensioni 

nanometriche una tecnica molto utilizzata è la Dynamic Light 

Scattering37; questa tecnica unisce un’elevata versatilità a rapidi tempi 

di analisi, il che la rendono perfetta per l’analisi di particelle in 

sospensione. La rivelazione viene effettuata tramite utilizzo di un 

raggio laser ben collimato che colpisce il campione provocando lo 

scattering della luce da parte delle particelle presenti al suo interno. 

Quando le macromolecole hanno dimensioni molto più piccole rispetto 

alla lunghezza d’onda del raggio che le colpisce esse si comportano 

come punti in cui avviene lo scattering e si può dimostrare che in questi 

casi la luce diffusa assume valori che non dipendono dall’angolo di 

rilevazione. Quando però le particelle hanno dimensioni di poco 

inferiori o paragonabili a quella della lunghezza d’onda esse non si 

comporteranno come sorgenti puntiformi di scattering e questo provoca 

fenomeni di interferenza costruttiva o distruttiva che modificano la luce 

diffusa in funzione dell’angolo in cui essa viene rilevata. Per questo 

motivo durante le analisi DLS è stato utilizzato un angolo fisso di 

rivelazione pari a 90° rispetto alla sorgente di emissione laser. Tramite 

l’analisi dello scattering a questo angolo è dunque possibile per lo 

strumento misurare il coefficiente di diffusione D attraverso un 

algoritmo interno piuttosto complesso; una volta calcolato D è 

sufficiente applicare l’equazione di Stokes-Eistein per ricavare il 

diametro idrodinamico sferico equivalente38: 

 

Dove: 

-Dh è il coefficiente di diffusione in m2/s; 

-T è la temperatura assoluta del sistema, mantenuta costante a 298 K; 
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-KB è la costante di Bolzman in J/K; 

-η è la viscosità del solvente in Kg/ms; 

-dh è il diametro idrodinamico in metri. 

La misura del diametro idrodinamico è generalmente una sovrastima 

rispetto al reale diametro perché esso può essere influenzato dalle 

molecole di solvente che possono solvatare le particelle. È comunque 

una tecnica molto utilizzata in campo scientifico perché permette di 

avere un valore indicativo sulla dimensione delle particelle ottenute. 
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