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1     Introduzione 
 
1.1 Nanocarriers per veicolare sostanze attive 
Nel corso degli anni l’impiego di biofarmaci, quali anticorpi monoclonali, enzimi o acidi 
nucleici (DNA e RNA), ha riscosso sempre più interesse nei settori più disparati. Essi sono in 
grado di garantire una buona specificità rispetto agli agenti terapeutici tradizionali ma al 
contempo sussistono ancora oggi una serie di problematiche per tali molecole dovute 
all’instabilità, al trasporto e alla limitata permeabilità alle barriere biologiche (Zeb et al., 
2020). Per i seguenti motivi i nanocarriers si sono dimostrati un promettente strumento per 
affrontare e risolvere le difficoltà poc’anzi elencate. 
I nanocarriers sono sistemi colloidali con una dimensione caratteristica inferiore ai 1000 nm, 
e possono essere costituiti da materiali organici o inorganici, naturali o sintetici. Essi sono in 
grado di veicolare una determinata sostanza attiva verso uno specifico “bersaglio”: a causa 
delle loro piccolissime dimensioni possono facilmente superare le barriere cellulari. La 
molecola trasportata viene incapsulata, legata covalentemente o adsorbita sulla superficie del 
carrier (Montenegro et al., 2016). 
Alla luce di tali caratteristiche, la tecnologia dei nanocarriers è utilizzata soprattutto in campo 
biomedico e in campo agricolo (Hobson, 2011). 
In campo biomedico le nanostrutture si sono rivelate uno strumento importante per diversi 
settori. Queste ultime consentono un rilascio controllato di parecchi farmaci come i 
chemioterapici, in modo da colpire esclusivamente le cellule danneggiate lasciando intatte le 
altre (Parveen et al., 2012). In ambito diagnostico il coinvolgimento di nanoparticelle, 
sintetizzate sfruttando diversi agenti di contrasto, sta prendendo piede in molti esami 
strumentali, come ad esempio la PET o i raggi X (Bharathala & Sharma, 2019).  
Nel campo agricolo invece l’uso, con pratiche tradizionali, di fitofarmaci e diserbanti erbicidi 
da parte dell’industria agroalimentare ha avuto effetti negativi sull’ambiente e sul clima. 
L’introduzione delle nanotecnologie ha offerto un’alternativa al trattamento e alla protezione 
delle piante, permettendo lo sviluppo di tecniche molto più eco-sostenibili (Machado et al., 
2022). Attraverso l’incapsulamento di una specifica molecola all’interno di nanocarriers 
infatti ci sono una serie di importanti vantaggi, quali un migliore assorbimento da parte della 
pianta o un rilascio graduale e controllato del principio attivo stesso. 

Attualmente esistono diverse tipologie di nanocarriers (Figura 1.1), ognuna delle quali 
presenta caratteristiche ed utilizzi diversi. In generale, è possibile distinguere nanovettori 
organici o inorganici. Negli ultimi tempi sta riscuotendo un sempre più crescente successo 
anche la combinazione di sostanze organiche e non, al fine di ridurre al minimo i diversi 
svantaggi dei due materiali ed ottenere nanoparticelle ibride estremamente utili soprattutto in 
ambito medico (Din et al., 2017). 
Un aspetto estremamente importante che accomuna ciascuna nanostruttura è l’alto rapporto 

superficie su volume (S/V): l’elevata area superficiale della nanoparticella rispetto al volume 

consente l’interazione di quest’ultima  con i vari sistemi biologici, facilitando al contempo il 
passaggio attraverso una serie di barriere naturali. 
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Figura 1.1: Tipi di nanocarriers: (1) Nanoparticelle polimeriche, (2) Micelle polimeriche, (3) 
Dendrimeri, (4) Liposomi, (5) Nanoparticelle solide lipidiche, (6) Nanoparticelle d’oro, (7) 

Nanoparticelle magnetiche, (8) Nanoparticelle virali, (9) Nanotubi. 
(Figura tratta da Khodabandehloo et al., 2016, con modifiche). 
 
Le micelle polimeriche si ottengono attraverso un processo di auto-assemblaggio di 
copolimeri anfifilici in soluzione acquosa. In questo modo il sistema risulta costituito da una 
zona idrofoba detta core, che permette di intrappolare una molecola debolmente solubile in 
acqua, e da una zona idrofila che invece consente la solubilizzazione della micella (Din et al., 
2017; Khodabandehloo et al., 2016) 

I dendrimeri sono macromolecole polimeriche altamente ramificate. Nella struttura principale 
è possibile distinguere tre elementi principali: 

1.  il core centrale;  
2.  le ramificazioni costituite da specifiche unità ripetute; 
3.  i gruppi terminali che permettono di funzionalizzare la superficie della nanoparticella 

in questione. 
La presenza di diversi gruppi funzionali sulla superficie e la possibilità di modificare questi 
ultimi, rende i dendrimeri composti estremamente duttili e capaci di combinarsi con molte 
molecole (Abed et al., 2018; Khodabandehloo et al., 2016). 
I liposomi sono delle vescicole sferiche composte da uno o più doppi strati fosfolipidici ed 
una zona interna acquosa. Essi vengono classificati sulla base della carica superficiale, della 
dimensione, del metodo di preparazione e del numero di doppi strati. In quest’ultimo caso, 
infatti è possibile avere una vescicola unilamellare piccola, una vescicola unilamellare grande  
oppure una vescicola multilamellare (Abed et al., 2018; Din et al., 2017). 
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Le nanoparticelle solide lipidiche sono preparate attraverso la dispersione in acqua di lipidi 
solidi, con la successiva aggiunta di agenti emulsionanti per stabilizzare l’intero sistema. In 
genere i lipidi impiegati, quali di-gliceridi o tri-gliceridi, risultano solidi a temperatura 
ambiente. I metodi maggiormente adoperati sono l’omogenizzazione ad alta pressione e la 

micro-emulsione. 
In base alle condizioni di sintesi, la sostanza attiva può essere dispersa omogeneamente nella 
matrice lipidica oppure incorporata nel core circondato dallo strato lipidico. In entrambi i casi 
bisogna utilizzare necessariamente molecole lipofiliche (Din et al., 2017).  
Le nanoparticelle d’oro presentano una parte centrale costituita da atomi d’oro, mentre la 

superficie è funzionalizzata attraverso l’aggiunta di tioli a loro volta legati ad altre molecole 

(R-SH). 
I seguenti nanocarriers rientrano nella categoria delle cosiddette nanostrutture inorganiche 
(Khodabandehloo et al., 2016). 

Le nanoparticelle virali sono nanostrutture uniformi e con una geometria ben definita, 
prodotte a partire da un fenomeno di autoassemblaggio di diverse strutture proteiche. La 
composizione basilare viene solitamente manipolata al fine di incapsulare una specifica 
molecola. Il vantaggio di tali nanocarriers è legato alla loro biocompatibilità, biodegradabilità 
e alla non tossicità sia in cellule vegetali che animali (Din et al., 2017; Khodabandehloo et al., 
2016). 

I nanotubi appartengono alla famiglia dei fullereni. Essi vengono generati arrotolando uno o 
più fogli di grafene, sino ad ottenere la tipica struttura tubolare. In base al numero degli strati 
di grafene è possibile distinguere nanotubi single-walled, con un diametro esterno di circa 2 
nm, e nanotubi multi-walled, con un diametro esterno variabile tra 2 e 100 nm (Din et al., 
2017). 
Per le nanoparticelle polimeriche è svolto un discorso più approfondito nel prossimo 
paragrafo. 
 

1.1.1 Nanoparticelle polimeriche 
I nanocarriers polimerici (PNPs) si ottengono a partire da polimeri sintetici o naturali. Sulla 
base della metodologia di sintesi delle nanoparticelle è possibile avere la formazione di 
nanocapsule o nanosfere (Khodabandehloo et al., 2016). Nel primo caso, si hanno dei sistemi 
vescicolari costituiti da un nucleo liquido (solitamente si tratta di una soluzione acquosa o 
oleosa) circondato da una membrana polimerica: la biomolecola viene generalmente adsorbita 
sulla superficie di tali nanostrutture oppure è incapsulata nella cavità fluida. Nel secondo 
caso, invece, c’è una matrice polimerica sferica completamente solida; si tratta dunque di 
sistemi con un’ottima capacità di “ospitare” molecole debolmente solubili in acqua ed in 
grado di tenere sotto controllo il profilo di rilascio delle stesse. La sostanza attiva è dispersa in 
maniera più o meno uniforme in tutta la nanostruttura (García, 2019). La rappresentazione 
schematica in Figura 1.2 consente una migliore comprensione di quanto appena descritto. 
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Figura 1.2: Tipologia di nanoparticelle polimeriche contenenti una determinata sostanza attiva: (A) 
nanocapsula, (B) nanosfera.  
(Figura tratta da Papadopoulos et al., 2019, con modifiche). 

I polimeri maggiormente impiegati per la sintesi delle nanoparticelle garantiscono una serie di 
proprietà molto importanti: essi sono biocompatibili, biodegradabili e non tossici. Tenendo 
ben presenti tali proprietà, è possibile distinguere 

  polimeri sintetici: a questa categoria appartengono l’acido polilattico (PLA), l’acido 
poliglicolico (PGA), il poli(metil metacrilato) (PMMA) o il policaprolattone (PCL).  

  polimeri naturali 
I polimeri naturali sono sempre più impiegati in ambito agricolo e biomedico poiché sono in 
grado di ridurre le problematiche di tossicità generalmente associate ai polimeri di sintesi 
(Rawat et al., 2006). Non di poco conto inoltre è il loro basso costo e la loro facile reperibilità, 
a partire dai funghi, insetti o piante. Tra i biopolimeri più interessanti compaiono soprattutto 
polisaccaridi come ad esempio alginato, cellulosa, destrine o chitosano (Madkour, 2019). 

Negli ultimi anni, il chitosano si è dimostrato un perfetto sistema per veicolare materiale 
genetico (DNA o RNA) o fitofarmaci. I maggior vantaggi nell’incapsulare una specifica 

sostanza in una matrice di chitosano sono: la sua abilità nel proteggerla dall’ambiente 

circostante e la capacità di rilasciare il pricipio attivo in maniera controllata (Kashyap et al., 
2015). 
 

1.2 Il chitosano 
Il chitosano è un polisaccaride ottenuto tramite un processo di deacetilazione della chitina.  

La chitina è un biopolimero presente in diverse specie eucariote in quanto caratterizza la 
parete cellulare di funghi, lieviti ed alghe ma soprattutto il carapace dei crostacei (Divya & 
Jisha, 2018; Kou et al., 2021). Si tratta di un omopolimero costituito da più unità di N-acetil-
D-glucosammina legate tra di loro da legami β-1,4. A partire da tale composto, il processo di 
produzione del chitosano è portato avanti per via chimica o per via biologica. Nel primo caso, 
precedentemente alla deacetilazione, si ha una reazione di demineralizzazione seguita da un 
processo di deproteinizzazione. La conversione della chitina in chitosano avviene tramite 
l’impiego di una soluzione alchilica opportunamente riscaldata (solitamente intorno a 100°C). 
I metodi biologi invece si dividono in enzimatici e fermentativi (Kou et al., 2021).  

Le proprietà del chitosano sono fortemente condizionate da:  
  densità e viscosità; 

  dimensione delle particelle; 
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  peso molecolare (MW); 

  grado di deacetilazione (DD) 
Da un punto di vista strutturale, al termine del processo di deacetilazione, l’unità ripetitiva 

tende a perdere il gruppo acetile portando alla formazione del chitosano. L’unità base di tale 
molecola dunque risulta caratterizzata da un gruppo amminico primario e da due gruppi 
idrossilici liberi (Sinha et al., 2004).  

 
Figura 1.3: Variazione delle unità strutturali della chitina e del chitosano in seguito al processo di 
deacetilazione. 
(Figura tratta da Khajavian et al., 2022, con modifiche). 
 
La presenza del gruppo amminico (pKa = 6.3) rende il chitosano una base forte. Per valori di 
pH inferiori a 6 il residuo amminico si protona, accumulando cariche positive: il polisaccaride 
si trasforma in un polielettrolita cationico divenendo solubile in soluzioni acide. Al contrario, 
se il pH della soluzione risulta maggiore di 6 c’è un processo di deprotonazione con la 

conseguente perdita della carica da parte del chitosano, il quale risulta insolubile. In seguito a 
tali considerazioni la transizione tra solubilità ed insolubilità si presenta per un pH compreso 
tra 6 e 6.5. 
In generale, la solubilizzazione del chitosano è fortemente influenzata dal metodo e dal grado 
di deacetilazione (Pillai et al., 2009). Di fatto, al crescere del DD si ha una maggiore 
concentrazione dei gruppi -NH2  nella molecola e di conseguenza una maggiore protonazione 
(Kou et al., 2021). 
Per le sue proprietà antimicrobiche, antitumorali ed antiossidanti, ma anche per caratteristiche 
quali la biocompatibilità, la biodegradabilità e la non-tossicità, il chitosano oggigiorno è 
ampiamente studiato per svariate applicazioni in campo medico, farmaceutico, alimentare ed 
agricolo (Shariatinia, 2019). Ad esempio, tale molecola risulta estremamente interessante 
come:  

  conservante naturale per cibo e cosmetici, poiché mostra un’elevata attività 

antimicrobica nei confronti di lieviti, batteri Gram positivi e negativi già a basse 
concentrazioni (Huq et al., 2022); 
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   componente di garze e cerotti in quanto la sua interazione con il sangue potrebbe 
favorire il processo di cicatrizzazione delle ferite; 

   macromolecola per la produzione di  food packaging, con lo scopo di evitare 
contaminazione fungine o batteriche. 

In campo agricolo, invece, l’attenzione si è spostata verso l’impiego di nanoparticelle di 

chitosano. L’utilizzo di queste ultime verrà maggiormente discusso nel prossimo paragrafo. 
 

1.3 Nanoparticelle di chitosano 
Gli studi sull’utilizzo delle nanoparticelle di chitosano (CNPs) per applicazioni in campo 
agricolo sono aumentati velocemente nel corso degli ultimi anni, spinti da una crescente 
necessità di trovare soluzioni eco-sostenibili per l’uso di fertilizzanti e pesticidi. In generale le 
CNPs vengono facilmente assorbite dalla superficie delle piante e tutto ciò implica una 
maggiore biodisponibilità molecolare del prodotto attivo incapsulato nel nanovettore, nonché 
un rilascio controllato. 

 Il chitosano si è dimostrato un’eccellente matrice per la produzione di nanocarriers: oltre alle 
proprietà ampiamente discusse nel paragrafo precedente, la presenza di gruppi idrossilici ed 
amminici consente la formazione di complessi chimici, con altre molecole, estremamente 
stabili (Bandara et al., 2020; Yanat & Schroën, 2021). Proprio tale stabilità permette 
l’incapsulamento di diverse sostanze attive, sia idrofile che idrofobe. 
Per caricare, e successivamente veicolare, uno specifico elemento è possibile distinguere tra 
incorporazione ed incubazione. Nel primo caso la molecola desiderata viene completamente 
inserita nella matrice della nanoparticella durante il processo di formazione di quest’ultima. 

Così facendo aumenta l’efficacia di incapsulamento, nonostante essa sia comunque 
influenzata anche altri fattori come l’intensità dell’agitazione o il metodo di sintesi. Se invece 
si parla di incubazione, allora c’è un semplice adsorbimento sulla superficie del carrier. Se si 
ha a che fare con un composto idrofilo, allora la molecola solubile in acqua viene direttamente 
disciolta e mescolata nella soluzione di chitosano, ottenendo una miscela omogenea. Un 
composto idrofobo invece viene incubato nel nanovettore tramite l’immersione di 

quest’ultimo in una soluzione satura del principio attivo stesso (Kashyap et al., 2015). 
 

1.3.1 Metodologie di sintesi delle nanoparticelle di chitosano 
I metodi per la sintesi delle nanoparticelle possono essere classificati in due grosse famiglie: 

  tecniche top-down 

  tecniche bottom-up 
Nel primo caso si parte da un sistema con dimensioni elevate e, tramite una serie di 
operazioni di rottura, si arriva a particelle più piccole. Nel secondo caso, invece, si cerca di 
trasformare componenti molto piccoli in una singola struttura più grande. 
Le nanoparticelle sono generalmente prodotte con un approccio bottom-up (Ahmed & 
Aljaeid, 2016). 

Per scegliere il miglior metodo di sintesi, gli aspetti che solitamente bisogna tenere in 
considerazione sono tanti. Tra questi rientrano sicuramente la dimensione desiderata della 
particella, la stabilità del prodotto finale e del costituente attivo, la cinetica di rilascio della 
sostanza incapsulata. Attualmente le tecniche maggiormente usate per produrre nanoparticelle 
di chitosano sono le seguenti. 
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   Emulsion cross-linking: il chitosano, il composto da incapsulare ed uno specifico 
tensioattivo sono solubilizzati in una soluzione acquosa di acido acetico. Quest’ultima 

viene aggiunta, in piccole quantità, ad una soluzione oleosa (generalmente si utilizza 
una paraffina liquida) ed il tutto è posto in agitazione per poter creare un’emulsione di 

acqua in olio. Il processo vero e proprio comincia solo quando viene introdotta 
gradualmente la glutaraldeide: essa funge da agente reticolante per le nanoparticelle, 
poiché si sviluppa un’interazione chimica tra i gruppi amminici del chitosano e i 

gruppi aldeidici. Al termine della sintesi, la centrifugazione consente la separazione 
dei nanocarriers dall’emulsione (Ahmed & Aljaeid, 2016; Kashyap et al., 2015).  
L’uso di determinati agenti reticolanti può portare allo sviluppo di reazioni chimiche 

indesiderate e alla formazione di un prodotto finale con un certo livello di tossicità. 
Per i seguenti motivi tale tecnica viene impiegata solo se è necessario garantire un 
rilascio della sostanza attiva superiore alle 80h. 

   Emulsion-droplet coalescence: si parte dalla preparazione di due soluzioni acquose 
diverse, entrambe emulsionate in composti paraffinici liquidi. Nel primo caso si ha 
una soluzione acida di chitosano, mentre nel secondo caso si ha una soluzione di 
idrossido sodio all’interno della quale viene disciolto l’ingrediente attivo. Le due 
emulsioni vengono unite e mescolate ad altissima velocità in moda tale da avere la 
formazione, la collisione e la coalescenza di gocce diverse: tutto ciò alla precipitazione 
delle nanoparticelle (Garg et al., 2019). 

   Ionotropic gelation: è una tecnica molto semplice e che non richiede l’uso di solventi 

organici, basata sullo sviluppo di un’interazione elettrostatica tra i gruppi amminici del 

chitosano, carichi positivamente (NH3
+), e un agente reticolante con ruolo 

polianionico.  
Il polisaccaride viene disciolto, insieme alla biomolecola da incapsulare, in una 
soluzione debolmente acida e successivamente disperso goccia dopo goccia nella 
soluzione acquosa contenente l’elettrolita carico negativamente (Kashyap et al., 2015). 
Di solito si distinguono tre tipi di polianioni: ad alto, medio e basso peso molecolare; 
nella maggior parte dei casi viene impiegato il tripolifosfato di sodio (TPP) per la sua 
capacità di stabilizzare le nanoparticelle e per la sua non tossicità (Bugnicourt et al., 
2014). L’intero sistema deve essere mantenuto in costante agitazione. 
La formazione dei nanovettori si ha dopo l’interazione tra specie chimiche con cariche 
opposte e la conseguente gelificazione e precipitazione del chitosano.  
Il rapporto molare tra chitosano e TPP influenza il diametro medio delle nanoparticelle 
e la cinetica di rilascio del principio attivo, invece il pH può avere effetti sulla fase di 
interazione poiché al suo diminuire si riducono i gruppi di TPP con carica negativa ed 
aumentano i gruppi amminici protonati (Kashyap et al., 2015). 

   Solvent evaporation: si distinguono due tipi di metodi noti come “single solvent 
evaporation” e “double solvent evaporation”. Nella seguente trattazione ci si focalizza 

sulla seconda tecnica. Essa viene prevalentemente impiegata per incapsulare proteine 
o acidi nucleici.  
Si parte dalla formazione di due soluzioni distinte: il chitosano è solubilizzato in un 
solvente organico volatile come acetone, diclorometano o cloroformio, mentre la 
sostanza attiva è disciolta in una soluzione acquosa. Quest’ultima viene aggiunta 
delicatamente alla soluzione di chitosano in modo da ottenere un’emulsione di acqua 
in olio (emulsione primaria).  
A questo punto viene preparata una terza soluzione acquosa contenente uno specifico 
tensioattivo, ad esempio il PVA. Esso si comporta da elemento anti-agglomerante. 
L’emulsione primaria è addizionata alla fase acquosa in rapporto volumico di circa 
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1:9. L’agitazione dell’intero sistema e l’evaporazione del solvente organico in 
condizioni di vuoto porta alla formazione delle nanoparticelle, le quali sono 
successivamente filtrate, lavate ed asciugate (Hoa et al., 2012; Maqbool & Noreen, 
2019). 

   Complex-coacervation o nanoprecipitation: è una delle metodologie maggiormente 
impiegate poiché risulta economica, veloce e le nanoparticelle prodotte presentano 
delle dimensioni uniformi. Si utilizza soprattutto per l’incapsulamento di DNA o 

dsRNA, con un’efficacia superiore al 90% (Lima et al., 2022). Il processo di sintesi si 
basa sulla miscelazione di due soluzioni caratterizzate da ioni con cariche opposte, 
dette soluzioni solvente ed anti-solvente.  
La soluzione solvente nella maggior parte dei casi è un buffer di acido acetico e 
acetato di sodio, all’interno del quale i gruppi amminici del chitosano possono 
protonarsi facilmente: tale molecola si comporta da polielettrolita cationico. 
La soluzione anti-solvente, invece, deve consentire la solubilizzazione del composto 
attivo (nel caso di acidi nucleici questi ultimi fungeranno da polielettroliti anionici) ma 
non del chitosano. Generalmente si utilizzano acqua, metanolo e soluzioni acquose di 
idrossido di sodio o solfato di sodio in modo da raggiungere un pH neutro o 
lievemente basico; per assicurare una maggiore stabilità delle nanoparticelle in alcuni 
casi è possibile aggiungere uno specifico tensioattivo (Ahmed & Aljaeid, 2016; Lima 
et al., 2022; Luque-Alcaraz et al., 2016).  
Dopo avere preparato le due soluzioni, quella solvente viene unita all’anti-solvente; il 
tutto è riscaldato a 55°C e successivamente miscelato con lo scopo di garantire 
l’intimo contatto tra i sistemi coinvolti nel processo. Nella complex coacervation è 
possibile utilizzare due diversi sistemi di miscelazione: un reattore a getti confinati 
collidenti e un reattore Vortex (Figura 1.4). Nel primo caso il miscelatore presenta due 
ingressi orizzontali posti a 180°, tramite i quali avviene la collisione tra le due 
soluzioni in una camera di miscelazione molto piccola: tutto ciò genera un’elevata 

turbolenza e dunque un’ottima efficienza di mixing.  
Nel miscelatore Vortex un motore elettrico consente l’oscillazione di un albero 
verticale al quale è connesso un piatto contenente il supporto delle provette. L’intero 

moto circolare garantisce la miscelazione del sistema. 

 
 

 
Figura 1.4: Rappresentazione dei due sistemi di miscelazione: a) Miscelatore a getti confinati 
collidenti      b) miscelatore Vortex  
(Figura tratta da Tao et al., 2019, con modifiche). 
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La formazione delle nanoparticelle avviene quasi istantaneamente. Ciò è possibile 
perché il chitosano diffonde verso la soluzione anti-solvente, dove risulta insolubile; a 
causa della carica positiva il polimero si lega alla sostanza attiva e comincia a 
precipitare. I nanovettori così ottenuti sono separati con un processo di centrifugazione. 
 

1.3.2. Caratterizzazione delle nanoparticelle di chitosano  

Dopo la sintesi e prima dell’utilizzo, le nanoparticelle devono necessariamente essere 

caratterizzate perché le proprietà chimico-fisiche, nonché morfologiche, sono fortemente 
dipendenti da una serie di parametri. Tramite l’utilizzo di diverse tecniche e strumenti è 

possibile valutare proprio questi parametri. 

   Distribuzione dimensionale: la dimensione di una nanoparticella influenza la capacità 
di penetrare nelle cellule e nei tessuti dei diversi organismi, e quindi ha un impatto 
significativo sulla capacità di rilascio della sostanza attiva incapsulata. 
Attraverso il dynamic light scattering (DLS) si determina la distribuzione 
dimensionale e la grandezza media delle nanoparticelle. Questo strumento è in grado 
di valutare la velocità delle molecole presenti in una sospensione soggette al moto 
Browniano : si tratta del moto casuale delle particelle di un soluto dovuto 
all’agitazione termica. Più è grande la nanoparticella, più risulta lento il moto 
browniano. La velocità è poi convertita in una specifica dimensione idrodinamica 
attraverso l’equazione di Stokes-Einstein (Choudhary et al., 2019).  

In linea di massima il range dimensionale delle nanoparticelle di chitosano varia tra 
40 e 374 nm, con un valore medio che si attesta intorno ai 250 nm. 

   Carica superficiale: la carica superficiale di un generico nanocarrier ha un ruolo 
fondamentale per l’interazione con diverse biomolecole: nel caso delle nanoparticelle 
di chitosano, la carica esterna risulta essere positiva permettendo l’incapsulamento di 
tutti quei composti carichi negativamente.  
Tale parametro è espresso in termini di potenziale zeta (ZP). Esso corrisponde 
all’intensità di repulsione ed attrazione tra i gruppi presenti sulla superficie della 
particella. Per la valutazione si sfrutta l’electrophoretic light scattering, a sua volta 
basato sul dynamic light scattering. Il campione viene posto in un campo elettrico 
causando il movimento dei nanovettori; la conversione della mobilità elettroforetica in 
potenziale zeta è  possibile attraverso l’equazione di Henry (Choudhary et al., 2019).  

   Composizione chimica: la composizione chimica ha un forte impatto sulle interazioni 
tra la nanoparticella e l’ambiente al suo esterno. Per valutare la presenza di determinati 

elementi e gruppi funzionali vengono impiegate due tecniche diverse: la spettroscopia 
infrarossa a trasformata di Fourier (FTIR) e la spettroscopia fotoelettronica a raggi-X 
(XPS) (Choudhary et al., 2019).  
La FTIR basa il suo funzionamento sulla capacità delle molecole di assorbire la luce 
infrarossa a frequenze specifiche che corrispondono all’energia vibrazionale 

necessaria per spostare gli atomi dallo stato fondamentale allo stato eccitato. Al 
termine dell’analisi, attraverso la valutazione dello spettro ottenuto e dei picchi di 

assorbanza, è possibile risalire ai gruppi funzionali che caratterizzano le CNPs. 
Con la XPS, invece, è possibile determinare la presenza dei singoli elementi chimici 
nel nanomateriale. In questo caso, il campione viene irradiato con un fascio 
monocromatico di raggi X, quest’ultimo interagisce con gli elettroni intorno al nucleo 

dei vari atomi presenti  portando gli stessi nello stato eccitato. In funzione del tipo di 
atomo, dunque, l’energia emessa dai fotoelettroni è diversa. 
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   Morfologia: la forma di una nanoparticella di chitosano viene valutata , nella 
maggior parte dei casi, attraverso un microscopio elettronico a scansione (SEM) 
oppure con un microscopio elettronico a trasmissione (TEM). 
Con il SEM la superficie del nanocarrier, rivestita da un coating molto sottile per 
migliorarne la conducibilità elettrica, viene colpita da un fascio di elettroni ad alta 
energia. L’interazione degli elettroni con il campione analizzato produce l’emissione 

di diversi segnali i quali sono raccolti, processati e raffigurati sottoforma di pixel su un 
monitor: l’unione di tutti i segnali genera un’immagine tridimensionale corrispondente 
alla morfologia del nanovettore. 
L’utilizzo del TEM, invece, consente di avere un’immagine con una risoluzione 
elevatissima. Il fascio di elettroni viene accelerato e, dopo l’interazione di quest’ultimi 

con il nanomateriale, la differenza di energia produce una figura estremamente 
dettagliata (Choudhary et al., 2019). 

 

1.4 Double strand RNA (dsRNA) e meccanismo dell’RNA interference 
In una cellula eucariota, dopo il processo di trascrizione, ci sono una serie di step che possono 
portare l’mRNA incontro a 2 diversi processi di degradazione: 

 Decadimento dell’RNA 

 RNA-interference (RNAi) 
La differenza sostanziale è legata ai prodotti di degradazione che si ottengono alla fine di 
ciascun fenomeno (Hung & Slotkin, 2021). 
Il primo fenomeno porta alla rimozione delle molecole di RNA messaggero già tradotte un 
certo numero di volte, o divenute inutilizzabili dopo la prima fase di traduzione. 
 L’RNA interference invece è un processo cellulare endogeno che, tramite l’impiego di RNA 
a doppio filamento (dsRNA) come stampo, consente la degradazione dell’RNA messaggero 
omologo (Lichtenberg et al., 2020). Si tratta di un meccanismo di difesa attraverso il quale 
piante, animali e funghi sono in grado di colpire geni specifici ed essenziali di un parassita al 
fine di silenziarli. Per il seguente motivo si parla di Post-Transcriptional Gene Silencing 
(PTGS).  
Il meccanismo dell’RNA interference avviene all’interno del citoplasma e può essere 

suddiviso in due fasi.  
Nella prima fase il dsRNA esogeno è processato e rotto da un complesso enzimatico 
denominato Dicer: si tratta di un’endoribonucleasi facente parte della famiglia delle RNAsi 
III. Tale complesso effettua un taglio sfalsato su entrambi i filamenti del dsRNA, portando 
alla formazione delle molecole di short interfering RNA (siRNA) costituite dalle 20 alle 25 
coppie di nucleotidi (Agrawal et al., 2003). 

Nella seconda fase, per mezzo di un’elicasi, lo siRNA viene aperto: il filamento di senso si 

degrada mentre quello antisenso si lega ad un particolare complesso enzimatico, l’RNA 

Induced Silencing Complex  (RISC). La formazione di tale legame consente il passaggio alla 
cosiddetta forma attivata delle RISC. Il core della RISC è caratterizzato da proteine 
argonaute; tra tutte le proteine appartenenti a questa famiglia, solo l’AGO-2 possiede un sito 
catalitico capace di svolgere un’attività “di taglio” sugli acidi nucleici.  
Utilizzando il filamento antisenso come filamento guida, la RISC è così in grado di 
processare un’elevata quantità di RNA messaggero sino a trovare la sequenza complementare 

all’RNA antisenso. In caso di un accoppiamento perfetto o quasi perfetto, la componente 
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catalitica del complesso enzimatico (AGO-2) effettua un taglio sull’mRNA nel primo punto in 

cui l’appaiamento non sussiste.  
L’intervento dell’RNAsi consente la degradazione dei frammenti di mRNA (Adeyinka et al., 
2020; Kwasiborski et al., 2022; Rychahou et al., 2006).  
La Figura 1.5 mostra in maniera schematica quanto appena descritto. 

 

 
Figura 1.5: Meccanismo dell’RNA interferance: (1) Il dsRNA presente nel citoplasma viene 
trasformato in frammenti di 20-25 coppie di nucleotidi (siRNA) tramite l’enzima Dicer; (2) il filamento 
di senso viene scaricato e degradato, mentre il filamento antisenso è incorporato dal complesso 
enzimatico RISC; (3) tramite il filamento guida e l’AGO inizia il processo di riconoscimento della 
sequenza genica target nell’ RNA messaggero; (4) l’mRNA viene scisso in diversi frammenti e 

degradato tramite una ribonucleasi. 
(Figura tratta da Cuccato et al., 2011, con modifiche). 
 
Gli studi degli ultimi anni sull’impiego di dsRNA, e il conseguente processo cellulare della 
RNA interference, hanno trovato terreno fertile sia in campo medico che in campo agricolo. 
Purtroppo una grossa barriera legata alla “tecnologia” dell’RNAi è rappresentata dalla rapida 

degradazione dell’RNA a doppio filamento quando quest’ultimo viene introdotto 

nell’organismo ospite. Per ovviare a tale problematica e proteggere il dsRNA dalle nucleasi, è 
possibile inglobare queste molecole in diversi nanocarriers (Lichtenberg et al., 2020). 
In ambito agricolo le molecole di dsRNA si prestano a diversi utilizzi. L’impiego di “dsRNA 

nudo” tramite applicazione topica consente il trattamento di differenti piante con lo scopo di 
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proteggerle da una serie di virus (Petrônio et al., 2022). Per favorire l’assorbimento indiretto 

del dsRNA da parte di funghi o altri parassiti indesiderati, tale molecola viene spruzzata sulle 
foglie della pianta che si desidera preservare (Šečić & Kogel, 2021).  
La strategia risulta interessante per l’elevata specificità del dsRNA nei confronti 

dell’organismo indesiderato, ma anche per l’impatto ambientale estremamente ridotto rispetto 

a pesticidi ed anticrittogamici (Petrônio et al., 2022; Šečić & Kogel, 2021). Naturalmente, 
come detto in precedenza, fenomeni quali degradazione in seguito all’esposizione ai raggi UV 

rendono necessario un processo di incapsulamento. 
Incapsulando il dsRNA in nanocarriers ingegnerizzati è possibile trasformare geneticamente 
le piante; di fatto le ridotte dimensioni dei nanovettori facilitano l’integrazione del materiale 

genetico nel genoma della pianta. 

In ambito medico, l’RNA interference è ampiamente studiata come potenziale strategia per il 
trattamento del cancro, nonché come metodo di diagnosi. L’impiego di nanoparticelle 

plasmoniche in grado di rilasciare dsRNA viene analizzato per lo sviluppo di una terapia 
fototermica, mentre nel campo della diagnostica è possibile sfruttare tale sistema per un 
imaging a fluorescenza (Yoon et al., 2022).  

 
1.5 Nanoparticelle di chitosano veicolanti dsRNA 

Gli oligonucleotidi (DNA o RNA) rappresentano sempre più una classe molecolare 
innovativa per la regolazione dell’espressione genica, tramite un’interazione diretta con gli 
acidi ribonucleici o le proteine (Alameh et al., 2018). Naturalmente la buona riuscita di 
determinati processi, come l’RNA interference, dipende soprattutto dall’efficienza di 

trasporto intracellulare del dsRNA. Tale molecola, nonostante risulti più stabile rispetto 
all’RNA a singolo filamento, presenta un’emivita inferiore a 1h: si tratta di un tempo 
insufficiente per il raggiungimento del citoplasma della cellula bersaglio. Un altro aspetto, 
non di poco conto, è legato alla carica superficiale del dsRNA. Quest’ultima risulta essere 

negativa per lo scheletro zucchero-fosfato, di conseguenza si verifica un’azione repulsiva tra 
l’acido ribonucleico e una cellula vegetale anch’essa carica negativamente. 
Alla luce di queste analisi, l’incapsulamento del dsRNA in specifici nanocarriers risulta la 
soluzione migliore per ovviare a tante problematiche. Inglobando la biomolecola in una 
nanoparticella è possibile proteggerla dai fenomeni degradativi a cui può andare incontro una 
volta entrata nell’organismo ospite; al contempo si incrementa la biodisponibilità e la stabilità 

dell’intero sistema.  
Le nanoparticelle di chitosano rientrano nei migliori “sistemi di trasporto” del dsRNA. La 
protonazione dei gruppi amminici in soluzioni acide favorisce lo sviluppo di complessi 
polielettrolitici tramite le interazioni elettrostatiche con i gruppi anionici dell’oligonucleotide 

(Alameh et al., 2018). Inoltre la CNP conserva una carica complessiva positiva e ciò, per i 
motivi esplicati precedentemente, favorisce l’interazione con le cellule delle piante. 
Il trasferimento del materiale genetico all’interno del nanovettore di chitosano, ma anche la 
stabilità dell’intero complesso molecolare e la velocità di rilascio, sono influenzati da una 
serie di parametri elencati qui di seguito. 

  Peso molecolare del chitosano (MW): il peso molecolare influenza la dimensione e la 
stabilità della nanoparticella. Maggiore è il MW del chitosano, tanto più grande risulta 
la dimensione e la stabilità del nanocarrier, a discapito però della velocità di rilascio 
della sostanza attiva. 
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In linea di massima il MW ottimale per la formazione delle CNPs con il dsRNA 
rientra in un range di 65 – 170 kDa (Cao et al., 2019). 

   Rapporto N/P: corrisponde al rapporto tra la quantità di chitosano e dsRNA. Si tratta 
di un fattore critico per la stabilità dell’intera nanostruttura e per l’interazione di 
quest’ultima con le cellule. Un alto valore del rapporto implica un’elevata 

concentrazione di chitosano, e ciò porta ad un incremento di cariche positive sulla 
superficie della nanoparticella: in questo modo si favorisce l’ingresso nella cellula 

ospite, carica negativamente. Eccedendo con la quantità di chitosano, invece, si 
potrebbe generare una nanoparticella fin troppo stabile ed incapace di rilasciare il 
dsRNA. Al contrario, con un rapporto N/P basso si ha un sistema neutro o carico 
negativamente; in questo modo si sfavorisce il processo di trasfezione del materiale 
genetico (Cao et al., 2019).  

   Grado di deacetilazione (DD): il livello di deacetilazione del chitosano determina la 
densità di carica (positiva) intorno la particella. L’incremento di gruppi amminici 

primari è legato all’aumento del DD, e questo comporta una migliore interazione con 
il materiale genetico che si desidera incapsulare. 
Per formare delle nanoparticelle stabili generalmente si usa del chitosano con un grado 
di deacetilazione superiore al 65%. 

 

1.5.1 Assorbimento e interazione delle nanoparticelle con le cellule vegetali 
La capacità di assorbire nanoparticelle di chitosano, da parte delle piante, è legata ad una serie 
di fattori correlati alla natura della nanoparticella stessa e alla fisiologia della pianta. La 
composizione chimica, la modalità di sintesi e la dimensione del nanocarrier sono tutti 
parametri che influenzano fortemente l’interazione del vettore con il vegetale (Pérez-de-
Luque, 2017). 
L’internalizzazione dei nanomateriali avviene attraverso le radici oppure sfruttando la 
componente vegetativa; in quest’ultimo caso la presenza di piccolissime aperture sulle foglie, 

dette stomi, permette l’ingresso delle nanoparticelle con dimensione di qualche centinaio di 
nanometri e il conseguente trasporto verso altre parti della pianta(Pacheco & Buzea, 2018).  
Il movimento delle CNPs attraverso i tessuti può seguire diverse strade, in funzione della zona 
di assorbimento (Pacheco & Buzea, 2018). Nel caso specifico delle foglie, si parla di trasporto 
simplastico: le sostanze sono in grado di attraversare la membrana plasmatica delle cellule 
adiacenti ma per fare ciò esistono una serie di meccanismi differenti, elencati di seguito. 

   Endocitosi: tramite un meccanismo di invaginazione da parte della membrana 
plasmatica, le nanoparticelle sono incorporate in vescicole capaci di oltrepassare i 
diversi compartimenti cellulari (Pérez-de-Luque, 2017). 

   Formazione di pori: in seguito alla rottura della membrana plasmatica, si generano 
dei pori attraversabili dai nanocarriers; essi giungono direttamente al citosol senza 
essere incapsulati (Pérez-de-Luque, 2017). 

   Proteine carrier: i nanovettori si legano a delle proteine capaci di passare da una 
cellula ad un’altra (Pérez-de-Luque, 2017). 

   Plasmodesma: si tratta di canali citoplasmatici specializzati nel trasporto di sostanze 
generiche tra una cellula ed un’altra (Pérez-de-Luque, 2017). 

 



14 
 

1.5.2 Modalità di rilascio della sostanza attiva 
Il rilascio del dsRNA da una nanoparticella di chitosano è legato alla morfologia, alla 
dimensione e alle proprietà chimico-fisiche della stessa, ma al contempo anche al pH e alla 
presenza di enzimi nel mezzo di solubilizzazione. 

I meccanismi di rilascio sono diversi. 
   Diffusion-controlled release: la sostanza attiva diffonde attraverso la matrice 

costituita dal polisaccaride sino a raggiungere l’ambiente esterno. Le catene 

polimeriche rappresentano una sorta di barriera, comportandosi da elementi limitanti 
nei confronti della velocità di rilascio (Herdiana et al., 2022). Da un punto di vista 
matematico il fenomeno è descritto tramite la legge di Fick. 

   Swelling-controlled release: il mezzo liquido in cui risulta immersa la nanoparticella 
penetra attraverso i pori generando il rigonfiamento di quest’ultima. Il fenomeno 
dell’imbibizione porta ad un riarrangiamento della struttura polimerica, con la 
formazione di un sistema plasticizzato, e tutto ciò consente il trasporto della sostanza 
attiva (Mohammed et al., 2017). In generale, dopo il rigonfiamento, la diffusione del 
dsRNA e l’erosione della CNP avvengono in contemporanea consentendo il rilascio 

della biomolecola. 
   Erosion or degradation-controlled release: l’erosione e la degradazione sono 

processi interconnessi tra di loro. 
L’erosione coinvolge il rigonfiamento, la diffusione e la dissoluzione ed è possibile 
classificarla in omogenea ed eterogenea. Nel caso di erosione omogenea, la 
nanoparticella inizia a disgregarsi in maniera uniforme, nel caso di erosione 
eterogenea si parte dalla superficie sino a raggiungere la zona centrale. Tale fenomeno 
viene causato dal mezzo biologico che circonda il nanocarrier, dalla presenza di 
enzimi e dal pH (Herdiana et al., 2022). 

Nella maggior parte dei casi, tutte queste modalità di rilascio (Figura 1.6) risultano 
combinate tra di loro. Inoltre non è raro avere il cosiddetto “burst release” del dsRNA: si 
tratta di un rilascio abbastanza rapido di tale molecola che in questo caso non viene 
incapsulata ma solamente adsorbita sulla superfice della nanoparticella; una volta che tale 
processo si arresta, si osserva un rilascio lento e costante che tende ad aumentare di nuovo 
solo se la particella comincia a degradarsi (Kashyap et al., 2015). 

 
Figura 1.6: Rappresentazione delle modalità di rilascio del dsRNA.  

(Figura tratta da Herdiana et al., 2022, con modifiche). 
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1.6 Scopo della Tesi 
Lo scopo del seguente lavoro di Tesi riguarda lo studio della sintesi di nanoparticelle di 
chitosano, nonché la loro capacità di legare e veicolare dsRNA. Tale studio è stato svolto in 
collaborazione con l’Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante (IPSP), CNR, di Torino 
al fine di valutare la capacità dei nanovettori chitosano-dsRNA di ostacolare la virosi 
dell’avvizzimento maculato (TSVW) su una serie di piante. In particolar modo, sono state 
sintetizzate e testate in vivo due diverse tipologie di campioni: nanocarriers privi 
dell’ingrediente attivo e nanocarriers con il dsRNA incapsulato ed adsorbito sulla superficie. 

La sintesi delle nanoparticelle è stata portata avanti attraverso la nanoprecipitazione, 
impiegando un reattore Vortex. Come solvente è stata utilizzata una soluzione di Nuclease 
Free Water (NFW) e solfato di sodio con concentrazione 50 mM, come anti-solvente invece è 
stato adoperato un buffer acido, caratterizzato da una soluzione di acido acetico ed una di 
acetato di sodio (miscelate in quantità diverse al fine di raggiungere un pH pari a 4,5). 
In prima battuta, al variare del rapporto massico tra chitosano e dsRNA (N/P ratio), sono stati 
valutati i seguenti parametri per ogni nanoparticella: potenziale zeta, dimensione media e 
efficacia di incapsulamento/adsorbimento del principio attivo. 
Successivamente, fissato il quantitativo di chitosano e oligonucleotide, è stato portato avanti 
uno studio inerente alle modalità con cui il dsRNA si lega alle nanoparticelle e alle 
tempistiche rilascio di quest’ultimo in acqua. 
 

  



16 
 

 

 



17 
 

2     Materiali e metodologie sperimentali 
 
2.1 Materiali  
Chitosano 
Il chitosano è stato utilizzato come matrice polimerica per la produzione delle nanoparticelle.  

Si tratta di un biopolimero ottenuto tramite la deacetilazione della chitina, estraibile dagli 
esoscheletri dei crostacei e degli insetti o dalla parete cellulare dei funghi. Risulta insolubile 
in acqua, soluzioni alchiliche e solventi organici, mentre può essere disciolto in sistemi acidi 
con un pH inferiore a 6,3 (Sánchez-Machado et al., 2018). Esso viene classificato tramite una 
serie di parametri, tra cui compaiono il grado di deacetilazione (DD) e il peso molecolare 
(MW).  
Sulla base di quest’ultima grandezza è possibile avere chitosano a basso MW, medio MW e 
alto MW 

Il chitosano impiegato per il seguente lavoro di Tesi risulta caratterizzato da un basso peso 
molecolare, al fine di facilitarne la solubilizzazione, e da un DD superiore al 75%. 

Esso è forniti da Sigma-Aldrich (Steinheim, Germania). 

Nuclease Free Water (NFW) 

La NFW è un tipo di acqua sottoposta ad una serie di trattamenti con lo scopo di rimuovere le 
nucleasi ed impiegata in diversi processi di biologia molecolare che richiedono l’assenza di 

tali enzimi. Dunque, il suo utilizzo risulta estremamente importante durante la sintesi delle 
CNPs poiché l’assenza delle RNAsi impedisce la degradazione del dsRNA, consentendo 

l’incapsulamento e l’adsorbimento di quest’ultimo. 
Quest’acqua è fornita da Sigma-Aldrich (Steinheim, Germania). 

dsRNA 
Il dsRNA risulta caratterizzato da due filamenti complementari e permette il verificarsi di un 
meccanismo noto come RNA-interference: il filamento antiparallelo si appaia con l’mRNA in 

grado di codificare una determinata proteina, causando la degradazione dello stesso grazie 
all’interventi dell’RNAsi.  
Il dsRNA utilizzato per portare avanti le prove in laboratorio è stato fornito dall’IPSP-CNR. 
Esso presenta una sequenza omologa al gene N del TSWV codificante per la proteina 
nucleocapsidica. Il dsRNA è stato reso disponibile in provette eppendorf di volume pari a 100 
μL ed una concentrazione nominale di 10 g/L, controllata di volta in volta tramite analisi 
spettrofotometrica. Il dsRNA fornito viene conservato ad una temperatura di -20°C. Prima 
dell’utilizzo, ogni campione è diluito con NFW al fine di ottenere una concentrazione finale 
di 1 g/L.  
Solfato di sodio 

Il solfato di sodio è aggiunto in quantità tali da ottenere una soluzione acquosa con 
concentrazione pari a 50 mM. Tale soluzione si comporta da anti-solvente nel processo di 
nanoprecipitazione: essa riduce la solubilità del chitosano portando alla formazione delle 
nanoparticelle. 

Tale reagente è acquistato da Sigma-Aldrich (Steinheim, Germania). 
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Figura 2.1: Formula di struttura del solfato di sodio. 

 

Buffer acido 
Il buffer acido consente la solubilizzazione del chitosano. Esso è composto da una soluzione 
di acido acetico 0,1M e da una soluzione di acetato di sodio 0,1M, unite tra di loro in quantità 
tali da generare una soluzione tampone con pH pari a 4,5.  

Tale reagente è acquistato da Sigma-Aldrich (Steinheim, Germania). 

 

                      
Figura 2.2: Formule di struttura rispettivamente dell’acido acetico (sinistra) e dell’acetato di sodio 

(destra). 

 

 
2.2 Scopo della sperimentazione 
Tenendo in considerazioni anche i risultati ottenuti durante i precedenti lavori di Tesi sul 
medesimo argomento, le prove in vivo, svolte dall’IPSP-CNR, hanno coinvolto due diversi 
sistemi di nanoparticelle,: 

 effetto delle sole particelle di chitosano; 
 effetto delle particelle di chitosano con dsRNA incapsulato. 

Per ogni test sono richiesti dai 15 ai 20 campioni di nanoparticelle. Essi sono prodotti 
rispettando le seguenti caratteristiche: 

 per assicurare le condizioni di sterilità la sintesi di ogni singolo campione avviene 
sotto cappa biologica; 

 in ogni campione di nanoparticelle veicolanti dsRNA sono incapsulati 50 μL o 100 μL 

di principio attivo; 
 in funzione del quantitativo di dsRNA, in seguito alla sintesi le CNPs sono re-disperse 

in 300 μL o 500 μL di NFW. 

Oltre ai campioni forniti al CNR per le prove in vivo, la sperimentazione del seguente lavoro 
di Tesi si è focalizzata su altri due aspetti molto importanti: infatti si è deciso di valutare in 
una prima fase l’influenza del rapporto massico chitosano/dsRNA su diversi parametri e in 
una seconda fase il rilascio nel tempo del principio attivo e le modalità di legame di questo 
con le CNPs. 
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2.3 Metodologie di sintesi delle nanoparticelle con e senza dsRNA 
Le nanoparticelle di chitosano, sia con che senza dsRNA, sono state prodotte attraverso la 
tecnica di nanoprecipitazione. Come esplicato nel capitolo precedente, tale metodologia di 
sintesi si basa sull’impiego di una soluzione solvente, di una soluzione anti-solvente ed un 
sistema nel quale le due soluzioni vengono miscelate. Viene qui di seguito descritta l’intera 

procedura portata avanti per ottenere le CNPs, evidenziando le differenti condizioni operative 
in presenza e in assenza del dsRNA. 
 

2.3.1 Preparazione della soluzione tampone 
La soluzione tampone viene impiegata per permettere la solubilizzazione del chitosano 
(soluzione solvente). Essa risulta costituita da una soluzione di acido acetico ed una soluzione 
di acetato di sodio, aggiunte in quantità tali da ottenere un pH pari a 4,5. 

Per ottenere il buffer acido desiderato, è necessario preparare preliminarmente una soluzione 
0,1M di acido acetico (glaciale), con densità pari a 1,049 g/cm3 a 25°C, ed una soluzione 
0,1M di acetato di sodio (anidro), con massa molare pari a 82,03 g/mol. Nella Tabella 2.1 è 
indicato il quantitativo di acido acetico e acetato di sodio da aggiungere per avere due 
soluzioni da 50 mL. 
 

Tabella 2.1: Composizione di due soluzioni 0,1M da 50 mL di acetato di sodio e acido acetico. 

REAGENTI 50 mL DI SOLUZIONE 

Acetato di sodio   [g] 0,4102 

Acido acetico   [mL] 0,2860 

 

La tipologia di acqua impiegata è legata alla presenza o meno di dsRNA: 
 per sintetizzare esclusivamente le CNPs si utilizza acqua distillata, non essendoci 

problemi collegati alla degradazione degli acidi nucleici da parte delle RNAsi; 
 per sintetizzare nanoparticelle alle quali andrà poi a legarsi il dsRNA, risulta 

necessario usare la Nuclease Free Water. 

Per avere il buffer a pH 4,5, e dunque calcolare le dosi corrette delle due soluzioni, si sfrutta 
l’equazione di Henderson-Hasselbach (2.1). 

𝑝𝐻 = 𝑝𝐾𝑎 +  𝑙𝑜𝑔
[𝐴𝑐𝑒𝑡𝑎𝑡𝑜 𝑑𝑖 𝑠𝑜𝑑𝑖𝑜]

[𝐴𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑎𝑐𝑒𝑡𝑖𝑐𝑜]
             (2.1) 

Considerando una costante di dissociazione per l’acido acetico a 20°C pari a 1,8 ·10-5 M, 
quindi una pKa uguale a 4,8, ed una molarità iniziale dei due soluti uguale a 0,1, è possibile 
risalire all’effettiva concentrazione delle due soluzioni nel sistema tampone. Sfruttando tali 
valori si giunge al quantitativo volumico necessario per avere l’acidità desiderata.  

Nella Tabella 2.2 sono riportati i volumi per produrre 50 mL di soluzione tampone a pH 4,5. 
Tabella 2.2: Composizione per 50 mL di sodium acetate buffer a pH 4,5. 

SOLUZIONI VOLUME   [mL] 

Acetato di sodio 16,690 

Acido acetico 33,310 
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Il chitosano viene disciolto nella soluzione tampone ottenuta. La solubilizzazione di tale 
polisaccaride risulta abbastanza complicata; per facilitare il processo si utilizza del chitosano 
a basso MW e si segue una procedura specifica: 

 la soluzione tampone è aggiunta poco per volta sulla quantità desiderata del 
biopolimero al fine di diminuire, per quanto possibile,  la formazione di grumi; 

 in un primo momento l’intero sistema, contenuto all’interno di un becher, è agitato 
manualmente e riscaldato fino ad una temperatura di 55°C. Si tratta della temperatura 
successivamente impiegata per sintetizzare le CNPs, e durante la fase di 
solubilizzazione è preferibile non superare la seguente condizione termica per evitare 
l’eventuale degradazione delle catene polimeriche del chitosano; 

 in un secondo momento la soluzione è posta su un agitatore magnetico e mescolata 
continuamente per 20 min e 24h (nel capitolo successivo verrà analizzato l’effetto 

della durata di agitazione); 
 una volta che il chitosano risulta completamente disciolto, la soluzione viene fatta 

riposare per 5 minuti. 

 

2.3.2 Preparazione della soluzione di solfato di sodio 
La soluzione di solfato di sodio funge da anti-solvente, consentendo la precipitazione dei 
nanocarriers di chitosano. Essa viene preparata in concentrazioni diverse, in funzione del 
quantitativo di dsRNA da incapsulare nelle nanoparticelle.  

Nel caso di sole CNPs, la molarità da raggiungere deve essere uguale a 0,05M, invece con la 
presenza degli acidi nucleici è necessario avere una soluzione di partenza più concentrata: con 
l’aggiunta del RNA a doppio filamento, disciolto in NFW, infatti c’è un’ulteriore diluizione in 

modo da raggiungere il valore di 50 mM desiderato. 

 

2.3.3 Apparato sperimentale per la sintesi di nanoparticelle di chitosano 
Dopo la solubilizzazione del chitosano nel buffer acido e la preparazione della soluzione di 
solfato di sodio, è possibile cominciare la sintesi delle nanoparticelle.  
Sfruttando le direttive dell’IPSP-CNR e i dati presenti nei precedenti lavori di Tesi, la 
soluzione di chitosano utilizzata ha una concentrazione di 3 g/L. Tutte le nanoparticelle sono 
prodotte in singole Eppendorf da 1,5 mL. 
La procedura seguita risulta caratterizzata dai seguenti step: 

 la soluzione solvente e la soluzione anti-solvente sono aggiunte all’interno della 

Eppendorf con un rapporto volumico di 1:1, generando un volume di sintesi 
complessivo pari ad 1 mL; 

 l’Eppendorf viene chiusa e riscaldata per 1 minuto a 55°C in un bagno termostatico; 
 subito dopo la fase di riscaldamento, lo stesso campione è sottoposto alla fase di 

miscelazione attraverso un agitatore Vortex. Tale strumento viene azionato alla 
massima velocità, 2500 rpm, per 30 secondi.  
La formazione delle nanoparticelle avviene in seguito alla veloce miscelazione della 
soluzione di chitosano con quella di solfato di sodio, infatti tale azione porta 
all’aggregazione del polisaccaride con la sua conseguente precipitazione a causa 
dell’insolubilità nell’anti-solvente. 
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2.3.4 Apparato sperimentale per la sintesi di nanoparticelle di chitosano con 
dsRNA 
Partendo dal procedimento impiegato per sintetizzare nanocarriers di solo chitosano, è 
possibile incapsulare in quest’ultimi il dsRNA. Per la sintesi si utilizza nuovamente una 
provetta Eppendorf da 1,5 mL: così facendo si riduce il rischio di perdere il principio attivo e 
di contaminare l’intero sistema, e al contempo si velocizza la produzione dei campioni 
garantendo l’uguaglianza degli stessi con l’impiego sempre dello stesso quantitativo di acido 
nucleico.  

In una singola provetta sono aggiunte le seguenti sostanze nel seguente ordine: 
 soluzione di solfato di sodio; 
 dsRNA; 
 soluzione di chitosano a concentrazione variabile (da 0,1 g/L a 4 g/L).  

Per i campioni da fornire all’IPSP-CNR e per gli studi di rilascio del principio attivo si 
opera sempre con una concentrazione di chitosano pari a 3 g/L; per le prove 
sperimentali legate agli effetti del rapporto chitosano/dsRNA, le concentrazioni del 
polisaccaride coinvolte sono diverse.  

In ogni Eppendorf si desidera ottenere una soluzione di solfato di sodio 50 mM e dunque, 
tenendo conto della diluizione dovuta all’aggiunta dell’acido nucleico, il sistema di partenza 

deve rispettare queste caratteristiche: 

 per 50 μg di dsRNA si utilizza una soluzione di solfato di sodio con una 
concentrazione di partenza 55,56 mM; 

 per 100 μg di dsRNA si utilizza una soluzione di solfato di sodio con una 
concentrazione di partenza 62,5 mM. 

Tali valori sono facilmente ottenibili attraverso un semplice bilancio di materia. 

 
Figura 2.3: Rappresentazione schematica dei due possibili casi riguardanti la concentrazione iniziale 
della soluzione di solfato di sodio e l’aggiunta di dsRNA nell’Eppendorf.  
 
Noto il volume iniziale e finale della soluzione di solfato di sodio, nonché la concentrazione 
finale e il quantitativo di dsRNA, è possibile sfruttare la seguente relazione: 

(𝑉𝑑𝑠𝑅𝑁𝐴 ∙ 0 ) +  (𝑉𝑠𝑜𝑙𝑓.  𝑑𝑖 𝑠𝑜𝑑𝑖𝑜
𝐼𝑁 ∙ 𝑥) = 500 𝜇𝐿 ∙ 50 𝑚𝑀        (2.2) 

dove x corrisponde alla concentrazione iniziale incognita del solfato di sodio, espressa in μL. 
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Considerando una soluzione di chitosano di 3 g/L, nella Tabella 2.3 sono riassunti i diversi 
quantitativi e le diverse concentrazioni impiegate per ogni Eppendorf in funzione del volume 
di dsRNA. 

 
 

Tabella 2.3 Quantità e concentrazione di ogni soluzione inserita nell’Eppendorf per il processo di 
sintesi delle CNPs con dsRNA. 

 

 
Molarità 

INIZIALE solf. 
di sodio  [mM] 

Volume solf. di 
sodio  [μL] 

Molarità 
FINALE solf. 
di sodio  [mM] 

Volume 
chitosano [μL] 

Q.tà dsRNA: 
50 μg 55,56 450 50 500 

Q.tà dsRNA: 
100 μg 62,5 400 50 500 

 
In tutti i casi, il volume di sintesi è pari ad 1 mL. 
Dopo aver preparato tutte le provette, queste ultime sono sottoposte ad un bagno termostatico 
a 55° C per 60 secondi e ad un’agitazione tramite agitatore Vortex per 30 secondi alla 
massima velocità. 
Esattamente come per le NPs di solo chitosano, anche in questo caso la formazione di 
nanoparticelle è dovuta al processo di nanoprecipitazione. 

 

2.3.5 Centrifugazione e re-dispersione 
Al termine della sintesi, le nanoparticelle (indipendentemente dalla presenza o meno del 
dsRNA) risultano immerse in una soluzione acida con un pH di circa 4,7. Attraverso un 
processo di centrifugazione è possibile separare la componente solida, che tenderà a 
depositarsi sul fondo delle Eppendorf, dal surnatante. Sfruttando le informazioni reperite in 
letteratura (Zhang et al., 2010), la centrifugazione di ogni campione avviene ad una 
temperatura costante di 20°C: in questo modo si evita un eccessivo sviluppo di calore che 
potrebbe portare alla degradazione delle nanoparticelle di chitosano e del dsRNA, qualora 
presente. Inoltre, per non incorrere in problematiche correlate alla mancata precipitazione, la 
velocità di rotazione impiegata è pari a 16000 rpm per una durata di 15 minuti. 

Per consentire la re-dispersione del pellet precipitato, il surnatante è rimosso tramite una 
micropipetta e i nanocarriers depositati sul fondo vengono lasciati all’aria per circa 5 minuti 

per consentire un’ulteriore evaporazione dell’acido acetico residuo. In seguito a tale fase, ogni 
campione è re-disperso in 500 μL di acqua distillata o NFW; la scelta del solvente da 
impiegare è naturalmente legata alla presenza o meno degli acidi nucleici. Per  valutare la 
degradazione delle CNPs nel tempo e in funzione del pH, esse sono state anche re-disperse in 
500 μL di soluzioni tampone a pH 4 e pH 6. 
 

2.4 Metodologie per la caratterizzazione delle nanoparticelle di chitosano-
dsRNA 
Dopo la fase di sintesi, centrifugazione e re-dispersione, le nanoparticelle sono caratterizzate 
per mezzo del Nano Zetasizer ZS90 (Nanoseries ZS90 DLS Zetasizer, Malvern Instrument, 
UK). I parametri analizzati riguardano la carica superficiale, espressa in termini di potenziale 
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zeta ed analizzata tramite la tecnica di Laser Doppler Micro-electrophoresis, e la distribuzione 
dimensionale, valutata tramite la tecnica del Dynamic Light Scattering.  
 

2.4.1 Determinazione del potenziale zeta 

Tutte le nanoparticelle di chitosano risultano caratterizzate da una carica superficiale netta 
positiva che consente l’incapsulamento e l’adsorbimento del dsRNA carico negativamente. La 
determinazione del potenziale zeta quindi permette di avere un’idea sulle modalità di 
incapsulamento e sulla quantità di acidi nucleici effettivamente legati ai nanocarriers: al 
diminuire del ZP aumenta la quantità di dsRNA (carico negativamente) interagente con il 
chitosano.  

 
Figura 2.4: Rappresentazione delle interazioni elettrostatiche tra le nanoparticelle di chitosano e il 
dsRNA. Il liquido che circonda il nanocarrier è costituito da due regioni: una interna, detta Stern layer, 
e una più esterna, chiamata Diffuse Layer. È possibile individuare un altro piano specifico, cioè lo 
slipping plane, al di là del quale gli ioni non risultano più attratti dalla particella. Il potenziale elettrico 
che si ha in quel punto prende il nome di potenziale zeta. 
(Figura tratta da Ferreira et al, 2020, con modifiche). 

 

La caratterizzazione delle CNPs sulla base della carica superficiale avviene tramite la Laser 
Doppler Micro-electrophoresis.  

Ogni qualvolta una particella con una specifica carica superficiale viene sottoposta ad un 
campo elettrico esterno, quest’ultima tende a muoversi verso l’elettrodo di carica opposta con 
una determinata velocità, detta mobilità elettroforetica, proporzionale al potenziale zeta. La 
mobilità elettroforetica delle nanoparticelle di chitosano è valutata grazie a delle celle capillari 
munite di elettrodi, ai capi dei quale è applicata una certa differenza di potenziale: ciò 
permette la migrazione dei nanocarriers analizzati.  
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Figura 2.5: Rappresentazione di una classica cuvette capillare utilizzata per valutare il potenziale zeta 
delle CNPs legate al dsRNA. 
(Figura tratta da Lázaro García, 2014, con modifiche). 

 

La tecnica impiegata per la misurazione prende il nome di M3-PALS (Phase Analysis Light 
Scattering). Un laser funge da sorgente luminosa per consentire l’illuminazione delle 
particelle. Tale fascio di luce viene diviso in un fascio incidente, che attraversa il centro del 
campione, e in un fascio di riferimento. 
Il raggio incidente è diffuso dalle nanoparticelle lungo tutte le direzioni: la luce subisce un 
cambiamento di fase, proporzionale alla velocità di movimento, che è confrontato con il 
raggio di riferimento. Inoltre il moto caotico dell’intero sistema produce delle fluttuazioni di 
frequenza, portando al così detto effetto Doppler. Entrambi i fenomeni sono captati da un 
rilevatore che a sua volta invia le informazioni necessarie ad un processore di segnale digitale. 
Analizzando tutti questi dati si valuta la mobilità elettroforetica, e a partire da quest’ultima è 

possibile risalire al potenziale zeta delle nanoparticelle tramite l’equazione di Henry (2.3). 

𝑈𝐸 =
2𝜀𝜁 𝑓(𝐾𝑎)

3𝜂
               (2.3) 

In questa equazione: 
 ζ è il potenziale zeta espresso in mV 
 UE corrisponde alla mobilità elettroforetica 
 ε è la costante dielettrica 
 η rappresenta la viscosità del solvente definita in kg/m·s 
 f(ka) prende il nome di funzione di Henry. Essa può assumere generalmente il valore 

di 1,5 o 1, in base al tipo di solvente; in caso si utilizzi acqua viene considerato 1,5 (il 
numero è determinato sfruttando l’approssimazione di Smoluchowski). 

I campioni analizzati vengono diluiti 1:10 per evitare il fenomeno del multiple scattering. In 
alcuni casi, in un sistema troppo concentrato, le particelle possono sedimentare e riflettere 
l’una la luce riflessa dall’altra portando a dei valori poco rappresentativi della realtà. 
Viceversa, se la diluizione risulta eccessiva, il fenomeno di diffusione può essere 
inconsistente e non rilevabile dal detector. 
 

Lo strumento compie sempre tre misurazioni per poi restituire un potenziale zeta mediato 
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2.4.2 Determinazione delle dimensioni medie e della distribuzione dimensionale 
La grandezza dei nanocarriers ha un notevole impatto sulla capacità di quest’ultimi di 

penetrare negli organismi vegetali. Tenendo presente che le condizioni operative e la quantità 
di chitosano utilizzata influenzano considerevolmente la distribuzione dimensionale delle 
nanoparticelle, la loro caratterizzazione risulta quindi importante. 
La tecnica del Dynamic Light Scattering (DLS), conosciuta anche come Photon Correlation 
Spectroscopy (PCS), permette di determinare sia la dimensione media sia la distribuzione di 
dimensione di un’intera popolazione di nanocarriers. Quando questi ultimi vengono sospesi 
all’interno di un liquido, risultano in continuo e costante movimento e ciò è dovuto a 
collisioni casuali tra le particelle stesse e le circostanti molecole del solvente. Il fenomeno 
appena descritto prende il nome di moto Browniano e il DLS basa il proprio funzionamento 
su questo processo: al diminuire della grandezza, le particelle tendono a diffondere nel liquido 
sempre più rapidamente in quanto più leggere. Sfruttando l’equazione di Stokes-Einstein è 
possibile correlare la velocità di movimento con la dimensione. 

Con questo tipo di misurazione il campione da analizzare viene inserito all’interno di una 

specifica cuvette di polistirene (12,5x12,5x45 mm) e diluito opportunamente con acqua 
distillata o NFW, sino a raggiungere un volume complessivo di circa 1 mL. 
La cuvette è attraversata da un raggio laser la cui luce viene dispersa in tutte le direzioni a 
causa delle nanoparticelle presenti. Questo fenomeno prende il nome di dispersione di 
Rayleigh. Per evitare un’intensità luminosa eccessiva, tra il laser e la cuvette viene 
posizionato un attenuatore in grado di regolare l’energia del fascio luminoso. 
In seguito allo scattering, le diverse onde interagiscono tra di loro in maniera costruttiva 
(onde in fase) oppure in maniera distruttiva (onde in opposizione di fase), generando uno 
speckle pattern con zone chiare e zone più ombrose. Naturalmente, poiché ogni singola 
particella è soggetta al moto Browniano, l’intensità di dispersione subisce delle fluttuazioni 
nel tempo che vengono misurate da un detector. Il rilevatore teoricamente potrebbe essere 
posizionato ovunque poiché la luce diffonde in tutte le direzioni, ma da un punto di vista 
pratico esso viene collocato a 90° rispetto alla sorgente luminosa. 
Le informazioni del detector sono inviate istante dopo istante ad un correlatore il quale genera 
una funzione di autocorrelazione confrontando i diversi segnali luminosi con una specifica 
misura d’intensità iniziale. 
 

 
Figura 2.6: Rappresentazione schematica della tecnica del Dynamic Light Scattering e delle varie 
componenti: (1) Laser, (2) Attenuatore, (3) Campione, (4) Detector, (5) Correlatore . 
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Confrontando l’intensità luminosa ad un generico tempo t con quella che si ha ad un tempo     
t + δt, dove δ risulta molto piccolo, si ottiene una differenza minima tra i due segnali che 
pertanto risultano fortemente correlati. Al crescere di δ, e quindi con il passare del tempo, la 

correlazione tra i due segnali tende a ridursi sempre più e la velocità con cui ciò accade 
dipende soprattutto dalle dimensioni delle particelle analizzate. Particelle più piccole si 
muovono più rapidamente producendo delle fluttuazioni frequenti dell’intensità luminosa e 
causando una celere diminuzione della correlazione.  
Sulla base di queste considerazioni la funzione di autocorrelazione per t = 0 tende ad un 
valore unitario perché l’intensità del segnale luminoso è molto simile a quella dell’istante 

iniziale. A causa del moto continuo delle particelle però dopo qualche secondo si raggiunge 
un valore nullo.  

 
Figura 2.7: Tipico andamento di una generica funzione di autocorrelazione in funzione del tempo e 
parametrizzata rispetto alla dimensione delle nanoparticelle esaminate. Particelle con dimensioni 
abbastanza elevate causano un decadimento della funzione di correlazione più lento poiché 
caratterizzate da una velocità minore. Con particelle piccole si verifica una situazione diametralmente 
opposta. 

 

Sfruttando la funzione di autocorrelazione è possibile determinare il coefficiente di diffusione 
browniana e, a partire da tale parametro, è possibile utilizzare l’equazione di Stokes-Einstein 
(2.4) che pone in relazione la velocità di diffusione, la temperatura, la viscosità e la 
dimensione delle particelle. Quest’ultima viene espressa come diametro idrodinamico (dh): 
oltre al bulk solido, esso tiene in conto anche dell’ingombro offerto da altre molecole (e ioni) 

adese sulla superficie delle particelle per effetto di interazioni elettrostatiche. 

𝑑ℎ =
𝑘𝑇

3𝜋𝜂𝐷
                  (2.4)     

In questa equazione: 

 k rappresenta la costante di Boltzmann ed è uguale a 1.38·10-2  J/K 
 T è la temperatura del sistema espressa in gradi Kelvin 
 η corrisponde alla viscosità del solvente definita in kg/m·s 
 D è il coefficiente di diffusione browniana espresso come m2/s. 

La temperatura impostata per la caratterizzazione dimensionale delle nanoparticelle è di 25°C, 
mentre per la viscosità è stata usata quella dell’acqua. 
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2.5 Spettrofotometria 

Una tecnica spettroscopica si basa su uno scambio energetico tra l’energia radiante e la 

materia. In particolare, la spettrofotometria UV-visibile è interessata ai fenomeni di 
assorbimento delle radiazioni elettromagnetiche facenti parte del campo ultravioletto (200-
350 nm) e del campo visibile (350-700 nm). L’assorbimento di queste radiazioni da parte 

delle molecole ha come conseguenza una transizione energetica degli elettroni più esterni, i 
quali possono essere o non essere coinvolti in un legame. 
Tale tecnica consente di portare avanti analisi sia di tipo qualitativo che di tipo quantitativo su 
sostanze organiche e inorganiche. 
In uno spettrofotometro, in grado di misurare sia la luce ultravioletta che visibile, sono 
presenti due sorgenti luminose dalle quali prende origine una radiazione policromatica. 
Quest’ultima attraversa prima una “fenditura d’ingresso”, in modo da rendere i raggi paralleli, 

e poi un monocromatore. Esso è un sistema ottico in grado di scomporre il fascio luminoso in 
una serie di raggi monocromatici: sulla base della lunghezza d’onda impostata dall’operatore, 

solo uno specifico raggio è in grado di attraversare il monocromatore. Il raggio selezionato 
colpisce la cuvette contenente la soluzione da analizzare, venendo parzialmente assorbito e 
quindi diminuendo la sua intensità luminosa proporzionalmente alla concentrazione della 
molecola di interesse. Attraverso un rivelatore è possibile generare un segnale elettrico 
dipendente dall’energia della radiazione che lo investe e quindi misurare la quantità di luce 
assorbita dal campione, cioè il valore di assorbanza. L’assorbanza così determinata deve 

sempre essere sottratta a quella del bianco. Il bianco corrisponde al solvente nel quale viene 
disciolta la molecola che si desidera analizzare. 
In Figura 2.8 viene rappresentato schematicamente il funzionamento di un generico 
spettrofotometro. 

 
Figura 2.8: Rappresentazione del funzionamento di uno spettrofotometro. 

 
Per la valutazione dell’efficacia di incapsulamento ed adsorbimento del dsRNA sulle 
nanoparticelle, ma anche per lo studio del rilascio di tale biomolecola nel tempo, le tecniche 
spettrofotometriche sono estremamente utili. Gli strumenti impiegati in laboratorio sono stati 

  Spettrofotometro; 
  MultiSkan SkyHigh: si tratta di un fotometro per micro-piastre. Ogni micro-piastra è 

caratterizzata da 96 pozzetti ognuno dei quali può ospitare un volume massimo di 
soluzione pari a 300 μL.  
La sorgente luminosa è costituita da una lampada flash allo xenon e il campione nella 
micro-piastra viene misurato verticalmente, dal basso vero l’alto.  

Il dsRNA, come gli altri acidi nucleici, presenta un picco d’assorbanza a 260 nm (Figura 2.9). 
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Figura2.9: Spettro d’assorbanza di una generica molecola di dsRNA. 

 

Noto il valore dell’assorbanza A è possibile risalire alla concentrazione C in due modi diversi: 
attraverso la legge di Lambert-Beer oppure con una specifica formula applicabile solo agli 
acidi nucleici. 
Nel primo caso si parte dalla seguente relazione, definita equazione di Lambert-Beer 

𝐴 = 𝜀𝜆 ∙ 𝑙 ∙ 𝐶              (2.5) 
ελ è il coefficiente di assorbimento molare, l corrisponde al cammino ottico; il loro prodotto 
(m = ελ · l) risulta costante e dipendente dal tipo di molecola analizzata e dal tipo di cuvette 
utilizzata. Alla luce di tale osservazione è possibile riscrivere la correlazione precedente come  

𝐴 = 𝑚 ∙ 𝐶              (2.6) 
Si ottiene così l’equazione di una retta con pendenza pari ad m. Tracciando sperimentalmente 
una curva di calibrazione, è possibile ricavare il valore di m e dunque risalire alla 
concentrazione di dsRNA nella soluzione. 
La concentrazione viene espressa come mol/L. 

Nel secondo caso invece si impiega una formula ben precisa.  
È noto che l’assorbanza a 260 nm (A260) del DNA e dell’RNA risulta pari ad 1 quando la 

concentrazione dei due acidi nucleici è rispettivamente uguale a 50 e 40 μg/μL; nel caso del 
dsRNA invece è possibile mediare tali valori, ottenendo una concentrazione di 45 μg/μL. 

Tenendo in considerazione il fattore di diluizione (DF) di ogni campione analizzato, si ottiene 
la seguente relazione: 

𝐶 =  𝐴260 ∙ 𝐷𝐹 ∙ 45             (2.7) 
La concentrazione viene espressa come μg/mL. 

 

2.5.1 Valutazione della concentrazione di dsRNA 
I campioni di dsRNA, forniti già solubilizzati in 100 μL di NFW dall’IPSP-CNR ed utilizzati 
per diverse prove sperimentali, subiscono un’analisi preliminare volta alla determinazione 
dell’effettiva concentrazione di tale acido nucleico.  

La procedura seguita è la seguente: 
 dal campione di dsRNA sono prelevati 8 μL di soluzione e dispersi in una cuvette 

contente 1952 μL di Nuclease Free Water, in modo da ricreare un sistema il più 
omogeneo possibile. Ottenendo un volume complessivo di 1960 μL, il fattore di 

diluizione associato all’acido nucleico risulta essere pari a 245;  
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 dalla cuvette vengono prelevati 300 μL di soluzione ed inseriti in un pozzetto della 

micro-piastra; 
 attraverso il MultiSkan SkyHigh si valutano i valori di assorbanza a 260 nm di tutti i 

campioni. I risultati ottenuti vengono mediati. 
Nota l’assorbanza media e il DF, è possibile sostituire questi valori nell’equazione 2.7 per 
risalire alla concentrazione iniziale del dsRNA.  
 

Tabella 2.4 Valutazione esemplificativa della concentrazione di dsRNA per i campioni forniti 
dall’IPSP-CNR. 

Fattore di 
diluizione 

A260 media C  [μg/mL] 

245 0,72 7938 

 

A questo punto, conoscendo la quantità dell’acido nucleico, si può procedere con la diluizione 

(raggiungendo il valore di 1 g/L) e con la sintesi delle nanoparticelle. 
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3     Analisi dei risultati  
 

3.1  Sintesi di CNPs con dsRNA a diversi rapporti massici chitosano/dsRNA 
La prima fase dello studio sperimentale si è focalizzata sulla sintesi delle nanoparticelle di 
chitosano e il conseguente incapsulamento delle molecole di dsRNA, variando il rapporto 
massico (R) chitosano/dsRNA.  
Sfruttando le indicazioni in letteratura (Zhang et al., 2010), la procedura utilizzata per la 
sintesi è stata la seguente: 

 solubilizzazione del chitosano nella soluzione tampone di acido acetico a diverse 
concentrazioni, in funzione della quantità di dsRNA impiegata e del rapporto massico 
desiderato; 

 aggiunta in ogni eppendorf di 500 μL della soluzione di solfato di sodio + dsRNA e di 
500 μL del chitosano solubilizzato, per un volume di sintesi pari ad 1 mL; 

 riscaldamento in bagno termostatico a 55°C per 60 secondi; 
 miscelazione tramite un agitatore Vortex per 30 secondi. 

Nella Tabella 3.1 sono riportati i diversi rapporti massici analizzati, la quantità di dsRNA 
impiegata e la concentrazione di partenza della soluzione di chitosano per ottenere il valore di 
R desiderato, il tutto considerando il quantitativo finale desiderato di dsRNA nella provetta. 
 

Tabella 3.1: Concentrazione della soluzione di chitosano al variare della quantità di dsRNA da 
incapsulare in ogni nanoparticella e in funzione del rapporto massico desiderato. 

 Q.tà dsRNA: 50 μg Q.tà dsRNA: 100 μg 

R Concentrazione chitosano 
[g/L] 

Concentrazione chitosano 
[g/L] 

1 0,1 0,2 

5 0,5 1 

10 1 2 

15 1,5 3 

20 2 4 

 

La quantità di dsRNA influenza anche la concentrazione di partenza del solfato di sodio, 
come già visto nel capitolo precedente.  

In funzione del rapporto massico tra il chitosano e il dsRNA, sono stati analizzati gli 
andamenti dei seguenti parametri: 

 Potenziale Zeta; 
 Distribuzione dimensionale; 
 Efficacia di incapsulamento; 
 Facilità di re-dispersione. 
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3.1.1 Andamento del Potenziale Zeta al variare di R 
Per valutare l’effetto del rapporto in massa tra il chitosano e il dsRNA sul potenziale zeta, 
sono state prodotte CNPs contenenti un quantitativo costante di dsRNA pari a 100 μL. Dopo 
la fase di agitazione i nanocarriers non hanno subito un processo di centrifugazione, ad 
eccezione delle provette caratterizzate da un valore di R uguale a 15: in quest’ultimo caso, 

poiché R = 15 è il rapporto massico impiegato per i successivi studi sul rilascio, la valutazione 
pre e post centrifugazione è stata svolta al fine di verificare eventuali problematiche create da 
tale processo alle CNPs con il dsRNA legato. 

In seguito al processo di sintesi, le nanoparticelle sono state diluite 1:10 in una cuvette.  
Come mezzo diluente è stata impiegata la Nuclease Free Water (NFW), il cui pH si attesta 
intorno ad un range che va da 4,5 a 5. 
Per ogni campione sono state compiute almeno tre misurazioni, successivamente mediate. 
Inoltre, per avere un’idea della variabilità statistica dei risultati ottenuti, è stata calcolata la 
deviazione standard per ciascun caso analizzato: in questo modo è stato possibile valutare la 
bontà dei valori medi acquisiti. 
 
Tabella 3.1 Potenziale Zeta medio e deviazione standard, espressi in mV, delle CNPs con il dsRNA al 

variare del rapporto massico R. 

R Potenziale zeta 
medio (mV) 

Dev. Standard 
(mV) 

1 4,06 0,62 
5 7,51 1,53 
10 8,53 1,25 
15 10,80 1,13 
20 11,33 1,70 

  
 
Focalizzando l’attenzione sulla deviazione standard, espressa anch’essa in mV, si nota come 

l’indice di dispersione statistico tende ad aumentare al crescere di R mantenendo però sempre 
valori relativamente bassi. Ciò consente di considerare i dati medi del potenziale zeta 
rappresentativi in tutti i casi analizzati.  
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Figura 3.1: Andamento del potenziale zeta, espresso in mV, al variare del rapporto massico tra il 
chitosano e il dsRNA.  
 
I dati rappresentati nella Figura 3.1 evidenziano come l’aumento del rapporto massico tra il 
chitosano e il dsRNA causa un aumento del potenziale zeta delle nanoparticelle 
raggiungendo. Incrementando il rapporto, infatti, diminuisce la quantità di dsRNA rispetto al 
chitosano, portando ad una neutralizzazione minore dei gruppi amminici protonati (NH3

+): 
tutto ciò implica una carica superficiale positiva di volta in volta più elevata. 
Alla luce del seguente risultato è possibile ipotizzare un adsorbimento degli acidi nucleici 
sulla superficie delle nanoparticelle, piuttosto che un incapsulamento vero e proprio.  
Come anticipato in precedenza, le nanoparticelle con un rapporto di 15 sono state sottoposte  
ad un processo di centrifugazione e re-dispersione in NFW: in questo modo si è valutato 
anche l’effetto di tale trattamento sul potenziale zeta (Tabella 3.2). 

La scelta di centrifugare solo questi campioni è stata dettata dal fatto che le CNPs testate in 
vivo dall’IPSP-CNR dovevano rispettare le seguenti caratteristiche: 

 R = 15; 
 100 μL di dsRNA. 

 
Tabella 3.2: Potenziale zeta medio e deviazione standard delle CNPs con dsRNA prima e dopo la 

centrifugazione. 

 Potenziale zeta medio 
(mV) 

Dev. standard (mV) 

R = 15 pre-centrifugazione 10,80 1,13 

R = 15 post-centrifugazione 8,84 0,12 
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Dai risultati ottenuti, contenuti in Tabella 3.2, si nota come la centrifugazione non genera grosse 
problematiche alle nanoparticelle legate al dsRNA. Si osserva una lieve decrescita del ZP (si 
passa da un valore di 10,80 mV ad un valore di 8,84 mV), attribuibile con tutta probabilità 
all’incertezza delle prove sperimentali. 
 

3.1.2  Distribuzione granulometrica e dimensione media delle CNPs al variare di 
R 
Le stesse nanoparticelle impiegate per la determinazione del potenziale zeta sono state 
utilizzate anche per la valutazione della distribuzione granulometrica e delle dimensioni 
medie al variare di R. 

Come nel caso precedente, esse sono state diluite 1:10 con Nuclease Free Water all’interno di 

specifiche cuvette, utilizzabili per svolgere le misurazioni con la tecnica del DLS. 

Anche per le seguenti analisi sono state compiute almeno tre misurazioni per ogni campione, 
con i successivi calcoli per la determinazione dei valori medi e della deviazione standard. 

In prima battuta, è stato necessario analizzare le distribuzioni granulometriche (curve PSD) e 
gli indici di polidispersità in funzione di R, poiché senza quest’ultimi un singolo numero, cioè 
la dimensione media, non avrebbe assunto nessun significato. 
 

Tabella 3.3: Indice di polidispersità medio in funzione di R. 

R PDI 

5 0,227 

10 0,281 

15 0,281 

20 0,452 
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Figura 3.2: Curve PSD delle nanoparticelle di chitosano legate al dsRNA, al variare di R. 

Dalla Figura 3.2 si nota subito come per R = 5, 10 e 15 si hanno distribuzioni unimodali, con 
picchi spostati di volta in volta verso dimensioni più grandi al crescere del rapporto massico, e 
dunque della quantità di chitosano. Parallelamente all’aumento della moda, si alza anche 
l’intensità: infatti al crescere delle dimensioni, la quantità di luce diffusa diventa maggiore. 
Per quello che riguarda il PDI si hanno valori abbastanza bassi e non si notano variazioni 
rilevanti. 
Per R = 20, invece, i picchi diventano due e dunque si ottiene una distribuzione bimodale. Il 
primo picco, spostato verso dimensioni comprese tra i 650 e gli 800 nm, risulta molto piccolo 
e quindi poco rilevante dal punto di vista statistico; di conseguenza il secondo picco, 
posizionato in un range dimensionale molto elevato, è maggiormente rappresentativo della 
distribuzione delle nanoparticelle.  

Per R = 1 non è stato possibile ottenere una curva PSD.  
 
Dopo l’analisi delle curve PSD, è stato possibile fare una serie di considerazioni riguardanti le 
dimensioni medie delle CNPs con dsRNA al variare di R. 
Tabella 3.4: Dimensioni medie e deviazione standard, espresse in nm, delle nanoparticelle in funzione 

del rapporto massico chitosano/dsRNA. 
 

R Dimensione media (nm) Dev. standard  (nm) 

5 691,6 50,9 

10 1321,7 81,1 

15 1992,6 94,2 

20 2453,2 160,8 
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Figura 3.3: Rappresentazione grafica dell’andamento delle dimensione media delle nanoparticelle di 
chitosano legate al dsRNA, in funzione di R. 

 

La Figura 3.3 conferma quanto previsto con le distribuzioni granulometriche: al crescere del 
quantitativo di chitosano (la massa di dsRNA resta fissa a 100 μg) le nanoparticelle diventano 

sempre più grandi, raggiungendo il valore massimo di circa 2450 nm per R = 20. Prendendo 
in considerazione le grandezze in gioco, la deviazione standard, per ogni caso valutato, non 
assume valori estremamente elevati. 

Le dimensioni ottenute possono essere giustificate ipotizzando nuovamente l’adsorbimento 

del dsRNA sulle CNPs; infatti gli acidi nucleici legati alla superficie delle nanoparticelle 
potrebbero generare una sorta di “guscio” che porterebbe ad avere dimensioni più elevate. 
 

3.1.3 Andamento dell’efficacia di incapsulamento ed adsorbimento al variare di 
R 
Per capire se il dsRNA riesce effettivamente a legarsi alle nanoparticelle di chitosano con il 
processo di sintesi descritto nei paragrafi precedenti, indipendentemente dalle modalità con le 
quali ciò avviene, è stato necessario svolgere la valutazione dell’efficacia di incapsulamento. 
Per la formazione delle CNPs è stato seguito il procedimento esposto nel Capitolo 2 
(Paragrafo 2.3.4), e sono stati prodotti campioni contenenti sia 50 μg che 100 μg di dsRNA. 
Anche in questo caso, per ottenere i valori di R desiderati sono state impiegate soluzioni di 
chitosano a concentrazioni diverse.  
Dopo la fase di sintesi, ogni Eppendorf è stata centrifugata con lo scopo di separare la 
componente solida da quella liquida. Al termine di tale processo, il surnatante è stato separato 
dal precipitato e raccolto in altre Eppendorf per poterne valutare l’assorbanza a 260 nm.  
Noto: 

 il valore di A260 di ogni singolo campione 
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 il volume del surnatante, pari ad 1 mL 
 il fattore di diluzione, uguale ad 1 

è stato possibile calcolare la quantità di dsRNA residua sfruttando l’Equazione 2.7. 

Per ogni campione sono state compiute almeno tre misurazioni. 
In Tabella 3.5 sono raccolti i dati relativi alla quantità di acido nucleico effettivamente legato 
alle CNPs al variare di R. 

 

Tabella 3.5: Quantità di dsRNA legato alle CNPs dopo centrifugazione, al variare del rapporto 
massico R. La colonna centrale fa riferimento ad un quantitativo iniziale di dsRNA pari a 50 μg, 

mentre la colonna di destra ad un quantitativo iniziale di 100 μg. 

R   

1 46,8 95,8 

5 46,6 95,5 

10 46,9 96,4 

15 47,1 94,6 

20 45,6 87,3 
 

A partire dai seguenti valori si è potuta calcolare l’efficacia di incapsulamento e adsorbimento 

tramite la seguente relazione: 

 

𝜂 =
𝑚𝑑𝑠𝑅𝑁𝐴   𝑙𝑒𝑔𝑎𝑡𝑎

𝑚𝑑𝑠𝑅𝑁𝐴   𝑖𝑛𝑖𝑧𝑖𝑎𝑙𝑒
             (3.1) 

 

I risultati ottenuti sono raccolti nella Tabella 3.6 insieme alle rispettive deviazioni standard e 
rappresentati graficamente in Figura 3.4. 
 

Tabella 3.6: Efficienza di incapsulamento e adsorbimento (ν) del dsRNA, al variare di R, con le 
rispettive deviazioni standard. 

R ν  (50 μg) Dev. standard ν (100 μg) Dev. standard 

1 0,935 0,025 0,958 0,018 

5 0,932 0,027 0,955 0,016 

10 0,937 0,020 0,964 0,012 

15 0,942 0,035 0,946 0,016 

20 0,912 0,024 0,873 0,012 
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Figura 3.4: Efficienza di incapsulamento ed adsorbimento per 50 μg e 100 μg iniziali di dsRNA, al 
variare di R. 
 
Si nota come, per entrambe le casistiche studiate, l’efficacia risulti superiore al 93% fin tanto 
che il rapporto massico chitosano/dsRNA non supera il valore di 15. Inoltre, a parità di 
rapporto, i valori di ν nel caso di 100 μg sono leggermente più elevati senza però notare una 

significativa differenza con quelli ottenuti nel caso di 50 μg. 
 
Per R = 20 si ha una notevole diminuzione dell’efficienza, ancora più accentuate per il caso di 
100 μg: si raggiunge un’efficacia di incapsulamento e adsorbimento uguale a 0,873 
(addirittura inferiore al 90%). 
 
Dunque il dsRNA va a legarsi sicuramente con le CNPs, con un’efficienza in tutti i casi alta. 

Alla luce di questi risultati si può che dedurre che la quantità di chitosano va ad influenzare 
altre proprietà. Le ipotesi, inerenti all’adsorbimento, acquisiscono un’ulteriore conferma: 

infatti l’acido nucleico residuo è davvero poco (mediamente tra i 4 e 5 μg) e quindi le 
variazioni dimensionali e del potenziale zeta possono essere attribuite alla formazione di una 
sorta di guscio di dsRNA all’esterno delle nanoparticelle. 

 

3.1.4 Capacità di re-dispersione al variare di R  
Le nanoparticelle sintetizzate per la determinazione dell’efficacia di incapsulamento ed 

adsorbimento, dopo la centrifugazione e la rimozione del surnatante sono state re-disperse in 
Nuclease Free Water. Così facendo è stato possibile determinare la facilità nel risospendere i 
nanocarriers in funzione del rapporto massico R.  

In particolar modo: 
 per ogni provetta contenente le CNPs caratterizzate da una quantità iniziale di 50 μg di 

dsRNA, sono stati impiegati 300 μL di NFW; 
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 per ogni provetta contenente le CNPs caratterizzate da una quantità iniziale di 100 μg 

di dsRNA, sono stati impiegati 500 μL di NFW. 
Si è reso necessario l’impiego di volumi così piccoli in seguito alle direttive fornite dall’IPSP-
CNR: infatti per le prove in vivo è preferibile avere campioni non eccessivamente diluiti al 
fine di facilitare l’assorbimento del principio attivo da parte delle piante. 

 

             
 
 

          
Figura 3.5: Nanoparticelle di chitosano con dsRNA re-disperse in NFW. A partire dalla foto in alto a 
sinistra si ha: 1) ν = 5 con 300 μL di NFW  2) ν = 5 con 500 μL di NFW  3) ν = 10 con 300 μL di 
NFW  4) ν = 10 con 500 μL di NF  5) ν = 15 con 300 μL di NFW  6) ν = 15 con 500 μL di NFW        

7) ν = 20 con 300 μL di NFW  8) ν = 20 con 500 μL di NFW. 

 
Attraverso l’osservazione della Figura 3.5 risulta subito evidente come la re-dispersione 
diviene via via più difficoltosa al crescere del rapporto massico R, e dunque al crescere della 
quantità di chitosano. Inoltre, all’aumentare di R il fenomeno di adesione dei nanocarriers alla 
parete dell’Eppendorf risulta sempre più evidente.  
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4     Studio del rilascio di dsRNA dalle CNPs 

 
4.1 Analisi qualitative e preliminari 
La seconda fase delle prove sperimentali si è focalizzata sull’analisi di rilascio del principio 

attivo dalle nanoparticelle di chitosano, utilizzando esclusivamente un rapporto massico tra le 
due sostanze, in fase di sintesi, di 15. Le seguenti prove sono state portate avanti sfruttando le 
tecniche spettrofotometriche: queste ultime hanno consentito di monitorare nel tempo i diversi 
spettri d’assorbanza delle soluzioni nelle quali le CNPs sintetizzate sono state disperse. 
Prima di poter fare ciò, è stato necessario svolgere una serie di studi preliminari al fine di 
mettere a punto il protocollo sperimentale. Gli aspetti presi in considerazione durante la fase 
iniziale di studio sono stati i seguenti: 

 effetto del tempo di miscelazione della soluzione di chitosano sugli spettri 
d’assorbanza con e senza dsRNA esterno; 

 eventuali fenomeni degradativi del dsRNA nel tempo, in ambienti a diversi valoro di 
pH; 

 eventuali fenomeni degradativi delle CNPs nel tempo, in NFW. 
Solo dopo aver analizzato i risultati di queste prove si è potuto procedere con lo studio del 
rilascio di dsRNA vero e proprio. 
 

4.1.1 Effetto del tempo di miscelazione della soluzione di chitosano 
Durante la seguente fase di studio non sono state sintetizzate nanoparticelle di chitosano, ma 
ci si è focalizzati esclusivamente sulla solubilizzazione di tale polisaccaride nel buffer acido. 
Come già spiegato nei Capitoli 1 e 2, la dissoluzione del suddetto composto in un sistema 
acquoso può risultare abbastanza difficoltosa. Dunque si è ritenuto opportuno svolgere delle 
prove inerenti questo aspetto.  
Ѐ stata preparata una soluzione tampone di acido acetico con pH pari a 4,5. La seguente 
soluzione è stata versata in due becher diversi e, in ognuno di essi, è stato aggiunto il 
chitosano in modo da ottenere due sistemi con una concentrazione di 3 g/L del polisaccaride. 

Le due soluzioni sono state però miscelate per tempi diversi: 
 nel primo caso il chitosano è stato posto in agitazione per 24 ore tramite un agitatore 

magnetico e termostatato a 25°C, per evitare sbalzi termici eccessivi durante l’arco 

della giornata; 
 nel secondo caso, il chitosano è stato agitato per 20 minuti per mezzo di un agitatore 

magnetico, senza ricorrere alla termostatazione. 

Al termine della miscelazione, l’analisi dei due sistemi è avvenuta tramite il MultiSkan 
SkyHigh: 8 pozzetti delle piastre multiwell sono stati riempiti con 200 μL delle due soluzioni 

di chitosano (600 μg di chitosano).  
Dopo la scansione spettrofotometrica, negli stessi pozzetti sono stati dispersi 40 μg di dsRNA. 

Così facendo si è ottenuto un rapporto massico R uguale a 15, lo stesso impiegato per la 
sintesi delle nanoparticelle. 

Operando in questo modo, sono stati determinati gli spettri d’assorbanza della soluzione di 
chitosano, sia con che senza dsRNA. L’aggiunta degli acidi nucleici ha permesso di valutare:  
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 l’interazione del dsRNA con il chitosano in funzione del tempo di miscelazione di tale 

polisaccaride;  
 eventuali interferenze tra l’A260 del dsRNA e quella del chitosano semplice. 

I risultati ottenuti sono stati mediati; successivamente è stata valutata la deviazione standard 
per le assorbanze ricavate a 260 nm. 

 

 
Figura 4.1: Spettri d’assorbanza per il chitosano e per il chitosano con del dsRNA all’esterno. 

 

Dalla Figura 4.1 risulta evidente la differenza degli spettri in presenza ed in assenza degli 
acidi nucleici: infatti il picco a 260 nm risulta ben visibile solo dopo aver aggiunto il dsRNA.  
Di conseguenza, è possibile dedurre che, a tale lunghezza d’onda, l’assorbanza del chitosano 

non interferisce con l’assorbanza del dsRNA. Questo aspetto è importante per i successivi 

studi sul rilascio del principio attivo, poiché l’incremento nel tempo dei valori di A260 può 
essere associato esclusivamente alla fuoriuscita degli acidi nucleici dalle nanoparticelle. Di 
conseguenza, il calcolo della quantità effettivamente rilasciata risulta semplice.  

Focalizzando l’attenzione sugli effetti del tempo di miscelazione, invece, è di nuovo 
necessario distinguere le due casistiche studiate: 

 in assenza di acidi nucleici, lo spettro relativo al chitosano tenuto in agitazione per 20 
minuti è perfettamente sovrapposto a quello relativo al chitosano tenuto in agitazione 
per 24 ore. Entrambi evidenziano un picco a 203 nm. 
 
In conclusione, il chitosano tende a solubilizzarsi molto bene già dopo 20 minuti 
perché non si vedono differenze sostanziali a distanza di 24 ore. 
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 Con l’aggiunta del dsRNA, i due spettri tendono a discostarsi tra i 230 e i 290 nm, con 
la massima differenza a 260 nm. Si osserva un picco maggiore nel caso del chitosano 
agitato per 20 minuti. 

 
Tabella 4.1: Assorbanza media a 260 nm e deviazione standard per il chitosano e per il chitosano in 

presenza di dsRNA esterno. 

 A260 media Dev. standard 

Chitosano (20 min) 0,185 0,006 

Chitosano (24 h) 0,191 0,005 

Chitosano + dsRNA (20 min) 1,938 0,195 

Chitosano + dsRNA (24 h) 1,543 0,194 
 

Naturalmente lo studio delle singole assorbanze a 260 nm conferma quanto visto con gli 
spettri completi: senza dsRNA, il tempo di miscelazione non influenza assolutamente i valori 
di A260, che risultano pressoché uguali e molto bassi; con l’aggiunta degli acidi nucleici si 

nota un netto incremento dei valori, raggiungendo il massimo (A260 = 1,938) con la soluzione 
miscelata  per meno tempo. 
Per ciò che concerne la deviazione standard, in tutti i casi studiati si ottengono numeri piccoli.  

 

4.1.2 Analisi della degradazione del dsRNA in ambienti a diverso pH 
Per lo studio della degradazione del dsRNA sono state preparate una serie di soluzioni a pH 
differenti, all’interno delle quali è stata successivamente dispersa tale molecola. Operando in 

questo modo si è potuto valutare l’effetto dell’acidità e l’influenza che ha il tempo sul 

deterioramento degli acidi nucleici,   
La dispersione del dsRNA è avvenuta all’interno dei seguenti sistemi: 

 Nuclease Free Water (NFW), pH compreso tra 4,5 e 5; 
 soluzione tampone acido acetico 0,1M e acetato di sodio 0,1M in rapporto volumico 

tale da ottenere un pH di 4; 
 soluzione tampone acido acetico 0,2M e acetato di sodio 0,2M in rapporto volumico 

tale da ottenere un pH di 6; 
 soluzione di solfato di sodio 50 mM e buffer acido con pH = 4,5 in rapporto volumico 

1:1. 
La prova è stata condotta in piastra multiwell. Quest’ultima ha consentito il monitoraggio per 
48 ore degli spettri della soluzione contenente dsRNA, focalizzando l’attenzione 

sull’assorbanza a 260 nm.  

Il volume delle soluzioni inserite in ogni pozzetto della piastra è stato di 300 μL con una 

diluizione del dsRNA di 1:15 (dunque 20 μL di acidi nucleici). 

Al termine di ogni campionamento, la piastra è stata coperta da un apposito coperchio, in 
modo da evitare contaminazioni esterne dei campioni, e lasciata a temperatura ambiente. 
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Figura 4.2: Spettri d’assorbanza valutati nell’arco di 48 ore, relativi ad una soluzione tampone con pH 
pari a 4 e contenente 20 μL di dsRNA. 

 

 
Figura 4.3: Spettri d’assorbanza valutati nell’arco di 48 ore, relativi ad una soluzione tampone con pH 
pari a 6 e contenente 20 μL di dsRNA. 
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Figura 4.4: Spettri d’assorbanza valutati nell’arco di 48 ore, relativi alla NFW (pH compreso tra 4,5 e 
5)  contenente 20 μL di dsRNA. 

 

 
Figura 4.5: Spettri d’assorbanza valutati nell’arco di 48 ore, relativi alla soluzione caratterizzata da 

buffer acido + solf. di sodio (pH pari a 4,7) contenente 20 μL di dsRNA. 

 

In tutti i casi si osserva un picco d’assorbanza intorno ai 260 nm, come preventivabile a causa 
della presenza dell’RNA a doppio filamento. 
Gli spettri non subiscono variazioni significative nell’arco delle 48 ore, indipendentemente 
dal pH della soluzione in cui è solubilizzato il dsRNA, poiché le curve risultano sovrapposte 
le une con le altre. 
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Alla luce di questi risultati, è possibile dedurre che gli acidi nucleici non vanno incontro a 
nessun fenomeno di degradazione in 48 ore.  
 
Tabella 4.2: Valori dell’assorbanza media a 260 nm e deviazione standard per le diverse soluzioni 
contenenti il dsRNA. 

t (h) pH = 4 Dev. st. pH = 6 Dev. st. NFW Dev. st. Buffer Dev. st. 

0 1,928 0,195 1,789 0,135 1,797 0,154 1,640 0,176 

2 2,063 0,294 1,914 0,063 1,805 0,084 1,701 0,109 

20 2,086 0,264 1,891 0,087 1,803 0,103 1,710 0,162 

22 2,109 0,267 1,909 0,022 1,824 0,099 1,701 0,160 

24 2,118 0,259 1,878 0,062 1,829 0,093 1,687 0,166 

44 2,084 0,285 1,892 0,047 1,813 0,090 1,687 0,163 

46 2,086 0,291 1,892 0,046 1,821 0,087 1,684 0,162 

48 2,085 0,290 1,893 0,047 1,819 0,088 1,684 0,165 

 

 
Figura 4.6: Andamento dell’assorbanza media a 260 nm delle varie soluzioni a pH differenti. 

 
Focalizzando l’attenzione solo sui valori di assorbanza a 260 nm, risulta evidente come 

l’andamento di questi ultimi sia all’incirca costante nel tempo. Il lieve aumento che si osserva 
dopo 2 ore potrebbe essere giustificato da un fenomeno di deposizione del dsRNA sul fondo 
dei pozzetti; infatti a tali diluizioni si potrebbe avere una dispersione del dsRNA, all’interno 

del singolo pozzetto, instabile con la conseguente precipitazione dopo un certo tempo.  

In questo caso si evidenziano assorbanze diverse al variare del pH. I valori ottenuti per la 
NFW, per il sistema a pH 6 e per il buffer sono simili, mentre la soluzione a pH 4 presenta dei 
valori più elevati. Quest’ultimo caso però presenta anche delle deviazioni standard più alte (in 
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media si ha un valore di 0,268) e dunque, tenendo in considerazione anche queste ultime, si 
evince come la differenza può essere dovuta alla semplice variabilità statistica delle prove 
sperimentali. 

 
4.1.3 Analisi della degradazione delle CNPs  
L’ultimo studio preliminare è stato svolto sulle nanoparticelle di solo chitosano (CNPs); nel 
dettaglio, si è voluta valutare la loro eventuale degradazione nell’arco di 48 ore. 
Le nanoparticelle sono state prodotte attraverso il processo descritto nel Capitolo 2. Al 
termine della fase di sintesi, non sono state sottoposte a centrifugazione e re-dispersione ma 
sono state lasciate nella soluzione costituita da solvente e anti-solvente (pH di 4,7). La 
conservazione è avvenuta in un termostato impostato alla temperatura di 25°C. 
Questo tipo di analisi è stata portata avanti sia con il MultiSkan SkyHigh che con lo 
spettrofotometro. In particolar modo: 

 con lo spettrofotometro è stato analizzato un volume complessivo di 2100 μL, con una 
diluizione delle CNPs di 1:40: 

 con il MultiSkan SkyHigh si è reso necessario utilizzare una piastra multiwell. Ogni 
pozzetto è stato riempito con 300 μL di soluzione, con una diluizione per le CNPs di 
1:30. 

In entrambi i casi, il bianco è stato costituito da una soluzione composta per il 50% in volume 
da solfato di sodio 50 mM e per il 50% in volume dal buffer acido con pH uguale a 4,5. 
Esattamente come per le prove precedenti, si è deciso di monitorare nel tempo lo spettro 
d’assorbanza completo, concentrando poi l’attenzione sui valori di A260 in modo da verificare 
un’eventuale interferenza con le assorbanze del dsRNA. 

Di seguito sono discussi prima i risultati ottenuti con il lettore di piastre multiwell, e 
successivamente quelli ricavati tramite lo spettrofotometro. 
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Figura 4.7: Spettri d’assorbanza delle nanoparticelle di chitosano durante l’arco di 48 ore, ricavati con 

il MultiSkan SkyHigh. 

In tutti i casi, si nota un picco d’assorbanza intorno ai 203 nm, esattamente come osservato 
per gli studi svolti sulla soluzione di chitosano.  

Il risultato più rilevante è sicuramente quello legato ad una mancata degradazione delle CNPs, 
nonostante il valore acido della soluzione. Tutti gli spettri sono sovrapposti durante l’arco 

temporale considerato. 
 

Tabella 4.3: Valori medi dell’assorbanza a 260 nm e relative deviazioni standard, determinati 

nell’arco di 48 ore con il MultiSkan SkyHigh. 

Tempo (h) A260 media Dev. standard 

0 0,153 0,025 

2 0,168 0,022 

3 0,170 0,022 

5 0,171 0,021 

22 0,179 0,023 

24 0,180 0,023 

26 0,181 0,023 

44 0,182 0,021 

46 0,184 0,022 

48 0,187 0,025 

 

 
Figura 4.8: Andamento nel tempo dell’assorbanza valutata a 260 nm, con il MultiSkan SkyHigh. 
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Dalla Figura 4.8 si evince come l’andamento dei valori di assorbanza a 260 nm resta 

all’incirca costante nel tempo. Tra il tempo t = 0 e t = 48h si ha un lieve incremento, pari al 
22% del valore iniziale.  Questo comportamento può essere dovuto alla deposizione delle 
nanoparticelle sul fondo dei pozzetti. La soluzione con le nanoparticelle di chitosano, infatti, 
potrebbe essere instabile alla diluzione usata per le prove, con il conseguente fenomeno di 
deposizione (come già visto per il dsRNA). 
Inoltre, confrontando questi dati con quelli ottenuti per il solo dsRNA, è possibile affermare 
che le CNPs non creano problemi di interferenza con l’assorbanza a 260 nm degli acidi 
nucleici. Infatti: 

 al tempo t = 0, per le nanoparticelle di chitosano A260 è uguale a 0,15; 
 al tempo t = 0, per il dsRNA (disciolto nella soluzione di buffer acido e solfato di 

sodio) A260 è uguale a 1,64. 
Paragonando i due risultati, si hanno valori molto distanti tra loro. 

 
Di seguito sono analizzati i dati ricavati tramite le analisi allo spettrofotometro.  

 

 
Figura 4.9: Spettri d’assorbanza delle nanoparticelle di chitosano durante l’arco di 48 ore, ricavati con 

lo spettrofotometro. 

 

In Figura 4.9, rispetto a quanto visto in Figura 4.8, gli spettri tendono lievemente ad 
abbassarsi con il passare del tempo, senza tuttavia evidenziare una decrescita tale da poter 
accertare la presenza di fenomeni degradativi ai danni delle nanoparticelle di chitosano.  
Anche in questo caso il picco d’assorbanza si attesta intorno ai 203 nm. 
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Tabella 4.4: Valori medi dell’assorbanza a 260 nm e relative deviazioni standard, determinati 

nell’arco di 48 ore con lo spettrofotometro. 

Tempo (h) A260 media Dev. standard 

0 0,342 0,035 

2 0,331 0,032 

4 0,321 0,033 

21 0,317 0,029 

23 0,315 0,031 

26 0,294 0,030 

44 0,310 0,034 

46 0,297 0,033 
48 0,282 0,031 

 

 
Figura 4.10: Andamento nel tempo dell’assorbanza valutata a 260 nm, con lo spettrofotometro. 

I valori di assorbanza a 260 nm diminuiscono nel tempo. Nelle prime quattro ore si ha una 
riduzione del 6%, che, dopo 26 ore, sale al 14%. Al termine della prova la diminuzione 
percentuale complessiva, rispetto all’A260 al tempo t = 0, è pari al 17,5%. 
Dalla seguente analisi si deduce che i fenomeni di degradazione, anche se presenti, non 
risultano così rapidi da deteriorare in maniera significativa le nanoparticelle di chitosano. 
Per una trattazione più completa, in Figura 4.11 sono riportati tutti gli spettri normalizzati. La 
normalizzazione è stata svolta dividendo le singole assorbanze degli spettri con il rispettivo 
valore di assorbanza massimo. Tale operazione è stata compiuta sia per i grafici ricavati con il 
MultiSkan SkyHigh che per quelli ottenuti tramite lo spettrofotometro. 
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La normalizzazione si è resa necessaria per confrontare gli spettri ottenuti da due strumenti 
diversi.  
 

 
Figura 4.11: Spettri d’assorbanza normalizzati.  

 

4.2 Rilascio del dsRNA nel tempo 
Al termine delle prove preliminari viste in precedenza, e alla luce dei risultati ottenuti, si è 
potuto procedere con lo studio del rilascio di dsRNA dalle nanoparticelle di chitosano. 

Le CNPs sono state prodotte sia con che senza dsRNA, seguendo le metodologie descritte nei 
Paragrafi 2.3.3 e 2.3.4. Per ogni Eppendorf, il volume di sintesi è stato di 1 mL e la quantità di 
acidi nucleici (quando presenti) pari a 100 μg, con l’obiettivo di avere un rapporto massico tra 

il chitosano e il dsRNA di 15. 

Ogni replica prodotta è stata sottoposta al seguente trattamento: 
 centrifugazione; 
 recupero del surnatante; 
 re-dispersione delle nanoparticelle precipitate in 500 μL di NFW con un pH compreso 

tra 4,5 e 5; 
 analisi al MultiSkan SkyHigh. 

Per le 72 ore successive si è effettuato il monitoraggio dei campioni. 
Per valutare la quantità di dsRNA rilasciata, si è deciso di monitorare nel tempo i valori di 
assorbanza a 260 nm dei seguenti campioni: 

 CNPs, da utilizzare come bianco per lo studio di rilascio in NFW e in soluzioni 
acquose a pH diversi; 

 CNPs con il dsRNA legato; 
 CNPs con dsRNA esterno e dsRNA in NFW; esse sono state analizzate per 

confermare la corretta lettura del dsRNA in presenza delle CNPs e per determinare il 
quantitativo di acidi nucleici teoricamente rilasciabile in 72 ore; 

 Surnatante, raccolto dopo la centrifugazione delle CNPs, per poter determinare la 
quantità di dsRNA non legata alle nanoparticelle. 
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L’intero studio di rilascio è stato caratterizzato da una serie di step, descritti nei Paragrafi 
successivi. 
 

4.2.1 Determinazione dell’efficacia di incapsulamento ed adsorbimento del 

dsRNA 
La seguente operazione si è resa necessaria per accertare l’effettivo incapsulamento ed 

adsorbimento del dsRNA all’interno e sulla superficie delle CNPs. 
Per questo tipo di analisi, l’attenzione si è focalizzata sull’assorbanza a 260 nm del surnatante 
rimosso dalle Eppendorf, per determinare la quantità di acido nucleico non legatosi alle 
nanoparticelle.  

Il volume di surnatante raccolto nelle Eppendorf è stato di 1 mL (la conoscenza di tale valore 
è importante per i calcoli svolti in seguito). Il volume di surnatante, invece, inserito in ogni 
pozzetto della piastra multiwell è stato di 300 μL, con un fattore di diluizione DF pari ad 1. 

Come bianco si è impiegata una soluzione composta per il 50% in volume da solfato di sodio 
50 mM e per il restante 50% da buffer acido con il pH pari a 4,5. 
  

Tabella 4.5: Assorbanza media a 260 nm e deviazione standard del surnatante. 

A260 media del surnatante Dev. standard 

0,109 0,0077 

 

Nota l’assorbanza media a 260 nm (Tabella 4.5) e sfruttando l’Equazione 2.7, è stato possibile 
risalire all’efficacia di incapsulamento e adsorbimento del dsRNA. 

 
Tabella 4.6: Determinazione dell’efficacia di incapsulamento e adsorbimento del dsRNA. 

Q.tà iniziale dsRNA (μg) 100 

Conc. dsRNA (μg/mL) nel surnatante 4,9 

Vsurnatante in Eppendorf (μL) 1000 

Q.tà dsRNA nel surnatante (μg) 4,9 

Efficienza 0,951 

 

L’efficienza di incapsulamento ed adsorbimento risulta pari al 95%. Un valore così elevato 
garantisce sicuramente un legame tra le CNPs e il dsRNA, in quanto la quantità residua nel 
surnatante degli acidi nucleici è di circa 4,9 μg. 
 

4.2.2 Determinazione della quantità di dsRNA incapsulata  
Dopo aver verificato l’effettiva interazione del dsRNA con le nanoparticelle di chitosano, si è 
reso necessario calcolare la quantità della molecola esclusivamente incapsulata, non 
considerando quella adsorbita.  
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Per questo tipo di studio, l’attenzione si è focalizzata sulla determinazione dello spettro e del 
valore di assorbanza a 260 nm delle CNPs con il dsRNA adsorbito, al tempo t = 0. 
Il volume dei campioni inserito in ogni pozzetto della piastra multiwell, è stato di 300 μL, con 

un fattore di diluizione DF pari a 5. Come bianco sono state impiegate le nanoparticelle di 
solo chitosano, anch’esse caratterizzate da un volume di 300 μL e diluite 1:5, in modo da 
evidenziare unicamente l’assorbanza degli acidi nucleici. 
 

 
Figura 4.12: Spettro d’assorbanza delle CNPs con il dsRNA adsorbito, per t = 0. 

 

Tabella 4.7: Assorbanza media a 260 nm e deviazione standard delle CNPs con il dsRNA adsorbito, 
per  t = 0. 

Tempo (h) A260 media Dev. standard 

0 0,557 0,070 

 
Un valore medio di A260 pari a 0,557, al tempo t = 0, conferma la presenza di dsRNA 
adsorbito sulla superficie delle nanoparticelle di chitosano: infatti se tale molecola fosse stata 
completamente incapsulata, lo spettro all’istante iniziale non avrebbe presentato un picco 
d’assorbanza a 260 nm, e si sarebbe ottenuto un valore simile a quello visto per le sole CNPs 
nel Paragrafo 4.1.3, con A260 uguale a 0,153. 

Un altro aspetto importante da prendere in considerazione è il seguente.  
Un’assorbanza così alta a 260 nm potrebbe essere associata anche al dsRNA presente nel 
surnatante residuo dopo la re-dispersione (non è semplice rimuovere completamene la fase 
liquida al di sopra delle CNPs, precipitate in seguito alla centrifugazione). Di seguito è 
discusso più nel dettaglio tale aspetto: 

 il valore di A260 nel surnatante, ricavato in precedenza, è uguale a 0,109.  

 nella singola Eppendorf, dopo la fase di centrifugazione, il volume di liquido da 
rimuovere è pari a 1 mL. In seguito alla rimozione del surnatante e ipotizzando una 
rimanenza del 10%, si hanno 100 μL di surnatante residuo nell’Eppendorf. Dunque, 
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re-disperdendo le nanoparticelle precipitate in 500 μL di NFW si otterrebbe un volume 

complessivo di 600 μL e una diluzione 1:6 del surnatante. A questo punto, 

considerando un DF uguale a 5 nei singoli pozzetti della piastra, si genererebbe una 
diluizione complessiva del surnatante di 1:30. 

Alla luce delle seguenti considerazioni, al tempo t = 0 ci si aspetterebbe un’assorbanza a 260 

nm molto bassa, addirittura inferiore a 0,109, e sicuramente non pari a 0,557. 
Si può perciò affermare che il valore di assorbanza a A260, al tempo iniziale, è attribuibile 
solamente al dsRNA adsorbito sulla superficie delle nanoparticelle, ed è possibile trascurare il 
dsRNA nel surnatante residuo. 

Noto il valore di A260 per t = 0, e sfruttando nuovamente l’Equazione 2.7, è stato possibile 
calcolare la quantità di dsRNA adsorbita. Conoscendo: 

 la massa iniziale di dsRNA; 
 la quantità di dsRNA residua nel surnatante; 
 la quantità di dsRNA adsorbita sulla superficie delle CNPs; 

si è potuta determinare la massa di dsRNA realmente incapsulata. 

 
Tabella 4.8: Valutazione della quantità di dsRNA esclusivamente incapsulato e conseguente 

determinazione dell’efficacia di incapsulamento. 

Vre-dispersione in Eppendorf  (μL) 500 

Conc. dsRNA adsorbito (μg/mL) 125 

Q.tà iniziale dsRNA (μg) 100 

Q.tà dsRNA nel surnatante (μg) 4,9 

Q.tà dsRNA ADSORBITA (μg) 62,7 

Q.tà dsRNA INCAPSULATA (μg) 32,4 

 Efficacia incapsulamento 0,324 

 
La massa di dsRNA incapsulata risulta pari a 32,4 μg: corrisponde alla quantità di principio 
attivo che, nel tempo, sarà rilasciato dalle CNPs portando ad un aumento di assorbanza a 260 
nm; gli acidi nucleici adsorbiti sulla superficie delle CNPs risultano, invece, immediatamente 
disponibili. 
 

4.2.3 Confronto dell’A260 tra le CNPs con il dsRNA esterno e il dsRNA in NFW 
In questo tipo di analisi, è stata confrontata l’assorbanza a 260 nm del dsRNA disperso in 
Nuclease Free Water con quella del dsRNA disciolto esternamente alle nanoparticelle di 
chitosano. 
Le motivazioni principali che hanno spinto a portare avanti tale studio sono state 
principalmente due: 

 determinare la quantità complessiva di dsRNA teoricamente rilasciabile dalle CNPs in 
72 ore; 

 confermare la corretta lettura del dsRNA anche in presenza di CNPs. 
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Si è reso necessario l’utilizzo del MultiSkan SkyHigh ed entrambi i sistemi studiati sono stati 
caratterizzati dai seguenti aspetti: 

 si è partiti da una soluzione di dsRNA con concentrazione pari a 1 g/L; 
 il volume complessivo di ogni pozzetto della piastra multiwell è stato di 300 μL. Per 

alcuni pozzetti, 60 μL del volume totale sono stati costituiti dalla soluzione 3 g/L di 
CNPs; 

 al fine di ricreare il rapporto massico di 15 tra il chitosano e il dsRNA, nei pozzetti 
sono stati aggiunti 12 μL di acidi nucleici; 

 si è impiegato un fattore di diluizione uguale a 25 per il dsRNA. 

In presenza delle CNPs e del dsRNA esterno, è stata utilizzata la soluzione di nanoparticelle 
di solo chitosano come bianco; nel secondo caso analizzato invece il bianco è stato 
caratterizzato da NFW. 
 

Tabella 4.9: Assorbanza media a 260 nm e deviazione standard ottenute per il dsRNA disperso 
esternamente alle CNPs e per il dsRNA disciolto in NFW. 

A260 media dsRNA 
con CNPs 

Dev. standard A260 media dsRNA 
con NFW 

Dev. standard 

0,893 0,161 0,882 0,033 

 
Dalla tabella 4.9, si osservano dei valori di assorbanza a 260 nm molto vicini tra di loro: ciò 
conferma una corretta lettura del dsRNA, da parte dello strumento, sia in presenza che in 
assenza delle nanoparticelle di chitosano.  

Inoltre, sfruttando l’Equazione 2.7 e i seguenti valori di A260, per entrambi i sistemi si ottiene 
una concentrazione di dsRNA pari ad 1 g/L, uguale al valore di partenza. 

Ma l’aspetto più interessante da sottolineare è il seguente. 
Il valore di 0,893 corrisponde all’assorbanza che si ha quando tutto il dsRNA si trova 
all’esterno delle nanoparticelle, invece il valore di 0,557 corrisponde all’assorbanza del 

dsRNA adsorbito sulla superficie dei nanocarriers (Tabella 4.7).  

Sottraendo questi due numeri, si ottiene l’assorbanza che dovrebbero avere gli acidi nucleici 

incapsulati: si ottiene un A260 uguale a 0,336.  

A partire dal seguente risultato è possibile determinare, tramite l’Equazione 2.7 e 

considerando un fattore di diluizione pari a 5 (lo stesso impiegato nel Paragrafo 4.2.2), la 
concentrazione del dsRNA incapsulato.  
Quanto appena detto è riassunto in Tabella 4.10. 

Tabella 4.10: Determinazione della concentrazione e della quantità di dsRNA incapsulato. 

A260 dsRNA esterno 0,893 

A260 dsRNA adsorbito 0,557 

A260 dsRNA incapsulato 0,336 

Conc. dsRNA incapsulato (μL/mL) 75,6 

VNFW in Eppendorf (μL) 500 

Q.tà dsRNA incapsulato (μg) 37,8 
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La quantità di dsRNA incapsulata risulta pari a 37,8 μg: tale risultato è molto vicino a quello 

determinato nel Paragrafo 4.2.2 (Tabella 4.8); la discrepanza può essere associata alla 
variabilità statistica legata alla sintesi nelle CNPs. 

Tutto ciò consente di confermare la correttezza dei calcoli e delle assunzioni portate avanti 
sino ad ora. 

 

4.2.4 Studio del rilascio del dsRNA in NFW 
Per lo studio del rilascio del dsRNA dalle nanoparticelle di chitosano si è deciso di monitorare 
i valori di assorbanza a 260 nm per 72 ore.  
I campioni analizzati sono stati caratterizzati da nanoparticelle con il dsRNA legato 
(incapsulato e adsorbito) e re-disperse in 500 μL di NFW.  
La prova è stata portata avanti impiegando il MultiSkan SkyHigh, e quindi riempiendo 10 
pozzetti della piastra multiwell. 
In ogni pozzetto valutato è stato impiegato: 

 un volume complessivo di 300 μL; 
 un quantitativo di CNPs con il dsRNA legato pari a 60 μL; 
 un fattore di diluizione per le nanoparticelle uguale a 5; 

Il bianco è stato costituito da NPs di solo chitosano per evidenziare esclusivamente 
l’assorbanza degli acidi nucleici. 
In Tabella 4.11 sono raccolti i dati ottenuti al termine della prova. 

 
Tabella 4.11: Assorbanza media a 260 nm e deviazione standard del dsRNA rilasciato nel tempo. In 

un caso il valore del bianco è tenuto fisso, nell’altro varia nel tempo. Infatti, avendo utilizzato le CNPs 
senza dsRNA come bianco, si è precedentemente dimostrato che l’assorbanza a 260 nm di tale sistema 

cambia con il trascorrere delle ore. 

Tempo (h) A260 media (bianco 
variabile) 

Dev. standard A260 media (bianco 
fisso) 

Dev. standard 

0 0,557 0,046 0,557 0,046 

0,25 0,615 0,056 0,624 0,056 

0,5 0,634 0,057 0,658 0,057 

1 0,663 0,084 0,706 0,063 

19 0,692 0,089 0,778 0,060 

24 0,697 0,059 0,799 0,066 

43 0,709 0,070 0,823 0,068 

48 0,699 0,091 0,825 0,067 

67 0,697 0,076 0,832 0,075 

72 0,686 0,069 0,843 0,076 
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Figura 4.13: Andamento delle assorbanze medie a 260 nm relativo al rilascio di dsRNA in 72 ore. 

 

In Figura 4.13 l’andamento nel tempo dell’assorbanza media a 260 nm è rappresentato da due 

curve distinte.  
Tali curve differiscono per il tipo di bianco preso in considerazione.  
Per questo tipo di analisi le nanoparticelle di solo chitosano re-disperse in 500 μL di NFW 
hanno caratterizzato il bianco; tale sistema, come visto anche nel Paragrafo 4.1.3, varia nel 
tempo: in particolar modo si ha un incremento dell’A260 di circa il 22% in 48 ore.  
Alla luce di tali informazioni si è deciso di prendere in considerazioni due situazioni diverse: 

 la curva arancione fa riferimento ad un valore fisso di assorbanza del bianco. I vari 
valori ottenuti sono determinati considerando esclusivamente l’A260 del bianco al 
tempo t = 0. 

 i valori della curva blu seguono l’evoluzione temporale del bianco e tutto ciò porta ad 
avere delle assorbanze più basse rispetto a quelle del caso precedente. 

In entrambi i casi, si ha un incremento delle assorbanze nel tempo. Tale andamento è dovuto 
al rilascio del dsRNA incapsulato, mentre non è possibile capire la quantità desorbita di tale 
molecola.  

La curva blu tende a stabilizzarsi dopo circa 19 ore, mentre la curva arancione mostra una 
certa tendenza a crescere anche al raggiungimento delle 72 ore. 
Sfruttando l’Equazione 2.7, a partire dalle assorbanze, è stato possibile ricavare il quantitativo 
di dsRNA rilasciato nel tempo dalle nanoparticelle di chitosano. 
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Figura 4.14: Quantità di dsRNA rilasciata in 72 ore. 

 

 

 
Figura 4.15: Ingrandimento sulla quantità di dsRNA rilasciato nelle prime 2 ore. 

 

L’andamento nel tempo della quantità di dsRNA rilasciato è nuovamente rappresentato da una 

curva blu ed una curva arancione (Figura 4.14). É necessario dunque portare avanti delle 
considerazioni diverse per i due casi. 
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 Focalizzando l’attenzione sulla curva blu, la quantità complessivamente rilasciata in 
72 ore è di 17,1 μg. La maggior parte del dsRNA viene rilasciato entro la prima ora 
della prova: si passa infatti da un valore di 62,7 μg al tempo t = 0 ad un valore di 74,5 
μg per t = 1h, con un rilascio netto di 11,8 μg di dsRNA e con una variazione del 19% 
rispetto all’istante iniziale. Tale andamento risulta maggiormente visibile in Figura 
4.15.  
Dopo 1 giorno invece si raggiunge un valore di 78,5 μg e rispetto a quanto visto 
prima, la variazione percentuale in 23 ore è solamente del 5%. Tra t = 1h e t = 24h si 
ha una sorta di stabilizzazione della curva, e tale andamento viene sostanzialmente 
conservato fino alla fine della prova. 
Alla luce di queste osservazioni, prendendo in considerazione anche la variazione del 
bianco nel tempo, gli acidi nucleici incapsulati non vengono completamente rilasciati 
nell’arco di 3 giorni. Infatti la massa di dsRNA incapsulata, calcolata nel Paragrafo 
4.2.2, è pari a 32,4 μg. 

 Dall’osservazione della curva arancione, invece, la quantità di dsRNA 
complessivamente rilasciata è di 32,2 μg: considerando che la massa di acidi nucleici 
incapsulata è di 32,4 μg, in questo caso è possibile affermare che essi vengono 
praticamente rilasciati tutti in 72 ore. 
Durante la prima ora di studio l’incremento di dsRNA, rispetto all’istante iniziale, è 

del 27%. A differenza del caso precedente, però, tale valore continua a crescere nel 
tempo; ad esempio per t = 24h la massa di acidi nucleici calcolata è pari a 89,8 μg e 
dunque la variazione percentuale rispetto a t = 1h è del 13% (più grande rispetto al 5% 
osservato in precedenza). 

Può essere interessante confrontare le due curve di assorbanza con quella relativa al dsRNA 
completamente al di fuori delle CNPs. 

 

 
Figura 4.16: Confronto tra le assorbanze medie a 260 nm. 
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Dalla Figura 4.16 si nota come la curva arancione tende a raggiungere e a sovrapporsi alla 
curva grigia. Ciò conferma quanto detto in precedenza: nel caso in cui si considera 
l’assorbanza del bianco fissa, il dsRNA viene praticamente rilasciato tutto nell’arco di 72 ore. 
Il discorso risulta diverso per la curva blu. 

In questo caso si raggiunge un plateau dopo circa 19 ore. Dunque, da tale istante in poi, la 
differenza di assorbanza tra questa curva e quella grigia resta costante e pari a 0,19. 

 

4.2.5 Effetto del pH sul rilascio del dsRNA       
Dopo aver analizzato il rilascio del dsRNA in NFW, è stato studiato cosa accade a tale 
variando il pH del solvente all’interno del quale sono immerse le nanoparticelle di chitosano.  
In seguito alla fase di sintesi e centrifugazione, le CNPs con il dsRNA legato sono state re-
disperse in 500 μL di due soluzioni tampone con pH rispettivamente pari a 4 e 6. Attraverso il 
MultiSkan SkyHigh sono stati monitorati i valori di assorbanza a 260 nm per 48 ore per 
entrambi i sistemi. 
Per ogni pozzetto valutato sono stati impiegati gli stessi volumi, lo stesso fattore di diluizione 
e lo stesso bianco descritti nel Paragrafo 4.2.4.  
Come bianco sono state impiegate le nanoparticelle di solo chitosano, e si è optato di seguire 
la loro evoluzione nel tempo. Dunque in tale trattazione non compare il caso in cui il valore 
del bianco resta fisso e pari a quello dell’istante iniziale. 

  
Tabella 4.12: A260 media e deviazione standard del dsRNA legato alle CNPs re-disperse nella 

soluzione tampone a pH 4. 

Tempo (h) A260 media Dev. Standard 

0 0,674 0,058 

0,5 0,719 0,078 

1 0,723 0,094 

2 0,739 0,086 

17 0,732 0,110 

24 0,731 0,132 

43 0,745 0,118 

48 0,759 0,118 
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Figure 4.17: Andamento dell’assorbanza media a 260 nm nell’arco di 48 ore, relativo alle CNPs con il 
dsRNA legato e re-disperse nella soluzione tampone con pH pari a 4. 

 

La Figura 4.17 mostra una variazione di assorbanza più marcata durante le prime due ore, 
passando da un valore di 0,674 ad un valore di 0,739, per poi avere un andamento stabile nel 
tempo. Ciò implica un rilascio di dsRNA abbastanza rapido durante le prime fasi dello studio, 
che tende a rallentare con il passare del tempo. 
 

Tabella 4.13: A260 media e deviazione standard del dsRNA legato alle CNPs re-disperse nella 
soluzione tampone a pH 6. 

Tempo (h) A260 media Dev. Standard 

0 0,870 0,051 

0,5 0,861 0,022 

1 0,867 0,036 

2 0,864 0,052 

17 0,902 0,043 

24 0,909 0,043 

43 0,905 0,045 

48 0,917 0,053 
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Figura 4.18: Andamento dell’assorbanza media a 260 nm nell’arco di 48 ore, relativo alle CNPs con il 

dsRNA legato e re-disperse nella soluzione tampone con pH pari a 6. 

 

In questo caso l’incremento di assorbanza si verifica intorno alle 17 ore, mentre i valori di 
A260 si mantengono costanti durante le prime fasi della prova. L’aumento di A260 tra t = 0 e t = 
48h risulta comunque ridotto e pari al 5% rispetto al valore iniziale. 

Può risultare utile confrontare le diverse curve, relative al rilascio di dsRNA in 48 ore, 
ottenute rispettivamente con la NFW, con la soluzione tampone a pH 4 e con la soluzione 
tampone a pH 6. 
 

 
Figura 4.19: Confronto degli andamenti dell’assorbanza media a 260 nm nell’arco di 48 ore. 
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Figura 4.20: Ingrandimento sull’assorbanza del dsRNA rilasciato nelle prime 2 ore. 

 

Dalla Figura 4.19 si evince una netta differenza tra i valori di assorbanza relativi alla 
soluzione con pH 6 rispetto a quelli degli altri due sistemi presi in considerazione.  
Per il sistema a pH 6, come detto anche in precedenza, si ha un rilascio molto basso di acidi 
nucleici e dei valori molto alti di A260: ciò può essere spiegato dalla bassa protonazione delle 
nanoparticelle di chitosano, con un conseguente rilascio e desorbimento immediato del 
dsRNA.  
Per la soluzione tampone con pH pari a 4, invece, si ottiene una curva molto simile a quella 
ricavata durante lo studio del rilascio in NFW. Questo andamento è probabilmente giustificato 
dal fatto che la Nuclease Free Water presenta un pH compreso tra 4,5 e 5 (molto vicino a 4). 
In entrambi i casi, infatti, si raggiunge una sorta di plateau dopo 19 ore e il rilascio del dsRNA 
avviene prevalentemente durante le prime 2 ore del test (Figura 4.20).  

Per  t = 0, nel sistema a pH 4, si ha un quantitativo di acidi nucleici pari a 75,8 μg e tale valore 
sale a 83,1 μg per t = 2h: la quantità netta rilasciata in questo lasso di tempo è di 7,3 μg, con 

una variazione rispetto all’istante iniziale del 10%. Nelle successive 46 ore, invece, la 
variazione risulta pari soltanto al 3%, con un quantitativo di dsRNA uguale a 85,4 μg per t = 

48h. 
Un’ultima considerazione importante è la seguente. 

Poiché i valori di assorbanza per la soluzione a pH 6 risultano maggiori di quelli per la 
soluzione a pH 4, ci si aspetterebbe una crescita di questi ultimi all’aumentare proprio del pH. 
Dalla Figura 4.19 si nota che ciò non accade, perché in NFW l’assorbanza risulta la più bassa 
in assoluto nonostante un pH superiore a 4. Alla luce di ciò è possibile affermare che il 
fenomeno di rilascio e le interazioni tra CNPs e dsRNA possono essere influenzati, oltre che 
dal pH del sistema, anche dalla presenza di acido acetico e acetato di sodio (non presenti in 
NFW ma presenti nelle varie soluzioni tampone). 
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4.3 Analisi qualitative dell’estratto fogliare  
Dopo aver analizzato nel dettaglio il rilascio del dsRNA in ambienti con caratteristiche e pH 
diversi, si è deciso di svolgere una serie di analisi qualitative sull’estratto fogliare. Questo tipo 
di valutazione è stata portata avanti per meglio comprendere le caratteristiche dell’ambiente in 

cui realmente il dsRNA viene rilasciato: infatti durante le prove in vivo svolte dall’IPSP-CNR, 
le CNPs contenenti gli acidi nucleici sono state depositate sulle foglie. 

Si è trattato di un semplice studio preliminare, che ha consentito la valutazione degli spettri 
d’assorbanza di tale composto. Questo tipo di valutazione è stata fatta soprattutto per 

determinare eventuali interferenze con il dsRNA a 260 nm, e dunque ragionare su delle future 
prove di rilascio in questo tipo di soluzione. 

Per portare avanti le prove, l’estratto fogliare semplice è stato diluito con NFW nei seguenti 
modi: 

 Estratto puro; 
 2:1; 
 1:3; 
 1:9 

Come bianco è stata utilizzata la NFW. 
Prima di svolgere le analisi spettrofotometriche, però, l’estratto fogliare è stato sottoposto alla 
valutazione del pH. Anche in questo caso sono stati presi in considerazione: 

 l’estratto puro; 
 una diluizione dell’estratto di 1:3 

Al termine della prova, si è ottenuto un valore del pH pari a 6 per entrambi i casi: dunque la 
diluizione di tale composto non influenza il valore di pH. 
In Figura 4.21 sono riportati i diversi spettri d’assorbanza ottenuti con lo spettrofotometro. 

 

 
Figura 4.21: Spettri d’assorbanza dell’estratto fogliare a diluizioni differenti. 
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Per ciò che concerne la filtrazione, gli spettri risultano praticamente uguali sia prima che dopo 
tale trattamento.  
Per quanto riguarda il fattore di diluizione, al crescere di quest’ultimo, come preventivabile, 
gli spettri tendono ad assumere valori di assorbanza più piccoli. Tale aspetto può risultare 
estremamente utile per evitare la sovrapposizione dell’assorbanza a 260 nm quando presente 

del dsRNA; d’altro canto una diluizione eccessiva, ad esempio 1:9, porta ad avere 
praticamente solo acqua vanificando lo studio sull’estratto fogliare. 

Osservando i diversi spettri in Figura 4.21, un giusto compromesso per i valori di A260 lo si 
trova nell’estratto fogliare diluito 1:3. 

Al termine di tale analisi, si è deciso di determinare gli spettri anche in presenza del dsRNA. 
Nei diversi campioni valutati sono stati aggiunti 100 μg di dsRNA ottenendo un volume 

complessivo di 3 mL. Come bianco è stato utilizzato l’estratto fogliare puro; inizialmente si 
era optato per l’utilizzo degli estratti fogliari alle corrispettive diluizioni, con lo scopo di 
evidenziare esclusivamente la presenza degli acidi nucleici: ciò avrebbe portato ad avere i 
valori di assorbanza a 260 nm completamente sovrapposti e dunque dei risultati poco 
interessanti. 
Per un confronto migliore, è stato valutato anche lo spettro d’assorbanza del dsRNA disperso 
in NFW. 
 

 
Figura 4.22: Spettri d’assorbanza dell’estratto fogliare a diluizioni differenti con l’aggiunta del 

dsRNA. 
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Dalla Figura 4.21 risultano evidenti i picchi di assorbanza a 260 nm, e dunque l’interferenza 

tra l’estratto fogliare e gli acidi nucleici a quella lunghezza d’onda non è così marcata.  
Nel caso del sistema con diluizione 1:3 il picco a 260 nm risulta “pulito” e lo spettro è molto 
simile a quello caratterizzato da NFW. 
Alla luce dei dati ottenuti è possibile affermare che, per un eventuale studio futuro sul rilascio 
di dsRNA nell’estratto fogliare, utilizzando una diluizione di 1:3 di tale composto si 
potrebbero ottenere risultati interessanti: non si dovrebbero avere problematiche di 
interferenza o picchi di assorbanza poco chiari.  
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5     Conclusioni 
Nel seguente lavoro di Tesi, svolto in collaborazione con IPSP-CNR, sono state sintetizzate 
nanoparticelle di chitosano (CNPs) veicolanti dsRNA. Quest’ultima molecola è stata fornita 
direttamente dall’IPSP per consentire la produzione delle CNPs stesse e svolgere una serie di 
test in vivo su una serie di piante, per testare l’efficacia dei nanocarriers contro la virosi 
dell’avvizzimento maculato (TSWV). L’impiego di dsRNA, infatti, attiva un processo 

cellulare endogeno noto come RNA interference: si tratta di un meccanismo di difesa 
attraverso il quale piante, animali e funghi sono in grado di colpire geni specifici ed essenziali 
di un parassita, al fine di silenziarli. 
La metodologia impiegata per la sintesi delle nanoparticelle è stata quella della 
nanoprecipitazione attraverso l’uso di un agitatore Vortex. I componenti coinvolti nella 
produzione dei nanocarriers sono stati: il chitosano, prodotto tramite un processo di parziale 
deacetilazione della chitina (un polisaccaride biocompatibile e biodegradabile estraibile dal 
carapace dei crostacei o dai funghi), e il dsRNA. Sulla base delle informazioni reperite in 
letteratura, per la formazione delle CNPs per nanoprecipitazione è stato necessario preparare e 
poi miscelare due soluzione diverse:  

 una soluzione solvente, caratterizzata da sodium acetate buffer, all’interno della quale 

si è potuto solubilizzare il chitosano (con concentrazioni diverse sulla base delle prove 
da svolgere); 

 una soluzione anti-solvente, caratterizzata da solfato di sodio 50 mM, all’interno della 

quale il chitosano risulta insolubile, ma non il dsRNA. 
Le due soluzioni sono state inserite all’interno di un’Eppendorf con rapporto volumico di 1:1, 

al fine di avere sempre un volume di sintesi pari ad 1 mL. Successivamente, la provetta è stata 
riscaldata a 55°C per 60 secondi in un bagno termostatico e infine agitata per 30 secondi su un 
miscelatore Vortex. 

Il lavoro di Tesi è stato caratterizzato da due fasi diverse. 
Durante la prima fase sono state svolte una serie di prove sperimentali al fine di valutare il 
comportamento di diversi parametri al variare del rapporto massico R tra il chitosano e il 
dsRNA. In particolare, sono stati presi in considerazione i seguenti parametri: potenziale zeta, 
distribuzione granulometrica e dimensione media, efficacia di incapsulamento e adsorbimento 
e capacità di re-dispersione. Le nanoparticelle sono state sintetizzate impiegando una quantità 
fissa di dsRNA (100 o 50 μg) e un quantitativo variabile di chitosano, con lo scopo di avere R 
uguale a 1, 5, 10, 15 e 20. 

Dai risultati di tale analisi si è osservato un incremento del potenziale zeta al crescere del 
rapporto massico chitosano/dsRNA; il seguente comportamento è dovuto con tutta probabilità 
alla riduzione della quantità di dsRNA: infatti riducendo la massa di acidi nucleici, rispetto 
alla massa di chitosano, si ha una minore neutralizzazione dei gruppi amminici protonati con 
una conseguente carica superficiale di volta in volta più elevata. Per quanto riguarda le 
distribuzioni dimensionali, le curve PSD prodotte sono state unimodali per R = 5, 10 e 15, 
mentre per R = 20 i picchi sono diventati due. Il secondo picco, spostato verso un range 
dimensionale maggiore, è molto più rappresentativo della distribuzione delle nanoparticelle. 
Le dimensioni medie, invece, sono cresciute all’aumentare di R.  
Considerando i seguenti esiti, è stato possibile ipotizzare un adsorbimento del dsRNA sulla 
superficie delle nanoparticelle, oltre ad un fenomeno di incapsulamento. Un’ulteriore 

conferma di ciò, è arrivata dalla valutazione dell’efficacia di incapsulamento e adsorbimento. 
Per valori di R inferiori a 20, infatti, l’efficienza è stata superiore al 93% (sia nel caso di 50 
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che di 100 μg iniziali di acidi nucleici) con un quantitativo residuo di dsRNA compreso tra 4 e 

5 μg. Con tali valori è stato possibile appurare l’effettiva formazione di legami tra il chitosano 

e il dsRNA. 
Per ciò che concerne la capacità di re-dispersione, invece, incrementando R si è notata una 
difficoltà sempre maggiore nel risospendere le CNPs contenute nelle Eppendorf. 

Durante la seconda fase sono state svolte una serie di prove sperimentali al fine di studiare il 
rilascio del dsRNA dalle nanoparticelle di chitosano. I nanocarriers sono stati sintetizzati 
utilizzando esclusivamente un valore di R pari a 15. É stato necessario svolgere una serie di 
studi preliminari al fine di mettere a punto la migliore tecnica di studio.  

I risultati ottenuti dai test preparatori hanno consentito di affermare che la solubilizzazione del 
chitosano nel sodium acetate buffer, in un sistema costituito da una concentrazione di tale 
macromolecola pari a 3 g/L,  risulta ottima già dopo 20 minuti.  
Un altro aspetto preso in esame è stato quello legato alla degradazione del dsRNA nudo, 
dissolto in sistemi a pH differenti. Monitorando il comportamento di tale molecola durante 
l’arco di 48 ore, e controllando in particolar modo la variazione di A260, si è potuto constatare 
che non sussiste nessun fenomeno degradativo, indipendentemente dal pH dell’ambiente. I 
sistemi presi in considerazione sono stati: due soluzioni tampone con pH pari a 4 e 6, la NFW 
e una soluzione caratterizzata da sodium acetate buffer e solfato di sodio 50 mM. 
Infine si è svolta un’analisi per verificare l’eventuale degradazione delle nanoparticelle di solo 

chitosano. Queste ultime, dopo la sintesi, non state sottoposte a centrifugazione. Nuovamente, 
monitorando le CNPs e la loro assorbanza a 260 nm  per 48 ore, è stato possibile appurare che 
i fenomeni di degradazione, anche se presenti, non risultano così rapidi da deteriorare in 
maniera significativa i nanocarriers. 

Per ciò che concerne lo studio di rilascio vero e proprio, esso è stato svolto in NFW e in due 
soluzioni tampone con pH uguale a 4 e 6. Le CNPs con il dsRNA legato, dopo la fase di 
sintesi, sono state sottoposte a centrifugazione e re-dispersione in 500 μL dei sistemi poc’anzi 

descritti. La durata della prova è stata di 48 ore nel caso delle soluzioni tampone e di 72 ore 
nel caso della NFW. 
Attraverso i risultati conseguiti, è stato possibile confermare l’ipotesi di adsorbimento: valori 
di assorbanza alti per t = 0 hanno permesso di dimostrare la presenza del dsRNA sulla 
superficie delle nanoparticelle. Per quanto riguarda l’efficacia di solo incapsulamento del 

dsRNA, infatti, si è ottenuto un valore di 0,324 nel caso di CNPs re-disperse in NFW (si tratta 
di un dato poco elevato). 

In tutte e tre le situazioni prese in esame, c’è stato il rilascio del dsRNA. Nonostante ciò, è 

stata evidente la differenza tra i valori di assorbanza a 260 nm relativi alla soluzione con pH 6 
rispetto a quelli degli altri due sistemi.  
Per la NFW e per la soluzione a pH 4 l’andamento dell’A260 nell’arco di 48h è risultato molto 

simile (anche in termini di valori) e il rilascio è avvenuto principalmente durante le prime due 
ore. 
Per il sistema a pH 6 è emerso un rilascio molto basso di acidi nucleici, con dei valori molto 
alti di A260: tale comportamento è stato spiegato tenendo in considerazione la bassa 
protonazione delle nanoparticelle di chitosano, con il conseguente rilascio e desorbimento 
immediato del dsRNA. 

L’ultima fase di studio si è focalizzata sullo svolgere una serie di analisi qualitative 
sull’estratto fogliare, sia con che senza dsRNA. Tale composto è stato studiato a diluizioni 
differenti. 
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Al termine delle prove si è concluso che, in assenza di acidi nucleici, gli spettri d’assorbanza 

assumono valori più piccoli al crescere del fattore di diluizione: tale aspetto potrebbe risultare 
estremamente utile per evitare la sovrapposizione dell’assorbanza a 260 nm quando presente 

del dsRNA; d’altro canto una diluizione eccessiva porterebbe ad avere praticamente solo 
acqua vanificando lo studio sull’estratto fogliare.  

Con l’aggiunta del dsRNA sono invece stati evidenti i picchi di assorbanza a 260 nm, e 
dunque l’interferenza tra l’estratto fogliare e gli acidi nucleici a quella lunghezza d’onda non 

è stata così marcata. 
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Lista dei simboli  
 
A260     Assorbanza a 260 nm 
C     Concentrazione 

D     Coefficiente di diffusività 
k    Costante di Boltzmann 

l     Cammino ottico  
m     Coefficiente angolare della retta di taratura 

UE     Mobilità elettroforetica 
ε     Costante dielettrica 

ελ     Coefficiente di assorbimento molare 
ζ     Potenziale Zeta 

η     Viscosità 
ν     Efficacia di incapsulamento ed adsorbimento 
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Abbreviazioni 
 
CNPs    Nanoparticelle di chitosano 
DD     Grado di deacetilazione 

DF     Fattore di diluizione 
DLS     Dynamic Light Scattering  

dsRNA     Double stranded RNA 
FTIR    Spettroscopia infrarossa a trasformata di Fourier  

IPSP     Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante 
MW      Peso molecolare 

NPs     Nanoparticelle 
PCL       Policaprolattone 

PLA     Acido polilattico 
PLG     Acido poliglicolico 

PMMA    Poli(metil metacrilato)  
PTGS     Post-Transcriptional Gene Silencing 

PSD    Particle Size Distribution 
PVA     Alcool polivinilico  
R       Rapporto massico tra chitosano e dsRNA 

RNAi     RNA-interference 
siRNA      Short interfering RNA 

TPP     Tiamina pirofosfato 
XPS      Spettroscopia fotoelettronica a raggi-X  

ZP        Potenziale Zeta  
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