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1. Introduzione e scopo del lavoro 
 
 
Nell’ultimo secolo lo sviluppo industriale e tecnologico ha determinato un cambiamento 
radicale nelle abitudini di vita degli esseri umani, portando a fenomeni come l’aumento della 
popolazione, il consumismo incontrollato e lo spreco di risorse ambientali ed energetiche. A 
questo si aggiunge anche il grave fenomeno di dispersione di inquinanti nell’ambiente, sia a 
causa di processi industriali e agricoli, sia a causa di attività della vita quotidiana. Pesticidi, 
erbicidi, prodotti petroliferi, composti chimici derivanti da farmaci, acque esauste di processi 
industriali, ma anche tensioattivi, detergenti, cosmetici, polveri, vernici: tutti questi prodotti 
sono potenziali inquinanti ambientali, soprattutto se entrano nel processo metabolico di 
microrganismi e animali, inquinando l’intero ciclo alimentare.1 

Da questo nasce la necessità di monitorare continuamente la presenza di questi composti tossici 
e inquinanti, nel suolo, nelle acque e nell’aria nel minore tempo possibile, idealmente in tempo 
reale: i biosensori possono rappresentare una soluzione a queste esigenze.2 

Questi dispositivi sono dei sensori dotati di un elemento di riconoscimento che rileva nel 
sistema analizzato la presenza di uno specifico analita a cui è sensibile; l’elemento di 
riconoscimento si trova in diretto contatto con un trasduttore, il cui compito è quello di 
trasformare l’informazione acquisita in un segnale utile.3 

Gli elementi biologici di riconoscimento possono essere molteplici, come enzimi, proteine, 
cellule, microrganismi o tessuti: in particolare i microrganismi sono ottimi candidati per questa 
funzione, grazie alle loro capacità di adattamento genetico e alla resistenza ad intervalli ampi 
di pH e temperatura, che li rende idonei a vari sistemi.4 I batteri in genere vengono impiegati 
per il rilevamento di composti tossici o metalli pesanti, sfruttando segnali come la 
bioluminescenza, proprietà intrinseca di alcuni batteri aventi il gene lux,5 la fluorescenza, 6 o i 
processi metabolici che comportano il consumo di ossigeno e la produzione di CO2.7 

Esistono diversi modi per immobilizzare l’elemento biologico al fine di costituire il biosensore, 
sia fisici che chimici;8 tra questi, gli idrogeli rappresentano materiali adatti a tale compito.  
Gli idrogeli sono polimeri idrofili reticolati che in un ambiente acquoso trattengono elevate 
quantità di acqua, rigonfiandosi. Inoltre, sono biocompatibili, e possono derivare da materiali 
naturali o sintetici. Questi dispositivi trovano già numerose applicazioni, in campo medico, 
biologico ed elettronico, e negli ultimi decenni hanno avuto un crescente successo anche nella 
biosensoristica.9 
Il vantaggio degli idrogeli, oltre a creare una struttura di sostegno per l’elemento biologico, 
risiede nella capacità di assorbire elevate percentuali d’acqua, permettendo la diffusione delle 
biomolecole, sia per una efficace interazione tra biosensore e analita, sia per gli eventuali 
nutrienti e metaboliti, nel caso in cui l’elemento biologico sia costituito da cellule vive.10  
 
In questo lavoro di tesi si è svolto uno studio preliminare per mettere a punto un biosensore 
sensibile alla presenza di metalli pesanti in un sistema acquoso, in particolare a ioni di Fe3+, 
tramite l’impiego di un idrogelo a base di polietilenglicole (PEG) con intrappolato 
Pseudomonas fluorescens, un batterio gram-negativo, che in carenza di ferro produce un 
sideroforo fluorescente, la pioverdina.6 
Per la prima parte di questo lavoro sperimentale sono state condotte prove di fotoreticolazione 
con luce visibile di idrogeli, a partire da diverse miscele di pre-polimero di polietilenglicole-
dimetacrilato (PEGDMA) e polietilenglicole-metacrilato (PEGMA), fotoiniziatore e acqua. Gli 
idrogeli sono stati caratterizzati con prove reologiche in tempo reale durante la 
fotoreticolazione, e i reticoli essiccati sono stati testati in spettroscopia FTIR-ATR, con analisi 
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termiche dinamo-meccaniche (DMTA), test di calorimetria a scansione differenziale (DSC), 
prove di swelling, prove di %gel e calcolo della densità di reticolazione.  
Dopodiché si è valutata la biocompatibilità, nei confronti del batterio P. fluorescens, dei singoli 
componenti impiegati nel sistema di fotoreticolazione, quali la radiazione luminosa, il pre-
polimero, il fotoiniziatore, sia in condizioni di irraggiamento che non, e anche la 
biocompatibilità degli idrogeli polimerici caratterizzati in precedenza, sia lavati che non lavati 
con un tampone acquoso. Infine, si è proceduto alla reticolazione degli idrogeli in presenza dei 
microrganismi: in questo caso è stata valutata la cinetica di reticolazione tramite reologia in 
tempo reale, le proprietà termiche e meccaniche dell’idrogelo tramite DMTA ed è stata testata 
la biocompatibilità della reazione di reticolazione, nonché l’eventuale rilascio dei 
microrganismi da parte dell’idrogelo stesso, per verificare se l’intrappolamento con il sistema 
scelto sia efficace o meno.  
Nei primi capitoli di questo elaborato si tratta in generale la fotopolimerizzazione, cioè la 
tecnica utilizzata in questo lavoro sperimentale per ottenere gli idrogeli polimerici, si discutono 
i vari tipi di idrogeli polimerici, in particolare quelli fotoreticolati, dopodiché si descrivono i 
biosensori e le loro applicazioni, con particolare attenzione a quelli basati sull’impiego di 
microrganismi e di idrogeli polimerici. Successivamente si descrivono i materiali e i metodi 
utilizzati durante questo lavoro sperimentale e infine si discutono i risultati ottenuti.  
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2. La fotopolimerizzazione 
 
 
La fotopolimerizzazione ha iniziato a svilupparsi alla fine degli anni ’60 ed ha avuto in breve 
tempo un successo crescente in diversi campi di applicazione.11 

La fotopolimerizzazione è un processo di polimerizzazione attivato da una radiazione di tipo 
luminoso, come la luce visibile, i raggi UV e IR, oppure ad alta energia, come i raggi g e i fasci 
di elettroni.12 

Il sistema reagente implica la presenza di molecole capaci di assorbire energia dalla radiazione 
e di dare vita a specie reattive che innescano la polimerizzazione di monomeri o oligomeri. I 
monomeri/oligomeri polimerizzabili per via fotochimica sono dotati di gruppi funzionali 
reattivi capaci di polimerizzare per addizione a catena o per condensazione.13 
Se i reagenti sono monofunzionali la fotopolimerizzazione è volta alla formazione di 
termoplastici, ovvero costituiti da catene polimeriche lineari o leggermente ramificate, che 
interagiscono tra loro con forze di legame secondarie; se invece vi sono più gruppi funzionali, 
questi possono innescare una reticolazione dove le catene polimeriche sono collegate da legami 
chimici covalenti, per cui il materiale risultante è un termoindurente, che non può essere fuso o 
solubilizzato.13 

La fotopolimerizzazione può avvenire attraverso due meccanismi: condensazione o addizione. 
La fotopolimerizzazione per condensazione implica una crescita a stadi delle catene 
polimeriche, per successive reazioni di fotocondensazione; la fotopolimerizzazione per 
addizione prevede, invece, l’eccitazione per via fotochimica di un fotoiniziatore che genera 
specie reattive capaci di interagire con i monomeri, che polimerizzano per via radicalica o per 
via ionica: nel primo caso il fotoiniziatore dà vita a radicali liberi che innescano la 
polimerizzazione per addizione radicalica, nel secondo caso la specie attiva è uno ione.14 

Di seguito si approfondisce la fotopolimerizzazione per addizione radicalica, ovvero il tipo di 
polimerizzazione adottato in questo lavoro di tesi e che rappresenta la tecnica fotochimica 
maggiormente impiegata in varie applicazioni commerciali.  

 
2.1 Fotopolimerizzazione per addizione radicalica  
La fotopolimerizzazione per addizione radicalica è una tecnica ampiamente diffusa per 
applicazioni commerciali, come la realizzazione di rivestimenti e vernici,15 di materiali per 
l’elettronica16, nello stampaggio 3D17 o in campo biomedico per la realizzazione di idrogeli per 
il rilascio di farmaci18 e per l’intrappolamento cellulare.19 

Come già detto, in questo caso l’interazione tra la radiazione e il fotoiniziatore determina la 
formazione di radicali liberi, che attaccano monomeri o oligomeri insaturi sul doppio legame 
presente nel gruppo funzionale.20 In Figura 2.1 è presentato uno schema del processo, dove PI 
è il fotoiniziatore, R• il radicale formato e M il monomero.   
Nella fase iniziale il fotoiniziatore assorbe la radiazione incidente e genera due radicali, dei 
quali solitamente uno solo è attivo nella fase di iniziazione della polimerizzazione; il radicale 
formatosi per via fotochimica attacca un monomero per formare una nuova specie radicalica. 
In seguito, si ha la propagazione della reazione radicalica, con le catene polimeriche che 
crescono rapidamente aggiungendo alle terminazioni radicaliche nuovi monomeri. Infine la 
terminazione può avvenire per accoppiamento di due catene radicaliche, o per disproporzione 
con spegnimento dei radicali.21 
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Nel caso reale è anche possibile che la catena polimerica radicalica si spenga per estrazione di 
idrogeno da una seconda catena polimerica, con conseguente trasferimento della specie 
radicalica a quest’ultima.20 

 
 

 

2.2 Iniziazione fotochimica e fotoiniziatori 
Con il termine fotoiniziatore si intende un additivo che assorbe la radiazione luminosa e 
permette l’iniziazione della polimerizzazione quando la resa quantica nella produzione dei 
radicali è sufficientemente elevata.20 

La scelta di tale molecola è di fondamentale importanza per l’ottenimento e l’ottimizzazione 
del prodotto finale desiderato. Il fotoiniziatore deve essere, infatti, adatto al sistema che deve 
essere polimerizzato, e.g. nel caso della produzione di idrogeli è necessario che questo sia 
idrosolubile. È poi necessario che la molecola assorba nell’intervallo di lunghezze d’onda in 
cui emette la sorgente luminosa utilizzata per il processo: nella maggior parte dei casi 
applicativi la radiazione utilizzata è quella ultravioletta ma, soprattutto nel campo bio, è spesso 
preferibile utilizzare luce visibile, in quanto la radiazione è meno energetica dell’UV e non 
danneggia le cellule viventi. Molti fotoiniziatori presentano poi problematiche legate alla 
tossicità e quindi non sono adatti ad applicazioni legate al campo biologico.  
La vita dello stato eccitato PI* è molto breve e la specie tende rapidamente (in meno di 10- 6 s) 
a diseccitarsi. PI* può stabilizzarsi per emissioni di luce o calore, tornando allo stato 
fondamentale PI, può formare radicali e spegnersi con l’ossigeno presente nell’ambiente o con 
eventuali specie additivate capaci di spegnere radicali, oppure può dare scissione omolitica per 
formare radicali liberi molto reattivi.22 

Fig. 2. 1: Schema della fotopolimerizzazione per addizione radicalica 
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Dal punto di vista della reazione chimica, l’assorbimento della radiazione può determinare la 
formazione di radicali in due modi possibili: in un primo caso una specie chimica assorbe la 
radiazione, si eccita e si decompone in radicali in modo omolitico (fotoiniziatori di tipo Norrish 
I), i radicali formati dal fotoiniziatore sono generati per scissione intramolecolare in posizione 
a; in un secondo caso, la prima specie chimica eccitata è un fotosensibilizzante che rilascia 
energia ad una seconda specie chimica, la quale allora dà via alla formazione di radicali per 
trasferimento di idrogeno intermolecolare (fotoiniziatori di tipo Norrish II). Quale sia la via 
preferita da un sistema fotoiniziato non è ben chiara e probabilmente si attivano entrambi i 
meccanismi di iniziazione.20 

Il meccanismo intramolecolare è tipico di composti arilchetonici, dove si ha rottura omolitica 
del legame tra il carbonile C=O e il carbonio in posizione a rispetto ad esso. Nel caso 
intermolecolare, tipico di chetoni aromatici, il radicale strappa un idrogeno da una molecola 
donatrice, come un’ammina terziaria.20 I due meccanismi sono schematizzati nella Figura 2.2. 
 

 
Fig. 2. 2: Scissione omolitica intramolecolare per scissione in a (a) o intermolecolare per trasferimento di 

idrogeno (b). (Figura parzialmente modificata da [14]) 

 
Dei radicali formati dalle reazioni di scissione omolitica, solo un radicale risulta efficace 
nell’iniziazione della polimerizzazione radicalica: per la scissione intramolecolare il radicale 
carbonile aromatico, per quella intermolecolare il radicale amminico. Gli altri radicali possono 
incorrere ad accoppiamenti o possono essere influenti nella fase di terminazione delle catene.20 

L’iniziazione avviene frequentemente grazie alla presenza di un fotoiniziatore nel sistema, ma 
non è l’unica opzione; potrebbe essere il monomero stesso ad eccitarsi e a generare i radicali 
per via omolitica, come di seguito riportato:  
 

M + hn à M* 

 

M* à R • + R’ • 

 
Questo meccanismo è comunque limitato a monomeri sensibili alla radiazione UV, in cui il 
doppio legame è coniugato con altri gruppi, come stirene, metilmetacrilato, che assorbono 
radiazioni con lunghezza d’onda tra 300-325 nm.20 

 
2.3 Vantaggi della fotopolimerizzazione  
L’impiego di radiazioni luminose o ad alta energia per iniziare la reazione di polimerizzazione 
permette applicazioni interessanti. Con questa tecnica è possibile confinare le zone che devono 
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subire reticolazione, come avviene in litografia, o si può monitorare il procedere della 
reticolazione, semplicemente accendendo o spegnendo la fonte luminosa. Inoltre, un grande 
vantaggio deriva dal poter condurre una polimerizzazione rapida anche in condizioni ambiente, 
evitando di raggiungere temperature elevate: ciò comporta un notevole risparmio di tempo ed 
energia ed estende l’insieme dei materiali utilizzabili anche a quelli che non possono essere 
processati a temperature elevate, garantendo così una versatilità del processo.20 

 

2.4 Limiti della fotopolimerizzazione 
Uno dei maggiori limiti della fotopolimerizzazione è legato alla scarsa capacità di penetrazione 
della luce in spessori elevati, per cui questa tecnica è ristretta alla realizzazione di oggetti che 
si sviluppano principalmente in due dimensioni, come film e rivestimenti.20 La stampa 3D in 
parte risolve questo problema, poiché la formatura avviene strato per strato, ed è possibile 
sfruttare la localizzazione della reazione per poi ottenere un oggetto tridimensionale.  
Un altro limite della fotopolimerizzazione radicalica è l’inibizione dovuta all’ossigeno presente 
nell’ambiente, perché come già detto l’ossigeno può spegnere i radicali formati dal 
fotoiniziatore, impedendo un’efficiente iniziazione della reazione. Questo problema può essere 
superato effettuando la polimerizzazione in atmosfera inerte o in vuoto, oppure additivando il 
sistema reattivo con molecole più affini all’ossigeno che lo legano a sé prima che inibisca i 
radicali del fotoiniziatore.23 

Infine un altro limite riguarda i sistemi contenenti acrilati, fotopolimerizzati per addizione 
radicalica, che dopo polimerizzazione sono soggetti a ritiri volumetrici che vanno dal 5 al 20%, 
e che determina un notevole limite in determinate applicazioni, ad esempio nei rivestimenti, 
poiché implica il distacco dal substrato del materiale fotopolimerizzato. Al contrario, sistemi a 
base di composti epossidici che polimerizzano per apertura di anello, attivata per via cationica, 
hanno un ritiro volumetrico di solo 1-2% ed inoltre questi sistemi non sono soggetti ad 
inibizione da parte dell’ossigeno.24 
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3. Idrogeli polimerici: tipologie ed applicazioni 
  
 
Gli idrogeli sono reticoli polimerici idrofili, che in un ambiente acquoso si rigonfiano per 
assorbimento, trattenendo elevate quantità di acqua. La ricerca su questi particolari materiali è 
in continua evoluzione, e ha dato vita a numerose applicazioni interessanti, in campo medico, 
biologico ed elettronico. Recentemente hanno anche avuto ampio successo nella 
biosensoristica, ad esempio per rapide valutazioni chimico-fisiche dei componenti ambientali.9 

 

3.1 Idrogeli polimerici  
Un idrogelo è un materiale polimerico idrofilo in grado di cambiare notevolmente le sue 
proprietà chimico-fisiche quando posto in un ambiente acquoso.25 La proprietà macroscopica 
più caratterizzante di questi materiali è la capacità di rigonfiamento (in inglese swelling) in 
seguito all’assorbimento di un solvente acquoso.26  
Le molecole d’acqua penetrano il network polimerico e forniscono al materiale la sua struttura 
rigonfiata: il materiale rigonfiato ha una consistenza gommosa, dovuta all’elevata quantità di 
acqua: l’idrogelo è dunque costituito dal reticolo polimerico insolubile e dall’acqua da esso 
trattenuta.  
Non appena l’assorbimento ha inizio, le prime molecole di acqua che entrano nel gel polimerico 
interagiscono con i gruppi ad elevata polarità e idrofilia (primary attached water). Dopo 
l’idratazione del reticolo polare, l’idrogelo comincia a rigonfiare e le porzioni idrofobe del 
reticolo indeboliscono le interazioni tra loro fino ad annullarle, cosicché l’acqua possa penetrare 
nel reticolo (secondary attached water). Questi due primi meccanismi sono dovuti all’acqua 
che si lega al reticolo. Infine, quando tutti i gruppi polari, non polari e ionici sono saturi, il 
volume libero rimanente viene riempito da altra acqua (free water).27  
La reticolazione, e la sua densità, sono il principale fattore determinante il rigonfiamento e il 
comportamento meccanico del materiale: il reticolo difatti rappresenta la struttura portante 
dell’idrogelo, che deve idratarsi senza dissolversi nel solvente; può essere ottenuto con legami 
idrogeno tra le catene, forze intermolecolari di Van der Waals, forze coulombiane, legami 
covalenti o entanglements e contiene gruppi come carbossili, ammidi o idrossili, che rendono 
il materiale idrofilo.28, 29 

Gli idrogeli possono essere sintetizzati in varie forme, come micro o nanoparticelle, film e 
rivestimenti,30 a partire sia da materiali naturali che da materiali sintetici. Devono peraltro 
essere materiali biocompatibili, al fine di evitare il rischio di tossicità per cellule e 
microrganismi, garantire la permeazione di ossigeno, nutrienti e metaboliti, ed essere in grado 
di biodegradarsi, soprattutto quando vengono impiegati nell’ingegneria tissutale, dove devono 
permettere la rigenerazione del nuovo tessuto, e nel rilascio di farmaci, dove la matrice deve 
decomporsi gradualmente per un rilascio controllato.27, 31 
La possibilità di inglobare e permeare una fase acquosa in un reticolo polimerico, la 
biocompatibilità dei materiali impiegati e la sensibilità agli stimoli dell’ambienti esterni hanno 
reso gli idrogeli interessanti dispositivi nel campo dei biomateriali, ad esempio per la 
realizzazione di sistemi per il rilascio di farmaci,28 di impianti tissutali32 o di biosensori.33 

 
3.2 Classificazione degli idrogeli 
Esistono vari modi per classificare gli idrogeli, in base al metodo di preparazione (omopolimeri 
e copolimeri), se è presente una distribuzione di carica (ionici, non ionici, anfoteri), in base alla 
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natura del materiale (naturali o sintetici), in base all’ordine strutturale (amorfi, cristallini, 
semicristallini). Di seguito è presentata una classificazione degli idrogeli in base alla natura del 
materiale di base. 
 
3.2.1 Idrogeli naturali 
Vengono definiti idrogeli naturali sostanze tipo la gomma naturale, gli acidi nucleici, le proteine 
come la fibrina, i polipeptidi come il collagene e i polisaccaridi come gli alginati, l’acido 
ialuronico e la cellulosa.  
Sono frequentemente impiegati nell’ambito dell’ingegneria tissutale, per l’elevata 
biocompatibilità: le loro proprietà meccaniche sono paragonabili a quelle dei tessuti, la loro 
porosità favorisce l’infiltrazione di cellule e nutrienti e la loro complessa composizione 
molecolare favorisce l’adesione delle cellule e la loro proliferazione.34 

Gli idrogeli a base di polisaccaridi sono biomateriali molto interessanti, grazie alla loro diversità 
strutturale, alla elevata biodegradabilità e alla similitudine con la matrice extracellulare (ECM) 
dei sistemi biologici.35 Nonostante la grande vastità di polisaccaridi presenti in natura, solo 
alcuni di loro sono effettivamente impiegati nell’ambito della ricerca biomedica, soprattutto per 
via delle regolamentazioni nel campo dei biomateriali che ne limitano l’impiego. Tra questi 
l’acido ialuronico (HA) riveste un ruolo di preminenza: prodotto dalle cellule come un polimero 
lineare, è un componente della matrice extracellulare che regola l’idratazione e le proprietà 
elastiche dei tessuti connettivi ed epiteliali; ha un carattere anionico che permette interazioni 
elettrostatiche con altri componenti, e di conseguenza la possibilità di ritrovare l’acido 
ialuronico in diverse forme, come idrogelo, liquido viscoelastico, o fibre.36 

Questo materiale è applicato nell’ingegneria genetica e tissutale: i suoi idrogeli possono essere 
impiegati come filler plastici, scaffolds per cellule staminali37 e per la rigenerazione di tessuto 
osseo, cartilagineo38 e nervoso.39  
A titolo d’esempio si cita uno studio del 2003, in cui la Prof.ssa Özgenel ha valutato gli effetti 
dell’acido ialuronico nella riparazione e rigenerazione di nervi periferici di ratti adulti: i nervi 
trattati con acido ialuronico hanno dimostrato una riduzione delle cicatrici perineurali e la 
possibilità di rigenerazione.40 

Nel 2012, Purcell et al. hanno sviluppato un idrogelo iniettabile a base di acido ialuronico per 
il rilascio di cellule stromali per la stimolazione della chemiotassi (ovvero la migrazione di 
batteri e cellule in risposta a certe sostanze chimiche presenti nell’ambiente) di cellule del 
midollo spinale sul miocardio per la cura dell’infarto. I risultati dello studio sono stati 
soddisfacenti, sia in vitro che in vivo, nel trattamento di infarti nei topi.41 

Gli idrogeli a base di proteine sono costituiti da proteine derivanti dalla matrice extracellulare. 
La loro attività biologica li rende ottimi candidati per il rilascio di farmaci e per 
l’intrappolamento cellulare (impiegato per terapie cellulari42 e medicina rigenerativa43). Le 
proteine tendono naturalmente ad autoassemblarsi per formare un gel reticolato, a seconda delle 
condizioni esterne di pH e temperatura.44 

Il collagene è la proteina più abbondante nei mammiferi, tra i biomateriali naturali più usati in 
applicazioni biomediche.45 

Per ottenere idrogeli, il collagene viene in genere disciolto in un acido e una volta che la 
reazione è neutralizzata i monomeri di collagene si assemblano in fibre con l’aumentare della 
temperatura e formano un idrogelo reticolato fisicamente.46 

Aumentando eccessivamente la temperatura (oltre i 37 °C), aumenta la velocità di formazione 
del gel, che determina fibre dal diametro più piccolo e una porosità minore; inoltre uno dei 
maggiori limiti degli idrogeli a base di collagene sono le scarse proprietà meccaniche, in quanto 
la reticolazione è di natura fisica e non chimica.47 
 



 9 

3.2.2 Idrogeli sintetici 
Gli idrogeli sintetici hanno trovato moltissime applicazioni in campo scientifico e tecnologico. 
Il loro maggiore vantaggio è la possibilità di standardizzare e monitorare la sintesi ed ottenere 
una riproducibilità dei risultati. Molti materiali sintetici usati per la sintesi di idrogeli risultano 
biocompatibili, permettendo il loro impiego anche in campo medico e biologico.9 Il 
polivinilalcol (PVA)48 e il polietilenglicole (PEG)49 sono tra i polimeri più usati in questo 
ambito, principalmente per la realizzazione di scaffolds ed impianti tissutali.  
Sono anche stati sintetizzati idrogeli ibridi tra materiali sintetici e materiali naturali, attraverso 
copolimerizzazione o graffaggio, per ottenere funzionalità particolari per specifiche 
applicazioni.50 

 

3.2.3 Idrogeli compositi 
Gli idrogeli possono essere caricati per ottenere dei materiali compositi reattivi a specifici 
stimoli, ad esempio idrogeli fotoattivi, conduttivi o semplicemente con migliori proprietà 
meccaniche.9 

Esistono vari esempi di studi condotti per lo sviluppo di sistemi compositi a base di idrogeli e 
di seguito se ne riportano alcuni.  
Nel 2014 Qu et al. hanno realizzato degli idrogeli compositi conduttivi a base di alginato di 
sodio e grafite. L’alginato di sodio è un polielettrolita anionico che forma facilmente idrogeli 
tramite Ca2+; disperdendo omogeneamente una micropolvere di grafite nella miscela reagente 
ed in seguito all’interazione tra l’alginato e gli ioni di calcio è stato ottenuto l’idrogelo 
composito, il cui rigonfiamento dipende fortemente dal contenuto di grafite. Il metodo risulta 
efficace e particolarmente semplice dal punto di vista operativo.51 

In un recente studio sono stati sviluppati idrogeli a base di polietilenglicole diacrilato (PEGDA) 
caricati con nanoparticelle di un’argilla sintetica (laponite). La nanocarica ha migliorato 
notevolmente le proprietà meccaniche dell’idrogelo tridimensionale e ha favorito l’adesione di 
cellule sul polimero.52 

Un recentissimo studio condotto da Wang et al. è invece stato svolto per intrappolare 
nanocristalli di cellulosa funzionalizzati in superficie con molecole di un fotoiniziatore, l’ossido 
di bis(acil)fosfina BAPO, per ottenere una reticolazione efficace di una matrice a base di PEG 
attraverso stampaggio 3D. L’idrogelo risultante ha elevate proprietà meccaniche che gli 
permettono di mantenere la forma data ed inoltre presenta elevato rigonfiamento in acqua.53 

 

3.3 Metodi di sintesi degli idrogeli 
Gli idrogeli polimerici possono essere sintetizzati sia per reticolazione fisica che chimica: nel 
primo caso il reticolo si forma grazie all’interazione tra le catene polimeriche tramite legami 
secondari o entanglements,54, 55, 56 nel secondo caso invece esistono veri e propri legami 
covalenti o ionici tra le diverse catene.57, 58, 59 

Di seguito vengono elencati i principali meccanismi dei due tipi di reticolazione. 

 
3.3.1 Reticolazione chimica 
La reticolazione chimica determina la creazione di legami tra le catene polimeriche, con 
conseguente formazione di un idrogelo permanente. La reticolazione chimica può avvenire sia 
per reazione tra gruppi funzionali attivati appartenenti alle singole catene, sia grazie all’impiego 
di agenti reticolanti con basso peso molecolare.  
Le principali reazioni chimiche coinvolte sono: 



 10 

 
- Reazione di condensazione: i poliesteri e le poliammidi, polimeri spesso ottenuti per 

reazioni di condensazione dei gruppi funzionali del tipo -OH o -NH2 con acidi 
carbossilici, possono essere reticolati se le catene sono dotate di gruppi funzionali 
reattivi su entrambi i lati.60 

 
- Addizione di Michael: è una reazione di addizione nucleofila di un carbanione o un 

nucleofilo (come tioli e ammine) all’insaturazione tra i carboni a e b di un composto 
carbonilico (come mostrato schematicamente in Figura 3.1);61 è una reazione molto 
selettiva sotto condizioni fisiologiche e non coinvolge reagenti e prodotti tossici. Viene 
principalmente impiegata in campo biomedico per sintesi in situ ad esempio tra un tiolo 
e un vinile.62 

 

 
Fig 3. 1: Addizione di Michael per la formazione in situ di un idrogelo [61] 

 
- Reazione click: è una reazione catalizzata da Cu(I) tra azoturi e acetileni terminali, 

simile alle reazioni che avvengono in natura dove a partire da molecole di base si 
formano molecole molto complesse. È una reazione ampiamente usata in campo 
biomedico poiché priva di tossicità e molto rapida.63 

 
- Reticolazione assistita da enzimi: gli enzimi consentono la formazione dei legami 

covalenti tra le catene; gli idrogeli a base di PEG sono tra i più comuni idrogeli prodotti 
per via enzimatica. Ad esempio, in uno studio del 1997, è stato possibile ottenere un 
reticolo di PEG tramite l’enzima transglutaminasi, aggiunto ad una soluzione di 
copolimero di lisina e fenilalanina e di PEG arricchito con gruppi glutaminici.33 

 
- Fotoreticolazione: i polimeri metacrilati possono essere fotoreticolati in presenza di un 

fotoiniziatore; questi sistemi sono ideali per realizzare dispositivi iniettabili, in cui la 
soluzione di precursore è iniettata nel corpo e successivamente irradiata con luce visibile 
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(o UV, ma non è preferibile poiché aggressiva con le cellule viventi), favorendo la 
formazione del reticolo (come mostrato in Figura 3.2). Le maggiori limitazioni sono 
dovute alla possibile tossicità di alcuni fotoiniziatori, alla formazione di radicali durante 
la reazione e all’esposizione prolungata alla fonte luminosa.64 

 

 
Fig 3. 2: Fotoreticolazione del polietilenglicole-dimetacrilato (PEGDMA) [61] 

 
3.3.2 Reticolazione fisica 
La possibilità di realizzare dei reticoli polimerici attraverso i soli legami fisici permette di 
escludere l’utilizzo di agenti reticolanti, spesso impiegati nella reticolazione chimica, che 
talvolta possono causare problemi di tossicità.65 

I possibili meccanismi di interazione fisica sono: 
 

- Interazione coulombiana: qualora siano coinvolti polimeri carichi elettrostaticamente, 
questi possono interagire grazie alle cariche opposte, come accade con l’alginato, un 
polisaccaride anionico che viene reticolato inserendo nella sua miscela cationi tipo Ca2+, 
Mg2+ e Ba2+. Le proprietà meccaniche di questi reticoli possono essere controllate 
variando la concentrazione e il tipo di cationi aggiunti.66 

 
- Cristallizzazione: nel caso del polivinilalcol (PVA) il reticolo viene formato attraverso 

un processo di congelamento e successivo scongelamento di una soluzione acquosa del 
polimero; in questo modo si forma un gel forte ed altamente elastico.67 

 
3.4 Idrogeli fotoreticolati 
Tra tutti i sistemi possibili descritti finora, si è scelto di approfondire il caso degli idrogeli 
ottenuti per fotoreticolazione.  
La fotoreticolazione è usata per convertire un liquido di monomero o pre-polimero in un 
idrogelo grazie ad una polimerizzazione radicalica, in condizioni ambiente o fisiologiche. Come 
indicato nel capitolo 2, la luce visibile o UV può interagire con composti sensibili alle radiazioni 
chiamati fotoiniziatori, al fine di formare dei radicali liberi che inizino la polimerizzazione di 
reticolazione. I vantaggi di questa tecnica risiedono nella possibilità di controllare sia 
spazialmente che temporalmente l’avanzamento della polimerizzazione, in quanto fortemente 
dipendente dalla radiazione luminosa, nella rapidità della reazione, che può protrarsi al più per 
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qualche minuto, e il vantaggio di poter operare in condizioni di temperatura ambiente senza 
produzione eccessiva di calore.68 

Come già menzionato, la fotoreticolazione degli idrogeli può essere impiegata in campo medico 
per iniezioni in situ, permettendo di formare strutture complesse che si adattino al meglio ai 
tessuti, in particolari condizioni di temperatura e pH ed assenza di elementi tossici.  
In questi sistemi, i fotoiniziatori hanno un ruolo chiave e devono essere biocompatibili, solubili 
in acqua e stabili; i più comuni fotoiniziatori impiegati in applicazioni biomediche e 
biotecnologiche sono composti aromatici carbonilici, tra cui alcuni composti chetonici. 
I polimeri fotoreticolabili sono polimeri solubili in acqua che abbiano due o più gruppi 
funzionali reattivi, come le miscele dei diacrilati e dimetacrilati del PEG.69 

 

3.4.1 Idrogeli fotoreticolati a base di PEG  
Gli idrogeli a base di polietilenglicole possono essere fotoreticolati qualora contengano dei 
gruppi funzionali acrilati e metacrilati. Questi materiali sono adatti per realizzare 
l’intrappolamento di cellule e microrganismi o membrane biomimetiche: la loro chimica e le 
loro proprietà possono essere variate e controllate attraverso il peso molecolare, la quantità di 
fotoiniziatore e la densità di reticolazione. Inoltre, è stata più volte valutata la biocompatibilità 
di questi materiali con differenti tipi di cellule, come cellule pancreatiche di maiali o condrociti, 
e sono stati ottenuti risultati positivi.70 

Gli idrogeli di polietilenglicole-dimetacrilato (PEGDMA) vengono in genere formati a partire 
da sospensioni acquose di pre-polimeri e fotoiniziatore; la polimerizzazione viene innescata da 
una radiazione luminosa visibile o UV. Le catene di PEGDMA sono dotate di due gruppi 
metacrilati, ciascuno dei quali può reagire con altri due gruppi di catene vicine e formare, 
tramite legami covalenti, un reticolo tridimensionale, come già mostrato nella Fig 3.2.70 

Esistono numerosi studi di caratterizzazione del PEGDMA e delle sue applicazioni e di seguito 
se ne citano alcuni.  
Nel 2011 Killion et al. hanno valutato le proprietà meccaniche e termiche di idrogeli a base di 
PEGDMA, al variare della concentrazione di monomero, del peso molecolare e del contenuto 
di acqua nella formulazione di partenza: riducendo la quantità di PEGDMA nell’idrogelo, ne 
consegue una diminuzione sia della resistenza a trazione che del modulo di Young G’, ed un 
aumento dei valori di allungamento a rottura. Infine, aumentando il peso molecolare del 
polimero si osserva un aumento nella temperatura di transizione vetrosa Tg.71 

Nel 2012 Bäckström et al. hanno dimostrato che le proprietà degli idrogeli a base di PEGDMA, 
reticolati in presenza di un tampone fosfato salino (PBS), possono variare in base al tempo 
dell’esposizione alla luce irradiante UV: in particolare il tempo ottimale per la formazione del 
gel è stato determinato tra i 6 e i 10 minuti e che il contenuto d’acqua varia dal 50 al 90%wt.70 

Nel 2015, invece, Hwang et al. hanno caratterizzato idrogeli di copolimeri a base di PEGDMA 
e PEGMA (polietilenglicole-metacrilato): il PEGMA monofunzionale non partecipa alla 
formazione dei ponti tra le catene, ma riduce la densità di reticolazione rispetto ad un sistema 
di solo PEGDMA. Aumentando la frazione di PEGDMA nella miscela di partenza, si è 
osservato un aumento del modulo elastico G’ e della frazione di gel formato, mentre il 
rigonfiamento e la resistenza superficiale al graffio diminuiscono, a causa della formazione di 
un reticolo più compatto.71 

Lo studio svolto Schmocker et al. nel 2015 ha mostrato la possibilità di monitorare un sistema 
di reticolazione in situ di idrogeli a base di PEGDMA. Il sistema reattivo è stato iniettato in una 
vertebra bovina e successivamente reticolato tramite una sonda dotata di fibra ottica emittente 
luce UV; la sonda è stata integrata con un collettore di segnale di fluorescenza e spettroscopia 
Raman per osservare l’avanzamento della polimerizzazione, tramite i segnali generati 
dall’eccitazione luminosa del sistema. Sono state anche inserite nanofibrille di cellulosa, per 
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favorire lo scattering della radiazione luminosa e migliorare il processo di reticolazione. Il 
successo di questo studio permette di poter estendere la fotoreticolazione ad operazioni in vivo 
nel campo medico, con un effettivo controllo sull’avanzamento della polimerizzazione.72 

L’aspetto di maggiore interesse di questi materiali risulta nella loro versatilità, potendone 
variare molti aspetti, dalla composizione chimica, alla quantità e al tipo di fotoiniziatore, al 
contenuto di acqua. Questo, insieme alla loro dimostrata biocompatibilità, consente di ideare 
sistemi sempre più su misura per applicazioni specifiche, espandendo l’impiego degli idrogeli 
a settori nuovi, tra cui la biosensoristica. 
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4. Biosensori e idrogeli per la biosensoristica 
 
 
4.1 Biosensori 
Un sensore è un dispositivo che riceve e risponde a segnali e stimoli dall’esterno, di natura 
fisica o chimica; secondo la definizione fornita dalla IUPAC nel 1991, si definisce sensore 
fisico un “dispositivo che fornisce informazioni su una proprietà fisica del sistema”, mentre un 
sensore chimico un “dispositivo che trasforma un’informazione chimica, che vanno dalla 
concentrazione di uno specifico componente all’analisi della composizione totale, in un segnale 
analiticamente utile”.73 

I biosensori sono particolari sensori dotati di un elemento di riconoscimento biologico e 
possono appartenere ad entrambe le categorie, poiché possono essere sensibili ad informazioni 
sia biofisiche sia biochimiche, che poi trasformano in un segnale utile.3 

La IUPAC nel 1999 ha definito un biosensore come “un dispositivo integrato recettore-
trasduttore, che è capace di fornire selettive informazioni analitiche quantitative o semi-
quantitative, usando un elemento di riconoscimento biologico”.74 

Lo studio e l’applicazione dei biosensori interessano molteplici campi di ricerca, quali biologia, 
fisica, chimica, ingegneria, per cui il concetto stesso di biosensore dipende dal contesto in cui 
è utilizzato. Dai biologi può essere definito come un dispositivo che rileva cambiamenti di 
variabili biologiche, come un potenziale elettrico cellulare o la concentrazione di una 
particolare molecola, per tradurli in segnali elettrici; per i fisici può essere visto come un 
dispositivo che trasmette informazioni su cambiamenti fisiologici; oppure i chimici lo possono 
definire un dispositivo in grado di sfruttare reazioni biochimiche per trasmettere informazioni 
su composti chimici, tramite segnali elettrici, ottici o termici.75 

In Figura 4.1 è mostrato uno schema generale del meccanismo di un biosensore. Qualsiasi sia 
il punto di vista adottato o il campo di applicazione, in generale i biosensori sono costituiti da 
un bioelemento, che riconosce uno specifico analita a cui è sensibile, e che si trova in diretto 
contatto con un trasduttore, il cui compito è quello di trasformare il riconoscimento biologico 
in un segnale utilizzabile.76 
 

 
Fig. 4. 1: Schema di un biosensore 
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Una caratteristica fondamentale dell’elemento biologico è l’essere dotato di specificità e 
sensibilità nei confronti di un analita, cioè deve riconoscere l’analita in modo specifico ed essere 
insensibile agli altri componenti del campione in esame.3 

Il primo biosensore fu inventato nel 1962 da Clark e Lyons, e consiste in un elettrodo 
potenziometrico a base di enzimi che misura la concentrazione di glucosio.77 L’enzima solubile 
glucosio-ossidasi (GOx) è stato interposto tra una membrana semipermeabile e una membrana 
permeabile ai gas posta su un elettrodo ad ossigeno amperometrico (sensore di Clark78); il 
sensore rileva la riduzione della concentrazione dell’ossigeno disciolto, proporzionale alla 
concentrazione di glucosio nel campione.  
Da quel momento numerosi studi sono stati condotti e differenti dispositivi sono stati sviluppati. 
In medicina, i biosensori hanno notevole importanza nell’analisi del sangue, ad esempio per 
misurare il livello di glucosio nei diabetici, o per rilevare infezioni tramite la presenza di 
determinati anticorpi nei campioni di sangue. Esistono diversi modi di classificare i biosensori: 
in base all’elemento biologico (enzimi, anticorpi, acidi nucleici, microrganismi, cellule), al 
meccanismo di riconoscimento (biocatalitico, per affinità), alla natura del segnale fornito 
(elettrico, elettromagnetico, variazione di temperatura o viscosità), o all’applicazione finale.79 
 

4.1.1 Sistemi di riconoscimento biologico  
A seconda del meccanismo di riconoscimento adottato dal biosensore, possono essere distinti 
due casi: un meccanismo biocatalitico (che in genere implica l’utilizzo di enzimi) e un 
meccanismo basato sull’affinità con l’analita (anticorpi, acidi nucleici, recettori).74 

 
4.1.1.1 Sistemi biocatalitici 
I biosensori che utilizzano uno o più enzimi come elemento biologico di riconoscimento 
rappresentano la categoria di biosensori maggiormente studiata e già utilizzata per applicazioni 
commerciali, per via dell’elevata specificità degli enzimi.74 Gli enzimi sono proteine, che 
catalizzano reazioni biochimiche, rimanendo inalterate alla fine della reazione;75 vengono usati 
quando gli analiti sono adatti a modificazioni enzimatiche, e la loro concentrazione è compresa 
tra 10-7 e 10-1 M.75 

Le classi di enzimi più importanti per la biosensoristica sono le ossidoreduttasi, che catalizzano 
reazioni redox, e le idrolasi, che invece catalizzano reazioni di idrolisi.79 L’ossidazione del 
glucosio da parte della GOx, su cui si basava il primo biosensore inventato, come già 
menzionato, da Clark L.C.,77 è un esempio di biosensore enzimatico, usato già da tempo in 
dispositivi per il controllo del livello di glucosio nel sangue, sviluppati per soggetti diabetici.80 

Inoltre, sensori biocatalitici possono essere ottenuti tramite l’impiego di organuli, batteri o 
tessuti cellulari vegetali e animali, che sono costituiti da un complesso di enzimi e cofattori 
(molecole a basso peso molecolare non proteiche o ioni metallici, necessari all’attività 
dell’enzima81). Questa tipologia di biosensori può essere impiegata per il riconoscimento 
simultaneo di più analiti,82 monitorando le condizioni del sistema da analizzare. In particolare, 
si possono usare inibitori, attivatori e stabilizzanti per ottimizzare la specificità del biosensore 
e adattarla alle condizioni di riconoscimento di uno specifico analita.83 Questi dispositivi sono 
adatti al monitoraggio di sostanze genotossiche, che possono cioè indurre a modificazioni del 
DNA.84 Tra i più popolari biosensori a base di cellule, si fa riferimento a quelli che utilizzano 
batteri bioluminescenti, contenenti il gene luciferasi (lux), tipo Vibrio fischeri o altri 
microrganismi geneticamente modificati per essere adatti alle condizioni del sistema da 
analizzare,5 trattati più avanti in questo capitolo. 
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4.1.1.2 Sistemi basati sull’affinità con l’analita 
Gli anticorpi sono i principali elementi di riconoscimento impiegati in biosensori, basati 
sull’affinità, per il rilevamento di antigeni con concentrazione da 10-10 a 10-6 M. In questi 
sistemi, la sensibilità e la specificità dipendono dall’affinità tra antigene e anticorpo.85 In 
generale questi sensori sono basati sul riconoscimento immunochimico di antigeni da parte di 
anticorpi immobilizzati su un trasduttore, o viceversa.86   
Un modo per rilevare la presenza di antigeni è l’utilizzo della microgravimetria con cristalli di 
quarzo (QCM), di cui si rileva la frequenza di risonanza; quando la massa del cristallo aumenta, 
ad esempio poiché gli antigeni si sono legati agli anticorpi immobilizzati sul cristallo, la 
frequenza di risonanza diminuisce e dal cambiamento di frequenza è possibile operare una 
quantificazione dell’analita.87 
Sullo stesso concetto di affinità tra sensore e analita sono basati i biosensori per il rilevamento 
di oligonucleotidi (come il DNA), attraverso l’uso di sonde complementari all’analita target. 
Sistemi di rilevamento di DNA hanno importanza nel campo della genetica, in ambito medico, 
nell’analisi forense e nella ricerca. Questi dispositivi consistono nell’intrappolamento di sonde 
oligonucleotidiche su un substrato; successivamente una soluzione di frammenti di DNA a 
singola elica è sottoposta all’analisi del biosensore: se esistono porzioni di DNA complementari 
alle sonde, queste si legano. È un meccanismo altamente selettivo e specifico. In questo modo 
è possibile rilevare e catalogare singoli frammenti di DNA presenti in un determinato sistema, 
per eventualmente analizzarne l’espressione genetica.88 

Un altro caso interessante riguardo l’impiego di aptameri, ovvero sonde oligonucleotidiche che, 
a differenza delle sonde precedentemente discusse, si ripiegano come le proteine e formano i 
siti di legame specifici, come avviene per anticorpi e recettori proteici.89 Gli aptameri sono 
capaci di riconoscere con elevata specificità differenti analiti: ad esempio sono usati per 
riconoscere sostanze come la trombina90 o la cocaina.91 

 
4.1.1.3 Sistemi biomimetici 
Oltre a biosensori basati su elementi biologici naturali, sono stati sviluppati degli equivalenti 
sintetici: i polimeri a stampo molecolare (molecular imprinted polymers, MIP) sono sistemi di 
riconoscimento artificiale che imitano il riconoscimento naturale.75 Nei polimeri vengono creati 
dei siti tramite l’uso di ligandi nella fase di formatura. Il ligando stabilisce delle interazioni con 
i gruppi funzionali del composto polimerizzabile, dopodiché si attua la polimerizzazione e si 
rimuove il ligando, cosicché il polimero formato abbia siti di riconoscimento specifico.92  

 
4.1.2 Tecniche di immobilizzazione 
Affinché un biosensore sia efficace non basta che sia dotato di specificità e sensibilità. Altri 
aspetti fondamentali riguardano l’immobilizzazione dell’elemento biologico nel dispositivo 
senza che questo subisca modificazioni e l’accessibilità dell’elemento di riconoscimento da 
parte dell’analita.93 L’immobilizzazione permette sia l’immobilizzazione dell’elemento 
biologico nel materiale di supporto, che la prossimità tra il biomateriale e il trasduttore. Le 
tecniche di immobilizzazione possono prevedere l’adsorbimento fisico su una superficie solida, 
la formazione di legami covalenti alla superficie, l’intrappolamento in membrane, polimeri o 
microcapsule.8 Tra le più usate nella realizzazione di biosensori, si citano l’adsorbimento 
chimico e la formazione di legami covalenti. Altre tecniche di nicchia consistono 
nell’elettrodeposizione, nella fotopolimerizzazione e nella litografia. L’elettrodeposizione può 
essere ad esempio impiegata con polimeri conduttivi, che permettono la deposizione di 
bioelementi su definite aree di un elettrodo.94 La fotopolimerizzazione può invece essere 
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utilizzata per intrappolare i bioelementi in matrici polimeriche termoindurenti.3 Infine, la 
litografia può essere usata per creare substrati adatti all’adesione di cellule o proteine.95 In 
Figura 4.2 è presentato uno schema che riassume le tecniche di immobilizzazione generalmente 
impiegate.  
 

 

Fig. 4. 2: Schema delle tecniche di immobilizzazione 

 

4.1.3 Trasmissione dei segnali 
I segnali prodotti da un biosensore possono essere sia diretti che indiretti. Nel primo caso, il 
segnale dovuto alla produzione di calore, luce o prodotti chimici è direttamente proporzionale 
alla concentrazione dell’analita; nel caso di un segnale indiretto, spesso l’analita inibisce la 
produzione di un secondo prodotto chimico, la cui concentrazione è misurata, oppure vengono 
impiegati dei marcatori molecolari. Inoltre, la funzionalità del biosensore non ha tempo 
illimitato, ma è legata alla durata dell’elemento biologico che, raggiunto il suo limite di 
efficacia, smette di fornire segnali apprezzabili.3 

I trasduttori più comuni nei biosensori trasmettono segnali elettrici, derivati da reazioni di 
ossidoriduzione, e possono essere di tipo amperometrico, ad esempio in biosensori enzimatici, 
per cui le sostanze chimiche vengono ridotte o ossidate sugli elettrodi, e si misura una corrente 
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proporzionale alla reazione avvenuta,96 o di tipo potenziometrico, in cui si misura la differenza 
del potenziale elettrico tra due elettrodi ionoselettivi (o a membrana) quando la corrente è pari 
a 0.97 Altri tipi di trasduttori utilizzano segnali ottici,98,-100 acustici,101-104 termici105 o 
magnetici.106  
 

4.2 Biosensori per il monitoraggio di sostanze tossiche 
Lo sviluppo tecnologico e il conseguente aumento della popolazione umana ha portato alla 
crescita esponenziale dell’utilizzo di prodotti chimici industriali, con il conseguente rilascio 
nell’ambiente dei loro residui e sottoprodotti. I biosensori, in questo contesto, offrono la 
possibilità di rilevare molteplici sostanze che possono essere dannose per l’uomo e per 
l’ambiente, bypassando l’utilizzo di tradizionali procedure e strumentazioni nell’analisi di 
sistemi fisici e biologici.2 

In merito all’impatto ambientale, molte operazioni dell’industria agricola e manifatturiera 
possono portare a contaminazioni di acque, coltivazioni e, nei peggiori dei casi, alla 
compromissione di flora e fauna.107 

Alcune sostanze considerate pericolose, come i pesticidi, i metalli pesanti e i policlorobifenili 
(PCB), possono essere rilevate con sistemi biosensoristici. Ad esempio, per rilevare la presenza 
di pesticidi organofosforici e carbammati, si possono impiegare biosensori enzimatici, che si 
attivano o vengono inibiti in presenza dei componenti tossici.108 Per rilevare metalli pesanti, 
invece, si possono usare sensori a base di cellule batteriche,109 capaci di interagire con la 
frazione di ioni metallici presenti e di produrre un segnale misurabile. Questi sistemi sensoristici 
basati sull’impiego cellule (batteriche o meno), capaci di fornire un segnale misurabile quando 
interagiscono con una sostanza target, vengono definiti “whole-cell biosensors”.  
Purtroppo molti altri composti chimici, anche di uso quotidiano, vengono rilasciati 
nell’ambiente divenendo potenziali tossici, come i tensioattivi, gli additivi per materiali plastici, 
gli steroidi e i farmaci,110 come gli ormoni o gli antibiotici. Quest’ultimo è un fenomeno che 
preoccupa molto, perché vi è un rilascio di ingenti volumi di queste sostanze nell’ambiente, che 
possono agire da interferenti endocrini o causare batterio-resistenza, uno dei problemi più gravi 
della società odierna.111 

Di seguito saranno trattati, in modo approfondito, i biosensori basati sull’impiego di 
microrganismi, poiché in questo lavoro di tesi è stato utilizzato il batterio Pseudomonas 
fluorescens, intrappolato in idrogeli a base di PEG, come elemento sensibile al ferro presente 
in ambienti acquosi. 

 
4.2.1 Biosensori per monitorare la presenza di sostanze tossiche, basati sull’uso di 

microrganismi 
I microrganismi offrono numerosi vantaggi nel campo della biosensoristica; la loro abilità di 
riconoscere sostanze chimiche, di adattamento genetico e la frequentemente dimostrata 
resistenza ad intervalli ampi di pH e temperatura, li rende gli elementi biologici ideali in questo 
settore.4 

Come detto precedentemente, biosensori a base di cellule batteriche sono spesso usati nel 
rilevamento rapido di sostanze tossiche, come ad esempio i metalli pesanti.  
I batteri bioluminescenti emettono luce attraverso la reazione dell’enzima luciferasi (lux), che 
catalizza l’ossidazione di catene aldeidiche e nel processo emette una luce blu-verde.112 Nei 
primi studi di rilevamento di tossicità tramite microrganismi bioluminescenti, è stato impiegato 
il batterio Vibrio fischeri, un batterio marino naturalmente bioluminescente. Il sistema 
sensoristico sfrutta la diminuzione di luminescenza del batterio quando questo entra in contatto 
con sostanze tossiche, poiché l’inquinante interferisce con il metabolismo del batterio. Questo 
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meccanismo è già utilizzato in strumentazioni da laboratorio, come il saggio brevettato 
MicrotoxÒ.113 

Tuttavia, in condizioni ambientali differenti da quelle di provenienza, questi batteri marini 
possono dare risultati non attendibili o possono non sopravvivere.114 Per tali ragioni, sono stati 
sviluppati altri sistemi che prevedono l’impiego di batteri geneticamente modificati con il gene 
lux.115 In alcuni questo caso nei batteri ingegnerizzati la luminescenza viene innescata da 
promotori sensibili alla presenza di composti tossici, per cui i batteri anziché spegnersi (come 
nel caso di V.fischeri), iniziano ad emettere luce. 
Escherichia coli e Pseudomonas putida modificati con il gene della luciferasi o con il gene GFP 
(green fluorescent protein), sono stati usati per rilevare la presenza di composti come naftalene, 
toluene, o tetraciclina.116 In un altro studio, cellule di Anabaena torulosa sono state intrappolate 
in una membrana di cellulosa per rilevare la tossicità di metalli pesanti quali Cu, Pb e Cd: una 
fibra ottica connessa ad uno spettrometro in fluorescenza è stata impiegata come trasduttore, e 
quando i componenti tossici sono stati inseriti nella soluzione acquosa, l’attività fotosintetica 
dei cianobatteri è cambiata, mostrando un cambiamento nella fluorescenza, rilevato con lo 
spettrofotometro.117 

Un altro biosensore a base di cellule batteriche è stato messo a punto con Pseudomonas 
fluorescens.118 Questo microrganismo, in condizioni di deficienza di ferro, produce la 
pioverdina, un pigmento idrosolubile fluorescente, di colorazione giallo-verde.6 La pioverdina 
(Figura 4.3) è un sideroforo che, rilasciato nell’ambiente circostante, ha il compito di chelare il 
ferro (generalmente sotto forma di Fe2O3) e di trasferirlo all’interno delle cellule batteriche, che 
lo riducono a Fe2+.119 La pioverdina è facilmente rintracciabile con test colorimetrici e può 
essere sfruttata come elemento di riconoscimento per metalli come ferro, rame e zinco, che 
possono diventare contaminanti tossici per le acque, se presenti in elevate quantità.118 Lo studio 
condotto ha permesso di valutare la produzione di pioverdina da parte dei batteri in assenza di 
ioni metallici e questa condizione è stata messa a confronto con casi in cui i batteri potevano 
accedere a fonti di Fe e Cu: al di sopra di una certa concentrazione degli ioni metallici nella 
soluzione acquosa (3.6 µM per il Fe3+, 25.0 µM per il Cu2+) la produzione di pioverdina è stata 
inibita. Tramite questo dispositivo è dunque possibile rilevare la presenza di ioni metallici in 
un ambiente acquoso.  
 

 
Fig. 4. 3: Struttura chimica della pioverdina 

Oltre all’impiego di batteri fluorescenti e bioluminescenti, si può sfruttare l’azione ossidativa 
di alcuni microrganismi nei confronti di composti organici e inorganici, per calcolare il BOD5, 
cioè la domanda di ossigeno biochimico (la quantità di ossigeno utilizzato da microrganismi 
aerobi per decomporre tramite ossidazione, per 5 giorni a 20 °C120). Il processo ossidativo da 
parte dei microrganismi, determina la formazione di elettroni, che nel passaggio da un anodo 
ad un catodo generano elettricità, trasformando l’energia chimica della reazione in energia 
elettrica. Questo dispositivo costituisce un biosensore elettrico noto come microbial fuel cell 
(MFC), che correla il segnale di corrente o potenziale alla concentrazione del substrato e, in 
questo caso, al consumo di ossigeno. Il primo biosensore basato su MFC conteneva Clostridium 
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butyricum intrappolato in una membrana di nylon che circondava l’anodo, per impiegato per la 
valutazione di acque di scarico industriali.7 

Nel tempo sono stati sviluppati altri biosensori di tipo MFC, oltre che per la misura della BOD5, 
per il rilevamento di acidi grassi volatili (VFA)121 o inquinanti come Cu2+.122   
 

4.3 Idrogeli per la biosensoristica 
Gli idrogeli, opportunamente progettati, possono essere impiegati come matrici di supporto per 
l’elemento biologico nel biosensore. Come già ampiamente descritto nel capitolo 3, gli idrogeli 
sono materiali idrofili, ad alto contenuto di acqua, porosi e biocompatibili, che possono 
rappresentare l’ambiente ideale per le interazioni tra l’elemento biologico e l’analita, soprattutto 
per applicazioni in ambienti acquosi.123 Questi materiali permettono di creare una struttura di 
sostegno per l’elemento biologico, capace di controllare la diffusione delle molecole attraverso 
il reticolo, aspetto fondamentale per l’interazione del biosensore con l’analita e per 
l’allontanamento di eventuali metaboliti.10 

Gli idrogeli permettono di creare dispositivi per misure “on-line”, un vantaggio considerevole 
nel caso di analisi di inquinanti ambientali, come quelli visti in precedenza. In letteratura vi 
sono numerosi studi inerenti all’impiego di idrogeli per realizzare biosensori in grado di rilevare 
composti tossici o biomolecole, e di seguito se ne riportano alcuni con differenti elementi 
biologici di riconoscimento, quali enzimi, cellule e microrganismi.  

 
4.3.1 Idrogeli contenenti enzimi 
Come già detto, gli enzimi sono gli elementi biologici più utilizzati nei biosensori, grazie alla 
selettività della loro azione catalitica. Il monitoraggio dell’attività enzimatica e dei prodotti 
forniti da essa offre segnali utili per determinare la concentrazione di determinati analiti che 
costituiscono il substrato di specifici enzimi.75 

Un biosensore amperometrico per la determinazione di ammonio (NH4+) è stato ottenuto 
posizionando su un elettrodo di tipo Clark un idrogelo di PCS (poly (carbamoyl sulfonate)) con 
intrappolati gli enzimi glutammato ossidasi (GXD) e glutammato deidrogenasi (GIDH).124 Il 
funzionamento del sensore sfrutta le reazioni biocatalitiche mostrate in Figura 4.4, in cui 
l’ossigeno disciolto nell’ambiente viene consumato per sintetizzare ammonio.  
 

 
Fig. 4. 4: Meccanismo di funzionamento del biosensore  

a base degli enzimi GXD e Gid, intrappolati in PCS [124] 
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Il monitoraggio di queste reazioni tramite il livello di ossigeno consumato permette di 
conoscere la quantità di ammonio presente nel sistema.124  
In un altro studio, un biosensore a base di PEG e tirosinasi è stato sviluppato per 
l’individuazione di fenoli, composti tossici impiegati in molti processi industriali:125 una 
soluzione di PEGDA, quantum dots (semiconduttori nanometrici), tirosinasi e fotoiniziatore è 
stata distribuita su un substrato in vetro per formare uno strato uniforme; dopodiché tramite 
fotolitografia UV è stato creato idrogelo con un pattern micrometrico regolare.  
Una volta aggiunta una soluzione di fenoli ai micropattern creati, l’azione catalitica della 
tirosinasi trasforma i fenoli in o-chinoni tramite deidrogenazione in presenza di ossigeno;126 gli 
o-chinoni determinano un’attenuazione della fluorescenza dei quantum dots, che può essere 
apprezzata con spettroscopia fluorimetrica. Dunque monitorando la fluorescenza dei quantum 
dots è possibile valutare la presenza di composti fenolici in una determinata soluzione.125 

 

4.3.2 Idrogeli contenenti cellule eucariotiche animali 
L’intrappolamento di cellule in idrogeli polimerici trova applicazioni in campi diversi, dalla 
rigenerazione tissutale alla biosensoristica. Gli idrogeli garantiscono un rapido scambio di 
nutrienti e metaboliti per cellule e microrganismi, grazie alla struttura porosa e alla fase 
acquosa, che ne favoriscono il trasporto, diventando ambienti ideali anche per la proliferazione 
cellulare.127 Un ulteriore vantaggio è la somiglianza strutturale del reticolo polimerico alla 
matrice extracellulare (ECM), che permette applicazioni sia in vivo che in vitro.128 Inoltre, la 
biocompatibilità del materiale può essere migliorata modificando il reticolo con specifiche 
molecole di supporto per l’immobilizzazione o per ridurre l’infiammazione dei tessuti nel caso 
di sensori impiantati.129  
In uno studio del 2006 è stato sviluppato un sistema biosensoristico sfruttando l’interazione dei 
linfociti T e B.130 Nell’idrogelo, a base di polietilenglicole-dimetacrilato PEGDMA, è stato 
creato un pattern con pozzetti di dimensione micrometrica; dopodiché i pozzetti sono stati 
funzionalizzati con degli anticorpi, per immobilizzare singole cellule di linfociti T. In seguito, 
i linfociti T sono stati accoppiati con uno strato di linfociti B, capaci di catturare antigeni: un 
analita peptidico inserito nel sistema è stato dunque catturato dalle cellule B e trasferito alle 
cellule T, che hanno registrato l’informazione dell’antigene e l’hanno trasformata in un segnale 
misurabile. Uno schema del sensore descritto è mostrato nella Figura 4.5.  
In un altro studio è stato realizzato un biosensore per rilevare simultaneamente la presenza di 
ossido nitrico e glutammato.131 Tra due elettrodi, uno dei quali costituito da un idrogelo di 
polietilenglicole-diglicidiletere (PEGDGE) con gli enzimi perossidasi e glutammato ossidasi 
intrappolati, è stata posizionata una membrana su cui sono state fatte crescere cellule di glioma 
C6. Una soluzione di bradichinina e KCl è stata quindi iniettata nella soluzione tampone che 
circondava le cellule: si sono registrati scambi di corrente tra i due elettrodi, in seguito al rilascio 
di glutammato e ossido nitrico e ciascun elettrodo ha rilevato l’analita da riconoscere senza 
interferire con gli altri componenti presenti in soluzione.  
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Fig. 4. 5: Schema del biosensore a base di linfociti T e B [130] 

 

4.3.3 Idrogeli contenenti microrganismi 
In merito all’impiego di microrganismi, questi possono essere intrappolati sia fisicamente che 
chimicamente. I metodi di intrappolamento chimico prevedono l’immobilizzazione dei 
microrganismi tramite legami covalenti con la matrice di supporto, per reazione di gruppi 
funzionali presenti sulla parete cellulare come ammine, gruppi carbossilici ed epossidici. 
Questa tecnica può risultare particolarmente aggressiva nei confronti dei microrganismi, 
portando a danneggiamenti ed eventualmente a riduzione dell’attività microbica.132 Tuttavia è 
un metodo rapido e semplice e viene utilizzato per realizzare biosensori a base di batteri. Le 
cellule possono essere intrappolate direttamente sul trasduttore di segnale, oppure possono 
essere collocate in una membrana di supporto a contatto con il trasduttore.133 

L’immobilizzazione fisica, invece, si limita ad un intrappolamento che non altera la struttura 
originale e la funzionalità dei microrganismi. In genere si attua per adsorbimento dei 
microrganismi sul substrato, un elettrodo in genere, tramite interazioni ioniche, polari o legami 
a idrogeno.134 Oppure si può attuare un intrappolamento in una matrice polimerica, come nel 
caso degli idrogeli, tramite materiali di origine naturale come l’alginato, il collagene, il 
chitosano, o di origine sintetica, come PVA e PEG.135 

Come già detto nel paragrafo che tratta i biosensori a base di microrganismi, è diffuso l’impiego 
di batteri bioluminescenti come elementi di riconoscimento biologico, soprattutto nell’ambito 
dei contaminanti tossici.  
In uno studio del 2003, sono stati realizzati dei biosensori a base di PVA e di batteri 
bioluminescenti quali V. fischeri e P. putida (geneticamente modificato con il gene lux) per il 
monitoraggio di composti fenolici in acque di scarico industriali.136 L’immobilizzazione dei 
batteri è stata ottenuta a partire da sospensioni di cellule batteriche in una soluzione di PVA, 
tramite un processo di congelamento e scongelamento, tipicamente utilizzato per formare 
idrogeli di PVA.137 Sia gli idrogeli contenenti V. fischeri che quelli contenenti P. putida sono 
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stati testati con soluzioni di fenolo e con acque di scarico contenenti composti fenolici. È stata 
misurata la percentuale di riduzione nella bioluminescenza normalizzata sulla concentrazione 
dei componenti tossici e si è osservata una immediata diminuzione con l’aumento della 
presenza di contaminanti fino al raggiungimento di un plateau quando l’elevata concentrazione 
di fenolo è divenuta tossica per i batteri. Inoltre, è stata osservata una maggiore tolleranza da 
parte di P. putida.138 Questo studio ha mostrato che la matrice in PVA ha una trasparenza 
sufficiente per misurare la bioluminescenza dei batteri intrappolati e la sua riduzione a causa 
dei contaminanti tossici. Inoltre, l’intrappolamento è risultato efficace e la matrice ha mostrato 
flessibilità e diffusività compatibili con l’attività batterica e la misura.  
In un altro studio, è stato possibile monitorare il BOD5 attraverso biosensori a base di alginato 
e batteri del tipo Enterobacter cloacae.139 Le cellule batteriche sono state intrappolate in sferette 
di alginato di calcio tramite microincapsulazione. Le sferette di alginato contenenti i batteri 
sono state sospese in una soluzione salina arricchita con glucosio e tramite un elettrodo di Clark 
è stata valutata la domanda di ossigeno dei batteri per i processi metabolici.  
 
In conclusione, esistono moltissimi studi in letteratura che hanno permesso di sviluppare 
biosensori, capaci di sfruttare i meccanismi biochimici presenti in natura al fine di agevolare i 
processi analitici. Il campo della biosensoristica ha permesso di realizzare dispositivi portatili, 
per misure in tempo reale sia in campo medico-sanitario, che nelle analisi ambientali di 
componenti tossici. Infine gli idrogeli polimerici, che vengono già impiegati come matrici di 
intrappolamento in campo medico e biotecnologico per realizzare impianti tissutali e dispositivi 
per il rilascio di farmaci,65 possono agevolare l’utilizzo di biosensori, trasferendo le tradizionali 
analisi di laboratorio in dispositivi maneggiabili, i cosiddetti “lab-on-a-chip”.140 
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5. Materiali e metodi 
 
 
5.1  Sintesi degli idrogeli 
Il sistema scelto consiste in idrogeli a base di un materiale polimerico idrofilo, il 
polietilenglicole (PEG), formati per fotoreticolazione. Per favorire la fotoreticolazione si è 
scelto un PEG bifunzionale con gruppi metacrilati, il polietilenglicole dimetracrilato 
(PEGDMA). Il PEGDMA tramite l’azione di un fotoiniziatore permette la formazione di un 
reticolo per reazione dei gruppi funzionali terminali, da entrambi i lati della catena polimerica. 
Inoltre, per variare la dimensione delle maglie del polimero, si è utilizzato il polietilenglicole 
metacrilato monofunzionale (PEGMA). In questo modo si forma un copolimero in cui il 
PEGDMA agisce da reticolante tra le catene di PEGMA, che da sole non potrebbero dar vita 
ad un reticolo, poiché dotate di un gruppo metacrilato terminale da un solo lato della catena 
(monomero monofunzionale).  
In Figura 5.1 sono mostrate le formule chimiche dei due pre-polimeri impiegati.  

 

 
 
 
I pre-polimeri di PEGDMA e PEGMA utilizzati, con pesi molecolari Mn rispettivamente di 750 
e 500, sono stati forniti da Sigma-Aldrich.  
Si sono testati sistemi con diversi rapporti percentuali di PEGDMA e PEGMA, inoltre si è 
provato a reticolare in presenza di acqua deionizzata: in questo modo si ottiene l’idrogelo 
simultaneamente alla reazione di reticolazione, con il reticolo polimerico che formandosi 
ingloba l’acqua, in maniera differente dalle procedure tradizionali, secondo le quali si ottiene il 
reticolo polimerico di materiale idrofilo e dopo lo si fa rigonfiare nel mezzo acquoso. 
Per questo motivo, sono state preparate diverse formulazioni, sia variando i rapporti percentuali 
tra i pre-polimeri che variando la quantità di acqua nel sistema di partenza. Le diverse 
condizioni sono riassunte di seguito: in Tabella 5.1 si descrivono i diversi rapporti percentuali 
tra PEGDMA e PEGMA testati, in Tabella 5.2 le diverse aggiunte di H2O al sistema di pre-
polimero, espresse in phr = parts per hundred resin, rispetto al totale di pre-polimero 
PEGDMA+PEGMA.  

Fig. 5. 1: Formule chimiche brute di PEGMA e PEGDMA [51] 
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     Tabella 5. 1: Differenti formulazioni al variare di PEGDMA e PEGMA 

 

 

 

 

 

 
 
 

Tabella 5. 2: Differenti quantità di acqua nelle formulazioni di partenza 

 
 

 

 

 

 
 
Il fotoiniziatore utilizzato nel sistema è una molecola in grado di innescare una 
polimerizzazione radicalica quando irradiata da una fonte luminosa visibile; in particolare si è 
scelto un fotoiniziatore idrosolubile, l’acido bismetoilfosfinico BAPO-OH, ovvero un BAPO 
(commercialmente noto come Irgacure 819) funzionalizzato con un gruppo OH, come mostrato 
in Figura 5.2. Questa molecola è stata sintetizzata nel laboratorio del Prof. Dr. H. Grützmacher 
dell’ETH di Zurigo. 142  

 
 

 

 

 

5.2  Caratterizzazione chimico-fisica degli idrogeli 
Per caratterizzare il materiale sono state fatte prove reologiche, analisi FTIR in modalità ATR, 
analisi termiche dinamo-meccaniche DMTA, calorimetria a scansione differenziale DSC, test 
di swelling, %gel e, infine, è stata valutata la densità di reticolazione. 

 

Formulazioni 
100%wt PEGDMA 

67%wt PEGDMA/33%wt PEGMA 
50%wt PEGDMA/50%wt PEGMA 
40%wt PEGDMA/60%wt PEGMA 
33%wt PEGDMA/67%wt PEGMA 

Quantità di acqua nelle formulazioni 
PEGDMA/PEGMA senza H2O 

PEGDMA/PEGMA + 50phr  H2O 
PEGDMA/PEGMA + 100phr  H2O 
PEGDMA/PEGMA + 150phr  H2O 

Fig. 5. 2: BAPO-OH 

(Mes=mesitile) [142] 
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5.2.1 Fotoreologia e reologia 

I test di fotoreologia sono stati svolti sulle formulazioni descritte precedentemente con un 
reometro “Anton Paar MCR 302”, in modalità piatto-piatto. Il reometro è stato dotato di 
lampada dotata di fibra ottica con emissione nel campo del visibile (filtro di cut-off a 400 nm) 
“Hamamatsu LC8” (15 mW/cm2). Il piatto inferiore consiste di un vetro attraverso il quale passa 
la luce irradiante, mentre il piatto superiore dal diametro di 25.0 mm applica lo sforzo di taglio 
al materiale. Il gap tra i due piatti è stato fissato ad 1.0 mm e le prove sono state condotte alla 
temperatura di 25 °C. La frequenza dello sforzo applicato è stata fissata a 60 rad/s mentre 
l’ampiezza di tale sforzo è di 0.1%. La sonda luminosa è stata accesa dopo 1 minuto dall’inizio 
della prova, per permettere al sistema di stabilizzarsi, ed è stato registrato 1 punto al secondo.  
Successivamente, sui campioni reticolati con composizione in peso 
33%PEGDMA/67%PEGMA, con diversi phr di H2O nella formulazione iniziale, sono stati fatti 
dei test di reologia in variazione dell’ampiezza dello sforzo applicato (amplitude sweep) ed in 
variazione della frequenza (frequency sweep): in amplitude sweep la frequenza è stata impostata 
a 10 rad/s mentre l’ampiezza è stata fatta variare da 0.01% a 100%  registrando 1 punto ogni 
10 secondi; in frequency sweep è stata fissata un’ampiezza di 0.5% e la frequenza è stata fatta 
variare da 0.1 a 100 rad/s, registrando 1 punto ogni 10 secondi.  
La prova di fotoreologia è stata inoltre utilizzata per caratterizzare gli idrogeli contenenti i 
microrganismi di Pseudomonas fluorescens: idrogeli 100%PEGDMA + 100phr di una 
sospensione di microrganismi in PBS (tampone fosfato salino) a diverse concentrazioni, e 
idrogeli 33%PEGDMA/67%PEGMA + 100phr della sospensione di microrganismi.  
 

5.2.2 Spettroscopia FTIR-ATR 

I campioni ottenuti tramite fotoreologia sono stati essiccati in vuoto, passando da uno spessore 
di 1.0 mm a 0.8 mm. Su questi reticoli sono state fatte analisi ATR per analizzare la superficie 
dei campioni, tramite uno spettrofotometro “FT-IR/ATR Thermo-ScientificTM NicoletTM Smart 
iTX- Diamond”.  
In questo modo si possono avere indicazioni sul completamento o meno della reticolazione, 
attraverso l’osservazione del picco del legame C=C, che sparisce nel caso di una completa 
reticolazione, per via della conversione dei gruppi metacrilati.  

  
5.2.3 DMTA: analisi termica dinamo-meccanica 

L’analisi termica dinamo-meccanica dei campioni essiccati con spessore 0.8 mm e larghezza 
da 3.0 a 4.0 mm è stata svolta con un “TTDMA Triton Technology-Mettler Toledo”.  
Le prove sono state condotte in presenza di azoto a partire da -80 °C fino a circa 40 °C, con 
rampe di temperatura di 3 °C/min, frequenza di 1 Hz e rapporto tra forza statica e dinamica di 
1.5. 
Sono stati testati i campioni con composizione 33%PEGDMA/67%PEGMA, reticolati con 
diversi phr di H2O (da 0 a 150), i campioni con diverse percentuali di PEGDMA/PEGMA 
reticolati in presenza di 100phr di H2O e, infine, i campioni ottenuti intrappolando i 
microrganismi di P. fluorescens, con composizione 100%PEGDMA e 
33%PEGDMA/67%PEGMA, ciascuno reticolato in presenza di 100phr di una sospensione di 
microrganismi in PBS con O.D. 40.  
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5.2.4 DSC: calorimetria a scansione differenziale 

Sono state condotte prove DSC su campioni di circa 20.0 mg con composizione 
33%PEGDMA/67%PEGMA essiccati, precedentemente reticolati senza H2O o in presenza di 
150phr di H2O, che rappresentano le due condizioni estreme della reticolazione in presenza di 
H2O. La misura è stata svolta impostando una rampa di temperatura da -80°C a 100°C, con 
aumento di temperatura di 10°C/min, in presenza di azoto. Lo strumento utilizzato è un 
“TGA/DSC Mettler Toledo”.  

 
5.2.5 Misura della densità di reticolazione 

La densità di reticolazione dei diversi campioni è stata misurata tenendo conto del modulo 
conservativo G’ al plateau gommoso. G’ è stato ricavato prendendo il suo valore alla 
temperatura di 30 °C sulle curve ottenute con la DMTA.  
La densità di reticolazione n è stata dunque calcolata secondo l’equazione 5.1,143 dove R=8.314 
J/molK (costante dei gas perfetti) e T è la temperatura in gradi Kelvin: 
 

      𝐺" = 	𝜈𝑅𝑇                       (5.1) 

 
5.2.6 Prove di swelling 

Per determinare lo “swelling”, i campioni essiccati sono stati immersi in H2O ed è stato misurato 
il peso ad intervalli di 15 minuti, fino ad arrivare ad una condizione stazionaria. Ogni misura è 
stata rapportata al peso iniziale, in modo da ottenere la percentuale di rigonfiamento 
progressiva, secondo l’equazione 5.2: 70 

 

    ()*(+
(,

∙ 100 = %	𝑠𝑤𝑒𝑙𝑙𝑖𝑛𝑔     (5.2) 
 
 

5.2.7 Prove di %gel 

Per determinare la %gel, ovvero la frazione insolubile dei campioni reticolati, è stata misurata 
la perdita di peso dei campioni essiccati dopo essere stati lavati in un bagno di CHCl3 per 24 
ore. Si sono testati i campioni con composizione 33%PEGDMA/67%PEGMA reticolati con 
diversi phr di H2O (da 0 a 150) e quelli con diverse percentuali di PEGDMA/PEGMA reticolati 
con 100phr di H2O. Il %gel è stato calcolato facendo il rapporto tra il peso dei campioni 
reticolati dopo il bagno in CHCl3 e il peso al tempo 0.143 

 
5.3 Intrappolamento dei microrganismi negli idrogeli polimerici 

 
5.3.1 Condizioni di crescita e terreno di coltura  
Le prove biologiche condotte hanno avuto come scopo l’indagine della biocompatibilità del 
sistema polimerico scelto e della sua efficacia nell’intrappolamento dei microrganismi.  
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Le prove sono state condotte con il microrganismo Pseudomonas fluorescens DSMZ 50090 
(ATCC 13525) sia su solido che in liquido. Sono stati utilizzati due terreni differenti: il terreno 
minimo Meyer 1978 (M78)122, 144 e il terreno complesso DSM1.145  
Tutto il materiale impiegato in queste prove è stato sterilizzato in autoclave a 80 °C dai 60 ai 
90 minuti e le operazioni sono state condotte in sterilità, sotto una cappa biologica. 
Le composizioni dei terreni sono riportate nelle Tabelle 5.3 e 5.4 di seguito: 
 

• M78 
Tabella 5. 3: Componenti del terreno M78 

Componenti g/L 
K2HPO4 6.0 
KH2PO4 3.0 

(NH4)2SO4 1.0 
MgSO4×7H2O 0.2 

Acido succinico 4.0 
Agar (se terreno solido) 15.0 

H2O deionizzata 1000.0 mL 
 
 

• DSM1 
 

Tabella 5. 4: Componenti del terreno DSM1 

Componenti g/L 
Peptone 5.0 

Estratto di carne 3.0 
Agar (se terreno solido) 15.0  

H2O deionizzata 1000.0 mL 
 
 

5.3.1.1 Valutazione su terreno solido della crescita in presenza dei componenti del polimero e 
della fotopolimerizzazione 

Per le prove condotte su terreno solido sono stati utilizzati terreni: M78 e DSM1. In ogni piastra, 
contenente 20 mL di terreno agarizzato, sono stati seminati 50 µL di una sospensione di P. 
fluorescens, con valore di densità ottica (definita come l’assorbanza normalizzata sulla 
lunghezza d’onda) a 620 nm OD620 compreso tra 0.8 e 1. I microrganismi sono stati prelevati 
da una precoltura di 24 ore cresciuta su una piastra di terreno DSM1 a 20 °C.  
Sulle piastre inoculate, sono stati appoggiati diversi materiali allo scopo di verificare 
un’eventuale inibizione nella crescita dei microrganismi:  
- dischi di idrogelo (100%PEGDMA + 100phr PBS) dal diametro di 25.0 mm e spessore 1.0 

mm; 
- dischi di carta da filtro con un diametro di 25.0 mm permeati da soluzioni dei componenti 

dell’idrogelo: una di pre-polimero PEGMA al 50%wt e l’altra di BAPO-OH allo 0.1%wt, 
entrambe in una soluzione di PBS.  

Le soluzioni sono state utilizzate sia tal quali che dopo essere state esposte alla luce visibile per 
10 minuti, per avere un riscontro sull’influenza delle specie che eventualmente si formano 
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durante la fotoreticolazione, principalmente i radicali. Gli idrogeli invece, sono stati usati sia 
tal quali che lavati con PBS, per verificare l’eventuale rilascio di residui di reazione capaci di 
inibire la crescita. 
Sono state testate le seguenti condizioni sperimentali in triplicato: 

1) P. fluorescens non irraggiato con luce visibile (controllo positivo); 
2) P. fluorescens irraggiato con luce visibile; 
3) P. fluorescens + disco di carta con soluzione di PEGMA non irraggiato con luce visibile; 
4) P. fluorescens + disco di carta con soluzione di PEGMA irraggiato con luce visibile; 
5) P. fluorescens + disco di carta con soluzione di BAPO-OH non irraggiato con luce 

visibile; 
6) P. fluorescens + disco di carta con soluzione di BAPO-OH irraggiato con luce visibile; 
7) P. fluorescens + disco di idrogelo non lavato; 
8) P. fluorescens + disco di idrogelo lavato con PBS su uno shaker orbitale a 100 rpm per 

10 minuti; 
9) P. fluorescens + disco di carta con soluzione di lavaggio della condizione 8; 
10) Disco di idrogelo non lavato (controllo abiotico, una sola ripetizione).  

Le piastre sono state incubate a 20 °C ed osservate dopo 24 e 48 ore per verificare l’eventuale 
presenza di un alone di inibizione di crescita intorno ai dischi di carta o di polimero. 

 
5.3.1.2 Valutazione in terreno liquido  
Per le prove in terreno liquido, sono state usate piastre multiwell da 6 pozzetti, nei quali sono 
stati inseriti 3.0 mL di terreno liquido M78 ed un inoculo standardizzato di P. fluorescens, 
prelevato da una precoltura di 24 ore su una piastra di DSM1 a 20 °C.  
Sono state testate 10 condizioni differenti, ciascuna in triplicato, per verificare la 
biocompatibilità dei singoli componenti del sistema, e come nella prova su terreno solido sono 
stati messi a confronto i sistemi tal quali e quelli sottoposti alla luce visibile per 10 minuti.  
Le condizioni sperimentali sono descritte di seguito: 
1) P. fluorescens non irraggiato con luce visibile (controllo positivo); 
2) P. fluorescens irraggiato con luce visibile (controllo positivo); 
3) P. fluorescens + soluzione di PEGMA (50%wt) in PBS non irraggiato con luce visibile; 
4) P. fluorescens + soluzione di PEGMA (50%wt) in PBS irraggiato con luce visibile; 
5) P. fluorescens + soluzione di BAPO-OH (0.05%wt) in PBS non irraggiato con luce visibile; 
6) P. fluorescens + soluzione di BAPO-OH (0.05%wt) in PBS irraggiato con luce visibile; 
7) P. fluorescens + soluzione di BAPO-OH (0.1%wt) in PBS non irraggiato con luce visibile; 
8) P. fluorescens + soluzione di BAPO-OH (0.1%wt) in PBS irraggiato con luce visibile; 
9) P. fluorescens + soluzione di BAPO-OH (0.5%wt) in PBS non irraggiato con luce visibile; 
10) P. fluorescens + soluzione di BAPO-OH (0.5%wt) in PBS irraggiato con luce visibile. 

Le condizioni sono state valutate in tre tempi diversi, al tempo 0, dopo 24 ore e dopo 48 ore. 
Per ciascun tempo si sono effettuate 30 misure (10 condizioni in triplicato), per cui sono state 
utilizzate 15 piastre multiwell, ciascuna contenente due condizioni: 5 piastre per le condizioni 
al tempo 0, 5 per le condizioni dopo 24 ore e 5 per le condizioni a 48 ore.  
Le piastre multiwell sono state inserite in un incubatore a 20 °C, in agitazione a 120 rpm. 
Per ciascun tempo sono stati prelevati i 3.0 mL dei pozzetti e sono state fatte le misure di ogni 
condizione: è stata misurata la densità ottica OD620 per ottenere indicazioni sulla presenza di 
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biomassa e dunque monitorare la crescita microbica nel tempo. Successivamente ciascuna 
sospensione è stata centrifugata a 4000 rpm per 5 minuti, per separare i microrganismi dal 
surnatante, cioè la fase liquida del sistema; di questo è stata misurata l’OD400 per la valutazione 
della produzione di pioverdina, ovvero il sideroforo prodotto da P. fluorescens in un ambiente 
carente di ferro.  
Infine è stato misurato il pH per un riscontro sul consumo dei nutrienti del terreno e dunque 
della crescita microbica.  

 

5.3.2 Intrappolamento dei microrganismi  

Per condurre le prove di intrappolamento dei microrganismi nell’idrogelo polimerico, il 
microrganismo è stato cresciuto per 24 ore a 20 °C su una piastra di terreno solido DSM1. In 
seguito la biomassa è stata risospesa ed opportunamente diluita affinché l’OD620 fosse 
compreso tra 0.8 e 1. La sospensione è stata utilizzata come inoculo (10%v/v) di una coltura 
(200 mL) in terreno liquido M78. La beuta è stata posta in un incubatore a 20 °C in agitazione 
a 120 rpm; dopo 24 ore il contenuto della beuta è stato centrifugato per 5 minuti a 4000 rpm, in 
modo da separare la biomassa dal resto del terreno, il surnatante, che è stato eliminato. La 
biomassa è stata quindi risospesa e lavata in un pari volume di PBS; dopodiché si è nuovamente 
centrifugato per recuperare la biomassa lavata, che è stata risospesa in PBS per ottenere una 
soluzione con OD620 pari a 40.  
Sono stati realizzati degli idrogeli dal diametro di 15.0 mm e spessore di 1.0 mm secondo 4 
diverse condizioni:  
1) 100%PEGDMA + 100phr PBS (controllo abiotico); 
2) 33%PEGDMA/67%PEGMA + 100phr PBS (controllo abiotico); 
3) 100%PEGDMA + 100phr della sospensione di P. fluorescens con OD620 pari a 40; 
4) 33%PEGDMA/67%PEGMA + 100phr della sospensione di P. fluorescens con OD620 pari 

a 40. 

In particolare, per le condizioni abiotiche 1 e 2 sono stati fatti due idrogeli, uno per le misure al 
tempo 0 e uno per le misure dopo 48 ore; per le condizioni 3 e 4 invece tre idrogeli, per i tempi 
0, 24 e 48 ore.  
Gli idrogeli sono stati inseriti in piastre multiwell da 6 pozzetti, con 3 mL di terreno liquido 
M78 e le multiwell sono state poste in un incubatore a 20 °C e 120 rpm.  
Ai tempi 0, 24 e 48 ore si sono effettuate le misure del pH, della crescita tramite misura 
dell’OD620 e di produzione di pioverdina tramite misura dell’OD400 del surnatante.  
A 24 e 48 ore sono stati inoltre prelevati 100 µL del terreno di coltura, per seminarli su piastre  
di DSM1 agarizzate e verificare se ci sia stato rilascio nel terreno liquido di biomassa da parte 
dell’idrogelo. Nel caso di crescita, laddove possibile, si sono contate le colonie e si sono 
calcolate le cfu/mL (cfu: colony forming units).  
 

5.3.2.1 Prova di lavaggio degli idrogeli contenenti i microrganismi 

Gli idrogeli 100%PEGDMA + 100phr della sospensione di P. fluorescens con OD620 pari a 40, 
e 33%PEGDMA/67%PEGMA + 100phr della sospensione di P. fluorescens con OD620 pari a 
40, sono stati sottoposti a prove di lavaggio preliminari.  
Per ciascun sistema, un idrogelo è stato sottoposto ad un lavaggio in PBS per 10 minuti, un 
altro idrogelo a 3 lavaggi in PBS ogni 5 minuti. Delle soluzioni di lavaggio, sia indiluite che 
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con una diluizione di 10-1, sono stati seminati 100 µL su piastre agarizzate di DSM1, 
successivamente incubate a 20 °C per 24 ore.  
Delle piastre in cui è avvenuta crescita, laddove possibile si è valutato il numero di colonie, per 
il calcolo delle cfu/mL. 
 
5.3.2.2 Applicazione degli idrogeli contenenti i microrganismi come sistema biosensoristico 

sensibile alla presenza di ferro  
Le prove di intrappolamento sono state ripetute introducendo delle nuove condizioni.  
Sono stati reticolati degli idrogeli con composizione seguente: 

1) 100%PEGDMA + 100phr PBS (controllo abiotico); 
2) 33%PEGDMA/67%PEGMA + 100phr PBS (controllo abiotico); 
3) 100%PEGDMA + 100phr della soluzione di P. fluorescens con O.D. 40; 
4) 33%PEGDMA/67%PEGMA + 100phr della soluzione di P. fluorescens con O.D. 40 

Gli idrogeli sono stati lavati per 10 minuti in PBS, lavaggio scelto a partire dall’osservazione 
delle piastre seminate 24 ore prima con le soluzioni di lavaggio.  
Ciascuna condizione è stata testata in singolo, sia in assenza che in presenza di ferro. Nel 
secondo caso il terreno liquido M78 è stato arricchito con una soluzione di cloruro di ferro 
FeCl3 in PBS, con una concentrazione di 30 µM, pari a 10 volte la concentrazione soglia al di 
sopra della quale P. fluorescens non produce pioverdina. 
Questi test sono stati condotti per la verifica della mancata produzione da parte di P. fluorescens 
di pioverdina in presenza di ferro, oltre che dell’eventuale rilascio da parte dell’idrogelo dei 
microrganismi nel terreno di crescita per tempi oltre le 48 ore. 
Delle condizioni 1 e 2 sono stati realizzati 4 idrogeli, uno per ciascun tempo in cui sono state 
effettuate le misure: 0, 24, 48 e 120 ore. Per le condizioni 3 e 4 sono stati fatti 8 idrogeli, per le 
misure nei vari tempi, 4 utilizzati in assenza di ferro e 4 in presenza di ferro.  
Dei terreni di crescita, sono stati misurati ai tempi 0, 24 48 e 120 ore il pH, la densità ottica 
OD620 per il monitoraggio della crescita microbica e l’OD400 del surnatante per il monitoraggio 
della produzione di pioverdina. Inoltre, sono state seminate su piastra agarizzate di DSM1 sia 
le soluzioni di lavaggio che delle diluizioni seriali (10-1, 10-5 e 10-7) di prelievi dai terreni 
misurati nei diversi tempi.   
Infine, gli idrogeli sono stati misurati in trasmittanza UV-visibile, ai tempi 0, 24, 48 e 120 ore.  
Terminati questi test, gli idrogeli prelevati dopo 120 ore sono stati inseriti in nuovi terreni 
scambiando le condizioni, ovvero quelli che erano stati in un terreno arricchito di ferro sono 
stati inseriti in un nuovo terreno privo di ferro, mentre gli idrogeli che erano stati in un ambiente 
privo di ferro sono stati inseriti in un nuovo terreno arricchito di ferro.  
 
5.3.3 Osservazione degli idrogeli polimerici contenenti i microrganismi tramite microscopia 

ottica 
Gli idrogeli testati nelle prove di intrappolamento sono stati osservati al microscopio ottico per 
verificare la presenza dei microrganismi al loro interno ed eventualmente individuare delle 
differenze tra i sistemi polimerici differenti, cioè il sistema con il solo PEGDMA ed il sistema 
costituito al 33% da PEGDMA e al 67% da PEGMA. 
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5.3.4 Strumentazione utilizzata  
Le misure dell’OD sono state condotte con uno spettrofotometro UV-visibile “hp HEWLETT 
PACKARD 8452A”, il pH è stato misurato con un “WTW inoLab pH 730”.  
Le misure in trasmittanza degli idrogeli sono state svolte con un “VARIAN Cary 5000 UV-vis-
NIR spectrophotometer UV0904M011”.  
Le centrifugazioni delle sospensioni di microrganismi sono state condotte con una centrifuga 
“Thermoscientific IEC CL30”. 
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6. Risultati e discussione 
 
 
6.1 Fotoreologia e reologia 
Valutare il comportamento reologico di un sistema polimerico permette di comprendere la 
risposta del materiale a sollecitazioni di deformazione. Un sistema che polimerizza varia il suo 
stato fisico e di conseguenza le proprietà meccaniche, per cui la risposta reologica cambia 
all’avanzare della polimerizzazione. Seguire l’andamento delle proprietà meccaniche e 
reologiche con il procedere della polimerizzazione permette di avere informazioni sulla cinetica 
della reazione.71 
In questo lavoro di tesi si sono condotte prove reologiche degli idrogeli sia in tempo reale al 
procedere della reticolazione, sia a reticolazione ultimata, per valutare gli effetti delle variazioni 
nelle composizioni delle formulazioni di partenza.  
 
 

6.1.1 Fotoreologia  
Le prove di fotoreologia hanno permesso di esaminare in tempo reale la cinetica di reticolazione 
dei vari sistemi testati, valutando l’andamento del modulo conservativo G’ dei sistemi a base 
di PEGDMA/PEGMA irraggiati con la luce visibile.  
Nella Figura 6.1 sono mostrate le curve di G’ dei sistemi reticolati aventi diverse composizioni 
percentuali di PEGDMA/PEGMA con 0.5%wt di BAPO-OH, in presenza di 100phr di H2O. 
I tratti iniziali delle curve sono costituiti dai punti registrati dallo strumento prima 
dell’accensione della lampada, dunque non sono interessanti per comprendere ila cinetica di 
polimerizzazione dei vari sistemi. Una volta accesa la sonda luminosa, si inizia a vedere una 
rapida crescita delle curve del modulo G’; la pendenza di questo tratto è indice della cinetica 
della reticolazione, che al procedere della stessa rallenta fino al raggiungimento di una 
condizione stazionaria, in cui il modulo G’ raggiunge un plateau.   
La curva arancione prodotta dalla reticolazione dell’idrogelo 100%PEGDMA + 100phr H2O 
mostra una cinetica più rapida rispetto alle altre composizioni, raggiunge il plateau dopo circa 
4 minuti e mostra un valore di G’ di 2,0×106 Pa.  
Aumentando la quantità di monofunzionale nel sistema, e riducendo di conseguenza quella di 
bifunzionale, si osserva una cinetica più lenta, con il raggiungimento del plateau dopo 7-8 
minuti. Il valore di G’ al plateau per questi idrogeli, rispetto all’idrogelo costituito da solo 
bifunzionale, risulta quasi un ordine di grandezza inferiore, con valori da 4,0 a 6,0×105 Pa.  
Il rallentamento della cinetica di reticolazione è dovuto alla minore presenza di gruppi 
funzionali metacrilati reattivi: il PEGMA è monofunzionale, cioè il gruppo funzionale è 
presente da un solo lato della catena e, come già osservato nel capitolo 2, monomeri ed 
oligomeri monofunzionali non possono dare un prodotto reticolato, bensì un polimero lineare. 
Per cui, a parità di volume, sistemi con maggiore quantità di PEGMA hanno minore probabilità 
di formare un reticolo.  
La minore probabilità di reticolazione influisce anche sulle proprietà meccaniche, poiché il 
reticolo che si forma ha una minore densità rispetto ad un reticolo formato al 100% da 
PEGDMA e la struttura risulta meno rigida. Questo conferma un risultato atteso, cioè che 
aumentare la quantità di monofunzionale implica un reticolo meno denso e di conseguenza con 
maglie più larghe. 
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In Figura 6.2 sono mostrate le curve G’ in fotoreologia dei sistemi con composizione 
33%PEGDMA/67%PEGMA reticolati in presenza di differenti phr di H2O, da 0 a 150. Come 
nel caso precedente, i punti iniziali delle curve non sono significativi.  
Confrontando le curve in questo secondo caso si osserva che la formulazione reticolata in 
assenza di H2O ha una cinetica molto rapida, con una pendenza maggiore alle altre curve, e che 
G’ raggiunge il plateau dopo circa 2 minuti, al valore di 1,8×106 Pa.  
Reticolare in presenza di H2O significa che, per pari volumi di formulazione iniziale, i sistemi 
con maggiore quantità di acqua hanno di conseguenza minore quantità di pre-polimero, per cui 
il reticolo risulta più debole.49 Questo risultato atteso è confermato dalle curve mostrate: 
l’aumentare dell’idratazione comporta un abbassamento notevole sia della cinetica di 
reticolazione che del plateau raggiunto da G’, come mostrato nella Tabella 6.1. 
Inoltre, sempre tramite uno studio di fotoreologia, si è cercato di ridurre la percentuale di 
fotoiniziatore presente nel sistema: il BAPO-OH è un acido che potrebbe influenzare 
negativamente la biocompatibilità del sistema reagente, e i radicali derivanti dalla 
fotoattivazione potrebbero risultare tossici per il sistema cellulare presente. 
A tale scopo, sono stati testati sistemi con composizione 33%PEGDMA/67%PEGMA reticolati 
con 100phr di H2O, nei quali è stata variata la percentuale (rispetto al totale di pre-polimero) 
del fotoiniziatore. Si sono testate le seguenti percentuali di fotoiniziatore: 0,1%, 0.2%, 0.3%, 
0.5%, 1.0% e 2.0%.  
In Figura 6.3 sono mostrate le curve G’ prodotte dalle prove fotoreologiche di questo terzo caso. 
Il tratto di interesse in questo confronto è quello in cui ha inizio la reticolazione: ad eccezione 
della curva arancione (0.1% di BAPO-OH), gli altri andamenti indicano che l’inizio della 
reticolazione avviene sempre a circa 45 secondi, mentre il sistema con lo 0.1% di BAPO-OH 
mostra un ritardo, spostando l’inizio della reticolazione a 70 secondi.  

Fig. 6. 1: Curve G' in fotoreologia degli idrogeli con diverse percentuali di 

PEGDMA/PEGMA 
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Questa prova ha permesso di stabilire che per il sistema scelto non vi è differenza nella cinetica 
di reticolazione passando dal 2.0% al solo 0.2% di fotoiniziatore, mentre si osserva un 
rallentamento quando si utilizza solo lo 0.1%. Per questa ragione si è fissata a 0.2% la quantità 
di fotoiniziatore per le prove successive.   
Inoltre, per completezza, si fa riferimento al già citato studio condotto da Hwang et al. (2014) 
in cui si mostra che anche variando il rapporto percentuale tra PEGDMA e PEGMA, ciò che 
influisce sul tempo di inizio della reticolazione è la quantità di fotoiniziatore e non il rapporto 
percentuale tra bifunzionale e monofunzionale.71 

 

Tabella 6. 1: Valori di G' al plateau delle curve in fotoreologia al variare della quantità di H2O 

Campioni G’ 

33%PEGDMA/67%PEGMA 1,8×106 Pa 

33%PEGDMA/67%PEGMA + 50phr H2O 1,0×106 Pa 

33%PEGDMA/67%PEGMA + 100phr H2O 6,5×105 Pa 

33%PEGDMA/67%PEGMA + 150phr H2O 1,9×105 Pa 

 
 

 
Fig. 6. 2: Curve G' in fotoreologia degli idrogeli con composizione 

33%PEGDMA/67%PEGMA reticolati in presenza di diversi phr di H2O 
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6.1.2 Reologia in variazione di ampiezza e in variazione di frequenza 
Gli idrogeli aventi composizione polimerica 33%PEGDMA/67%PEGMA reticolati in presenza 
di differenti phr di H2O sono stati testati al reometro sia in variazione di ampiezza della 
deformazione, che in variazione di frequenza. Queste prove hanno permesso di ottenere 
un’indicazione della resistenza del reticolo polimerico a sollecitazioni meccaniche, nonostante 
la funzione finale degli idrogeli in questo lavoro di tesi non preveda l’applicazione di sforzi 
elevati.  
In Figura 6.4 si riportano le curve G’ e G” ottenute facendo variare la frequenza di 
sollecitazione. Si osserva che i moduli G’ corrispondono a quelli ottenuti al plateau delle prove 
in fotoreologia, con una diminuzione del modulo all’aumentare della quantità di acqua. Inoltre, 
tutti i reticoli sono stabili nell’intervallo di sollecitazioni testate.  
In Figura 6.5 si riportano invece le curve G’ (linea continua) e G” (linea tratteggiata) della prova 
reologica in variazione di ampiezza della sollecitazione. Si osserva che tutti i reticoli polimerici 
sono stabili per ampiezze di deformazione fino al 4%, ampiezza oltre la quale cedono per 
frattura fragile, come atteso per polimeri termoindurenti.  
 
 
  

Fig. 6. 3: Curve G' in fotoreologia per gli idrogeli 33%PEGDMA/67%PEGMA al variare 

della quantità di fotoiniziatore 
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Fig. 6. 4: Reologia in variazione di frequenza della deformazione degli idrogeli 

33%PEGDMA/67%PEGMA con diversi phr di H2O 

Fig. 6. 5: Reologia in variazione di frequenza della deformazione degli idrogeli 

33%PEGDMA/67%PEGMA con diversi phr di H2O 
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6.2 Spettroscopia FTIR-ATR 
Affinché si possa affermare che la reticolazione sia avvenuta completamente non è sufficiente 
basarsi solo sulla fotoreologia e sul fatto che i campioni reticolati raggiungono un plateau; è 
bene dunque verificare se sia avvenuta la conversione del doppio legame C=C contenuto nei 
gruppi metacrilati. 
A questo scopo sono state svolte analisi di spettroscopia in modalità ATR (attenuated total 
reflectance) sulle formulazioni prima della reticolazione e sui campioni ottenuti tramite 
fotoreologia. L’analisi in modalità ATR permette di analizzare la chimica superficiale dei 
campioni.  
Il campione è posto a contatto con un cristallo di diamante, che ha elevato indice di rifrazione. 
Il raggio IR passa attraverso questo cristallo e penetra nel campione, per poi essere riflesso in 
maniera attenuata, a causa dell’assorbimento di radiazione da parte del materiale stesso.145 

Nella Figura 6.6 vengono mostrati gli spettri FTIR-ATR nel caso di idrogeli 
33%PEGDMA/67%PEGMA: si confrontano gli spettri dei campioni reticolati con lo spettro 
della formulazione di partenza (spettro verde).  
La curva ATR verde, della formulazione prima della reticolazione, mostra un evidente picco a 
1637 cm-1, corrispondente alla vibrazione infrarossa del doppio legame C=C del gruppo 
metacrilato.  
La tabella inserita in figura riporta il valore della conversione del doppio legame, calcolato 
come rapporto tra le aree dei picchi a 1637 cm-1, misurate sul monomero liquido e al termine 
del processo di reticolazione e normalizzate rispetto all’area del picco a 1740 cm-1, 
corrispondente al gruppo carbonilico C=O.  
È visibile che il picco caratteristico del legame C=C sparisce negli spettri dei campioni 
reticolati. I valori misurati indicano per tutti i campioni una conversione prossima al 95%. 
Questo risultato conferma che una reticolazione completa di idrogeli di PEGDMA/PEGMA 
può essere ottenuta tramite fotopolimerizzazione radicalica.  
 

 
 
 
 
 

Fig. 6. 6: Curve FTIR-ATR prima e dopo la reticolazione dei campioni 

33%PEGDMA/67%PEGDMA, reticolati in presenza di diversi phr di H2O 
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In Figura 6.7 viene invece mostrato il confronto tra gli spettri dei campioni reticolati in presenza 
di 100phr di H2O con diverse quantità di PEGDMA e PEGMA. Anche in questo si osserva la 
scomparsa quasi totale del picco del legame C=C, confermata dal calcolo della conversione 
percentuale, riportata in tabella: per tutti i campioni il valore di conversione è superiore al 93%.   
 

 
Fig. 6. 7: Curve FTIR-ATR dei campioni con diversa composizione di 

 PEGDMA/PEGMA, reticolati in presenza di 100phr di H2O 

 
6.3 Prove di %gel 
La prova di %gel serve a determinare la frazione insolubile dell’idrogelo e conseguentemente 
a valutare quanto pre-polimero e fotoiniziatore residui non reagiti rimangano nei campioni.143 
Questo è un fattore relativamente importante, laddove eventuali residui di fotoiniziatore o 
frammenti di polimero possano determinare instabilità̀ o ancor più̀ tossicità̀ ed incompatibilità 
nel caso di contatto con materiale biologico.  
In Tabella 6.2 vengono elencati i valori di %gel per gli idrogeli considerati finora: tutti i 
campioni mostrano una % di gel maggiore del 95%, che rappresenta un risultato positivo, 
soprattutto per l’applicazione degli idrogeli in questo lavoro di tesi, ovvero l’intrappolamento 
di microrganismi nella matrice polimerica. 
 

Tabella 6.2: Valori di %gel per i campioni di idrogeli 

Campioni %gel 
100%PEGDMA + 100phr H2O 96.98% 

50%PEGDMA/50%PEGMA + 100phr H2O 95.30% 
40%PEGDMA/60%PEGMA + 100phr H2O 95.10% 
33%PEGDMA/67%PEGMA + 100phr H2O 97.23% 

33%PEGDMA/67%PEGMA  98.18% 
33%PEGDMA/67%PEGMA + 50phr H2O 97.46% 

33%PEGDMA/67%PEGMA + 150phr H2O 97.06% 
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6.4 Analisi termica dinamo-meccanica DMTA 
La DMTA (dynamic-mechanical thermal analysis) è un’analisi termica che permette di 
caratterizzare il comportamento viscoelastico di un materiale polimerico. Consiste 
nell’applicazione di uno stress sinusoidale con un aumento progressivo della temperatura. 
Durante la prova si misurano i moduli conservativo e dissipativo del polimero. Il modulo 
elastico conservativo mostra un plateau nello stato vetroso del polimero, poi in corrispondenza 
della transizione vetrosa si ha un abbassamento ed infine si assesta nuovamente ad un plateau, 
più basso, allo stato gommoso.146 

Il rapporto tra il modulo dissipativo e il modulo conservativo è il fattore di smorzamento Tan 
delta, il cui picco corrisponde alla transizione vetrosa. Con la DMTA dunque, oltre alle 
proprietà meccaniche del materiale nelle condizioni di temperatura e sollecitazione impostata, 
si può valutare anche la sua temperatura di transizione vetrosa.146 

 

6.4.1 Andamento della Tan delta 
In Figura 6.8 sono mostrate le curve Tan delta per i campioni essiccati con diverse composizioni 
di PEGDMA/PEGMA, reticolati in presenza di 100phr di H2O: gli andamenti di Tan delta 
evidenziano una sostanziale differenza nella temperatura di transizione vetrosa dei diversi 
campioni. La curva arancione che fa riferimento al campione costituito al 100% da PEGDMA 
mostra una Tg pari a -30 °C, mentre all’aumentare della frazione di PEGMA, a discapito della 
frazione di PEGDMA, la Tg è al di sotto di -40 °C. Sul grafico in figura sono elencate le Tg dei 
diversi campioni per un confronto più esplicativo. Da questo risultato se ne deduce che 
l’aumento della frazione di PEGMA nella composizione del reticolo ha un effetto 
plasticizzante, ampliando l’intervallo di temperatura dello stato gommoso del materiale.  
 

 
Fig. 6. 8: Andamenti Tan delta dei campioni con diverse composizioni di 

PEGDMA/PEGMA, reticolati in presenza di 100phr H2O 
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Nella Figura 6.9 si riportano invece gli andamenti di Tan delta per i campioni essiccati con 
composizione 33%PEGDMA/67%PEGMA, reticolati in precedenza con diversi phr di H2O, da 
0 a 150.  
In questo secondo caso si osserva che i reticoli formati in presenza di acqua hanno una 
temperatura di transizione vetrosa nell’intorno di -44 °C, mentre il reticolo ottenuto in assenza 
di acqua ha una Tg di -41 °C. Questo risultato conferma quanto visto precedentemente in 
reologia, ovvero che i reticoli formati in assenza di acqua mostrano una struttura più rigida, 
probabilmente per una maggiore densità di reticolazione del reticolo stesso.  
 

 
Fig. 6. 9: Andamenti Tan delta dei campioni 33%PEGDMA/67%PEGMA 

 reticolati in presenza di diversi phr di H2O 
 
6.4.2 Moduli G’ allo stato vetroso e allo stato gommoso 
Nella Tabella 6.3 vengono elencati i moduli conservativi G’ dei diversi campioni, forniti dalle 
prove DMTA, allo stato vetroso e allo stato gommoso, e la densità di reticolazione n, espressa 
in  mmol/cm3, calcolata secondo l’equazione 5.1 (𝐺" = 	𝜈𝑅𝑇, dove G’ è il modulo conservativo 
a 30 °C, cioè allo stato gommoso). 
Per i tutti i sistemi considerati, la transizione vetrosa determina una perdita di tre ordini di 
grandezza, nel passaggio dallo stato vetroso allo stato gommoso. Si osserva inoltre che sia 
all’aumentare della frazione di PEGMA che all’aumentare della quantità di acqua nell’idrogelo 
di partenza, il modulo del reticolo allo stato gommoso decresce, risultato che conferma ancora 
una volta quanto detto precedentemente. Inoltre, dai valori di n si nota che all’aumentare nel 
sistema della frazione di PEGMA, a discapito del PEGDMA, la densità di reticolazione si 
abbassa notevolmente; lo stesso effetto è dovuto all’aumentare della quantità di acqua nella 
formulazione di partenza. Questa stima matematica della densità di reticolazione permette di 
confermare quanto detto più volte nella discussione di questi risultati, cioè che il 
monofunzionale e la presenza di acqua durante il processo di reticolazione abbassano la 
probabilità di formare legami covalenti tra le catene, generando dei reticoli meno densi e più 
gommosi. 
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Tabella 6. 3: Valori di G' per i campioni testati in DMTA, allo stato vetroso e allo stato gommoso, e 
densità di reticolazione 

Campioni G’ al plateau 
vetroso (Pa) 

G’ al plateau 
gommoso (Pa) 

n 
(mmol/cm3) 

100%PEGDMA  
+ 100phr H2O 2.15×109 5.56×106 2.21 

50%PEGDMA/50%PEGMA + 
100phr H2O 2.10×109 3.73×106 1.48 

40%PEGDMA/60%PEGMA + 
100phr H2O 1.24×109 1.87×106 0.74 

33%PEGDMA/67%PEGMA + 
100phr H2O 2.32×109 1.76×106 0.70 

33%PEGDMA/67%PEGMA 2.30×109 5.50×106 2.18 

33%PEGDMA/67%PEGMA + 
50phr H2O 2.24×109 2.79×106 1.11 

33%PEGDMA/67%PEGMA + 
150phr H2O 2.28×109 1.19×106 0.47 

 
6.5 Calorimetria a scansione differenziale DSC 
La DSC (Differential scanning calorimetry) è un’analisi termica in cui si misura la differenza 
di flusso di calore tra un campione e un riferimento, attraverso delle termocoppie, durante un 
riscaldamento controllato, al fine di seguire le transizioni del materiale in esame, durante le 
quali il materiale rilascia o assorbe calore. Con questa prova è possibile osservare le 
temperature caratteristiche dei materiali polimerici, come la transizione vetrosa, la temperatura 
di cristallizzazione, la temperatura di fusione delle zone cristalline ed eventuali altre transizioni 
del primo e secondo ordine.147 

Per avere un riscontro delle temperature caratteristiche dei campioni, in particolare la 
transizione vetrosa, sono state effettuate due prove in DSC su campioni 
33%PEGDMA/67%PEGMA. 
In Figura 6.10 sono riportate le due curve ottenute: si osserva che le transizioni vetrose sono 
simili, in particolare -51.0 °C per il campione che non è stato reticolato in presenza d’acqua 
(curva arancione), e -52.0 °C per il campione reticolato con 150phr di acqua (curva blu). 
Tali temperature differiscono di qualche grado da quelle misurate nella prova di DMTA: è un 
risultato che ci si aspetta, poiché́ le transizioni vetrose dei polimeri dipendono fortemente dalle 
velocità di raffreddamento/riscaldamento, e dalle condizioni generali di sollecitazione.148 
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Fig. 6. 10: Curve DSC di due reticoli 33%PEGDMA/67%PEGMA 

 

6.6 Prove di swelling 
Le prove di swelling permettono di determinare il rigonfiamento dovuto all’assorbimento 
d’acqua da parte dei campioni.  
In Figura 6.11 sono mostrate le curve degli assorbimenti percentuali dei diversi reticoli 
polimerici. Per tutti i campioni si osserva un rapido aumento iniziale delle curve, poiché il 
reticolo idrofilo tende ad idratarsi subito. Il rigonfiamento rallenta fino ad una condizione 
stazionaria, raggiunta per tutti i reticoli già dopo un’ora.  
Si osserva inoltre che i reticoli con i minori rigonfiamenti, (circa +50%,) sono quelli costituiti 
da 100% di PEGDMA, precedentemente reticolato in presenza di 100phr di H2O (curva 
azzurra), 50%PEGDMA/50%PEGMA, reticolato con 100phr di H2O (curva arancione) e 
33%PEGDMA/67%PEGMA reticolato in assenza di H2O, quindi i campioni che contengono 
le minori quantità di monofunzionale insieme al campione reticolato in assenza di acqua. 
Gli altri idrogeli si assestano tra un +60% e un +70% di swelling, e il campione che mostra il 
maggior rigonfiamento è quello costituito da 33%PEGDMA/67%PEGMA reticolato in 
presenza di 150phr di H2O (curva blu scuro). Questo risultato può essere giustificato da una 
minore densità di reticolazione (come mostrato nella Tabella 6.3) che comporta maggiore 
volume libero da riempire per l’acqua; il reticolo era difatti stato formato in presenza di 
un’elevata frazione di acqua e di monofunzionale, per cui vi sono meno legami covalenti tra le 
catene.  
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Fig. 6. 11: Curve di swelling (%) degli idrogeli considerati 

 
6.7 Intrappolamento dei microrganismi negli idrogeli polimerici 
Fino a questo momento sono state mostrate e discusse le prove condotte per caratterizzare i 
materiali studiati dal punto di vista chimico, meccanico e termico. Le prove successive 
riguardano, invece, la biocompatibilità del sistema, sia dei singoli componenti chimici che del 
sistema di reticolazione completo, nonché la sua efficienza nell’intrappolamento dei 
microrganismi.  
 
6.7.1 Valutazione dell’influenza dei componenti del polimero e dell’irraggiamento sulla 

crescita microbica 

Le prove di compatibilità tra P. fluorescens e i componenti del polimero, nonché l’eventuale 
influenza dell’irraggiamento sulla crescita, sono state condotte sia su terreni solidi DSM1 e 
M78, che in terreni liquidi M78.  

 
6.7.1.1 Prove su terreno solido 
Le prove su terreno solido hanno permesso di valutare la possibile inibizione nella crescita di 
P. fluorescens, in presenza dei componenti del sistema di fotopolimerizzazione impiegato. Di 
seguito vengono mostrate le piastre di terreno solido con cui sono state condotte le prove di 
crescita dei microrganismi.  
Nelle Figure 6.12 e 6.13 è confrontata la crescita dei soli microrganismi, rispettivamente sui 
terreni DSM1 e M78, in assenza di irraggiamento (che rappresenta il controllo positivo della 
prova) e dopo essere stati irraggiati per 10 minuti. Sono stati utilizzati due terreni diversi, uno 
complesso (DSM1) e uno minimo (M78), per verificare il comportamento del microrganismo 
nelle due differenti situazioni di coltura. Il terreno minimo M78, essendo privo di ferro, risulterà 
fondamentale per la produzione della molecola di pioverdina che si vuole sfruttare come 
molecola segnale della presenza di metalli. Dalle immagini, non si osserva inibizione della 
crescita nel caso irraggiato, risultato che ci si aspetta in quanto l’irraggiamento con luce visibile 
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non è in genere dannoso per i sistemi biologici e, in quanto tale, è preferibile alla luce UV 
quando si intende fotopolimerizzare dei sistemi a contatto con materiale biologico.22 
 

 
Fig. 6. 12: Crescita di P. fluorescens sul terreno DSM1 nei casi non irraggiato e irraggiato 

 
Fig. 6. 13: Crescita di P. fluorescens sul terreno M78 nei casi non irraggiato e irraggiato 

 
Nelle Figure 6.14 e 6.15 sono riportate le immagini relative alle prove in cui P. fluorescens è 
stato messo a contatto con un disco di carta, sul quale è stata depositata la soluzione di pre-
polimero di PEGMA, sia tal quale che dopo essere stata irraggiata per 10 minuti con luce 
visibile. Lo scopo della prova è stato duplice: verificare la compatibilità del PEGMA tal quale 
ed escludere che il PEGMA irraggiato generi delle specie che inibiscono la crescita del batterio. 
L’assenza di un alone di inibizione intorno ai dischi impregnati di PEGMA dimostra che anche 
in questa prova non vi è inibizione della crescita, dunque il pre-polimero tal quale o irraggiato 
non è tossico per P. fluorescens.  
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Fig. 6. 14: Crescita di P. fluorescens sul terreno DSM1, a contatto con PEGMA non irraggiato e 

irraggiato 

 
 

 
Fig. 6. 15: Crescita di P. fluorescens sul terreno M78, a contatto con PEGMA non irraggiato e irraggiato 

Le Figure 6.16 e 6.17 mostrano i risultati relativi alla soluzione di fotoiniziatore, sia tal quale 
che irraggiata. L’attivazione del fotoiniziatore mediante esposizione alla radiazione visibile 
determina la formazione di radicali. Nonostante ciò, è possibile affermare che anche nel caso 
del BAPO-OH non si evidenzia inibizione sulla crescita di P. fluorescens. 
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Fig. 6. 16: Crescita di P. fluorescens sul terreno DSM1, a contatto con BAPO-OH non irraggiato e 

irraggiato 
 

 
Fig. 6. 17: Crescita di P. fluorescens sul terreno M78, a contatto con BAPO-OH non irraggiato e 

irraggiato 

 
Successivamente è stata valutata la biocompatibilità degli idrogeli a base di PEGDMA e 
PEGMA. Gli idrogeli, sia tal quali che dopo essere stati lavati, sono stati appoggiati 
direttamente sulle piastre di terreno agarizzato, sulle quali era stata precedentemente dispersa 
la sospensione di P. fluorescens (Figure 6.18 e 6.19). Inoltre, per completezza, sono stati 
preparati dei controlli abiotici, appoggiando degli idrogeli su terreni sterili non inoculati (Figura 
6.20), per verificare possibili contaminazioni. Infine, la soluzione di lavaggio utilizzata per gli 
idrogeli è stata depositata su dischi di carta e messa a contatto con i microrganismi, per valutare 
l’eventuale presenza di residui solubili non polimerizzati che potrebbero inibire la crescita 
batterica (Figura 6.21).  
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Nelle Figure 6.18 e 6.19 non si osserva inibizione, sia da parte dell’idrogelo lavato che 
dell’idrogelo non lavato. In particolare, gli idrogeli lavati sono rigonfiati ulteriormente ed 
essendo bagnati hanno aderito completamente al terreno; gli idrogeli non lavati, invece, non 
hanno aderito bene al terreno, per cui sono stati più volte poggiati e rigirati nel tentativo di 
aumentare l’area di contatto. Questa azione ha determinato un contatto del lato superiore 
dell’idrogelo con i batteri dispersi sulla superficie dell’agar, per cui si è osservata una crescita 
anche in questa zona, che ha confermato ulteriormente la biocompatibilità del materiale.  Gli 
idrogeli posizionati sui terreni sterili (Figura 6.20) non hanno determinato crescita microbica, 
evidenziando che durante la preparazione degli idrogeli non vi è stata contaminazione 
microbica. Infine, la crescita di P. fluorescens non è stata inibita in presenza della soluzione di 
lavaggio utilizzata per gli idrogeli, come osservabile nella Figura 6.21, pertanto, eventuali 
residui di reticolazione non compromettono la biocompatibilità del sistema. 
 
 

 
Fig. 6. 18: Crescita di P. fluorescens sul terreno DSM1, a contatto con un idrogelo di  

PEGDMA/PEGMA non lavato e lavato 
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Fig. 6. 19: Crescita di P. fluorescens sul terreno M78, a contatto con un idrogelo di 

PEGDMA/PEGMA non lavato e lavato 

 
Fig. 6. 20: Controllo abiotico dell'idrogelo di PEGDMA/PEGMA 
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Fig. 6. 21: Crescita di P. fluorescens sui terreni DSM1 e M78,  

a contatto con la soluzione usata per lavare gli idrogeli 

 
6.7.1.2 Prove in terreno liquido 
 
Le prove in terreno liquido sono state condotte al fine di osservare la crescita microbica e la 
produzione di pioverdina da parte di P. fluorescens in presenza dei singoli componenti del 
polimero e delle condizioni di polimerizzazione (irraggiamento). Questo studio combinato alle 
prove in solido offre un quadro completo della biocompatibilità del sistema. Per ogni 
condizione sono state valutate tre repliche. Nei grafici vengono riportati i valori medi con gli 
errori.   
Nella Figura 6.22 sono mostrate le misure di OD e pH effettuate sui terreni di crescita in cui era 
presente il solo microrganismo, in condizione di irraggiamento e non. Il grafico mostra che già 
dopo 24 ore è ottenuta una crescita microbica, tramite le misure di OD620 e pH (rispettivamente 
in blu e arancione sul grafico). Inoltre, è stata evidenziata la produzione di pioverdina, tramite 
la misura dell’OD400 del surnatante (in verde sul grafico). Nella Tabella 6.4 vengono riassunti 
i valori medi delle misure effettuate, con gli errori calcolati tramite deviazione standard.  

 
Tabella 6. 4.: Valori di OD e pH del terreno di crescita di P. fluorescens 

P. fluorescens Tempo 0 24 ore 
non irraggiato 

24 ore 
irraggiato 

48 ore 
non irraggiato 

48 ore 
irraggiato 

OD620 0.05 ± 0.001 0.79 ± 0.036 0.94 ± 0.191 0.96 ± 0.196 0.87 ± 0.130 

OD400 0.11 ± 0.003 2.65 ± 0.077 2.72 ± 0.287 3.22 ± 0.036 3.24 ± 0.036 

pH 6.91 ± 0.010 7.36 ± 0.035 7.42 ± 0.090 8.15 ± 0.050 8.10 ± 0.055 
 
A 48 ore, l’OD620 suggerisce che la crescita abbia raggiunto la condizione stazionaria, mentre, 
l’aumento di pH indica un ulteriore consumo dei nutrienti nel terreno da parte dei 
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microrganismi. Infine, la produzione di pioverdina determina valori di OD400 al limite della 
saturazione.  
Non si osservano sostanziali differenze negli andamenti delle misure, tra i casi non irraggiati 
(linee tratteggiate) e i casi irraggiati (linee continue), quindi anche in coltura liquida la crescita 
dei microrganismi non è influenzata dalla radiazione di luce visibile utilizzata per la 
polimerizzazione.  
 

 
Fig. 6. 22: Misure di OD620, OD400 e pH del terreno di crescita di P. fluorescens,  

nelle condizioni non irraggiato e irraggiato 
  
La Figura 6.23 mostra, invece, gli andamenti nel caso in cui P. fluorescens sia stato messo a 
contatto con una soluzione di PEGMA, sia tal quale che dopo un irraggiamento di 10 minuti. 
Anche in questo caso si possono fare le stesse considerazioni del grafico precedente: la presenza 
del pre-polimero, sia nel caso tal quale che dopo l’irraggiamento, non compromette la crescita 
microbica né la produzione del sideroforo, risultato che conferma quanto osservato nei test su 
terreno solido. In Tabella 6.5 vengono riportati i valori medi delle misure effettuate. 
 

Tabella 6. 5: Valori di OD e pH del terreno di crescita di P. fluorescens a contatto con PEGMA 

P. 
fluorescens 
+ PEGMA 

Tempo 0 
24 ore 

non 
irraggiato 

24 ore 
irraggiato 

48 ore 
non 

irraggiato 

48 ore 
irraggiato 

OD620 0.07 ± 0.001 0.95 ± 0.152 0.76 ± 0.125 0.68 ± 0.048 0.79 ± 0.084 

OD400 0.16 ± 0.001 2.94 ± 0.207 2.77 ± 0.074 3.12 ± 0.011 3.16 ± 0.085 

pH 6.91 ± 0.006 7.50 ± 0.056 7.46 ± 0.010 7.88 ± 0.021 7.92 ± 0.032 
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Fig. 6. 23: Misure di OD620, OD400 e pH del terreno di crescita di P. fluorescens, 

a contatto con PEGMA non irraggiato e irraggiato 

 
Le Figure 6.24, 6.25, 6.26 mostrano, invece, le misure di OD620, OD400 e pH condotte sui terreni 
di crescita in cui P. fluorescens è stato posto a contatto con soluzioni di fotoiniziatore a 
concentrazioni differenti (0.05%, 0.1% e 0.5%), sia che queste siano state usate tal quali che 
dopo essere state irraggiate per 10 minuti. Il fotoiniziatore irraggiato produce radicali liberi 
molto reattivi e questo test serve a verificare se la loro presenza possa compromettere la crescita 
microbica e/o la produzione di pioverdina.  
Le misure di OD620 (Figura 6.24) mostrano che dopo 24 ore la crescita microbica è inferiore nei 
casi in cui il BAPO-OH sia stato irraggiato (linee continue), fenomeno probabilmente dovuto 
alla presenza di radicali nel sistema. Dal grafico è possibile osservare che, dopo 48 ore, si 
raggiunge la fase stazionaria di crescita in tutte le condizioni valutate. La produzione di 
pioverdina da parte dei microrganismi segue l’andamento della crescita microbica, con valori 
leggermente inferiori alle 24 ore per le colture contenenti il fotoiniziatore irraggiato, per poi 
raggiungere valori comparabili in tutte le colture alle 48 ore (Figura 6.25). Infine, il consumo 
dei nutrienti, indicato dall’aumento del pH (Figura 6.26), non mostra particolari differenze tra 
i casi di irraggiamento e non irraggiamento. 
I test condotti in terreno liquido hanno confermato i risultati precedenti delle prove su terreno 
solido, ovvero che i componenti del sistema polimerico, e delle fasi di fotoreticolazione non 
inibiscono la crescita di P. fluorescens, se non per un leggero rallentamento in fase di crescita 
esponenziale nel caso del fotoiniziatore irraggiato. Inoltre, anche la produzione di pioverdina 
non ha subito inibizione, quindi il sistema polimerico e di polimerizzazione risulta compatibile 
con l’intrappolamento di P. fluorescens per lo sviluppo di un biosensore. 
Questo risultato permette di procedere alla fase successiva delle prove, ovvero 
l’intrappolamento di P. fluorescens nell’idrogelo, per valutare la possibilità di creare un 
idrogelo biosensore a base di PEGDMA/PEGMA.  
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Fig. 6. 24: Misura di OD620 del terreno di crescita di P. fluorescens,  

a contatto con BAPO-OH non irraggiato e irraggiato 

 

 
Fig. 6. 25: Misura di OD400 del surnatante del terreno di crescita di P. fluorescens, 

 a contatto con BAPO-OH non irraggiato e irraggiato 
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Fig. 6. 26: Misura del pH del terreno di crescita P. fluorescens,  

a contatto con BAPO-OH non irraggiato e irraggiato 

 
Tabella 6. 6: Valori di OD e pH di P. fluorescens a contatto con una soluzione di BAPO-OH 0.05% 

BAPO-OH 
0.05% Tempo 0 24 ore 

non irraggiato 
24 ore 

irraggiato 
48 ore 

non irraggiato 
48 ore 

irraggiato 
OD620 0.05 ± 0.008 1.22 ± 0.129 0.91 ± 0.124 1.16 ± 0.244 1.03 ± 0.081 

OD400 0.05 ± 0.019 2.91 ± 0.189 2.70 ± 0.100 3.12 ± 0.011 3.17 ± 0.046 

pH 6.91 ± 0.006 7.42 ± 0.085 7.37 ± 0.032 7.69 ± 0.043 7.67 ± 0.023 

 
Tabella 6. 7: Valori di OD e pH di P. fluorescens a contatto con una soluzione di BAPO-OH 0.1% 

BAPO-OH 
0.1% Tempo 0 24 ore 

non irraggiato 
24 ore 

irraggiato 
48 ore 

non irraggiato 
48 ore 

irraggiato 
OD620 0.06 ± 0.002 1.06 ± 0.221 0.93 ± 0.108 0.95 ± 0.051 1.10 ± 0.186 

OD400 0.13 ± 0.002 2.98 ± 0.252 2.95 ± 0.118 3.17 ± 0.066 3.20 ± 0.072 

pH 6.88 ± 0.001 7.70 ± 0.157 7.61 ± 0.077 7.79 ± 0.015 7.86 ± 0.085 
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Tabella 6. 8: Valori di OD e pH di P. fluorescens con una soluzione di BAPO-OH 0.5% 

BAPO-OH 
0.5% Tempo 0 24 ore 

non irraggiato 
24 ore 

irraggiato 
48 ore 

non irraggiato 
48 ore 

irraggiato 

OD620 0.06 ± 0.005 0.97 ± 0.178 0.80 ± 0.026 1.14 ± 0.229 1.13 ± 0.078 

OD400 0.14 ± 0.011 2.92 ± 0.072 2.71 ± 0.027 3.30 ± 0.067 3.27 ± 0.026 

pH 6.87 ± 0.001 7.51 ± 0.100 7.40 ± 0.010 8.23 ± 0.044 8.23 ± 0.046 
 
6.7.2 Caratterizzazione degli idrogeli contenenti P. fluorescens 
Per le prove di intrappolamento di P. fluorescens in idrogeli, sono stati scelti due sistemi 
polimerici differenti, uno costituito al 100% da PEGDMA, l’altro con composizione 
33%PEGDMA/67%PEGMA. In questo modo è stato possibile valutare l’intrappolamento in 
idrogeli caratterizzati da valori di densità di reticolazione rispettivamente di 2.21 e 0.70 
mmol/cm3, che rappresentano il valore massimo e il valore minimo tra gli idrogeli testati. Una 
volta preparati e caratterizzati, gli idrogeli sono stati testati per l’effettivo intrappolamento in 
coltura in terreno liquido. 
 

6.7.2.1 Fotoreologia degli idrogeli contenenti P. fluorescens 
Come prova preliminare, si è tentato di fotopolimerizzare sistemi polimerici in presenza di P. 
fluorescens, per valutare l’effettiva fattibilità della polimerizzazione. Sono state utilizzate 
sospensioni di batteri a diversa concentrazione e corrispondenti a soluzioni con OD620 pari a 
10, 20 e 40. In apparenza, la fotoreticolazione in presenza dei microrganismi non ha presentato 
differenze rispetto al solo sistema polimerico. Per valutare meglio le differenze tra i due sistemi, 
la cinetica di reticolazione degli idrogeli in presenza di microrganismi è stata caratterizzata 
attraverso prove di fotoreologia.  
In Figura 6.27 sono mostrate le curve G’ in fotoreologia di idrogeli PEGDMA reticolati in 
presenza di 100phr di una sospensione di P. fluorescens.  
Confrontando le curve degli idrogeli contenenti batteri rispetto alla curva dell’idrogelo con solo 
PEGDMA e PBS (curva viola) si osserva come nel caso di reticolazione in presenza di batteri 
il tempo di inizio della reazione sia di circa 70 secondi, mentre in assenza dei microrganismi si 
prolunga oltre i 100 secondi. Questo effetto potrebbe essere dovuto ad una partecipazione dei 
microrganismi al processo di reticolazione. Il meccanismo di intrappolamento risulterebbe in 
questo caso più forte ed efficace, ma al contempo più deleterio nei confronti dell’attività 
microbica.4 
Queste curve hanno, inoltre, permesso di valutare che gli idrogeli, contenenti un’elevata 
quantità di microrganismi (OD620 pari a 40 della sospensione batterica immobilizzata), non 
presentano un’eccessiva opacità e, conseguentemente, l’irraggiamento non è stato impedito da 
fenomeni di dispersione della luce. Grazie a questi risultati, per le prove di intrappolamento 
successive, si è scelto di utilizzare una sospensione di microrganismi con OD620 pari a 40.  
Confrontando poi la curva viola con il caso visto durante la caratterizzazione in fotoreologia, 
dell’idrogelo 100%PEGDMA reticolato in presenza di sola acqua, si osserva che in presenza di 
PBS la cinetica di reticolazione è più lenta.  
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Fig. 6. 27: Fotoreologia degli idrogeli 100%PEGDMA in presenza di microrganismi 

Lo stesso studio è stato condotto anche con idrogeli aventi composizione 
33%PEGDMA/67%PEGMA e 100phr di sospensione di microrganismi, avente OD620 pari a 10 
e a 20.  
Nella Figura 6.28 sono mostrate le curve reologiche di questo secondo tipo di idrogeli. In questo 
caso si osserva una cinetica decisamente più lenta rispetto al sistema polimerico 
100%PEGDMA (Figura 6.27), con l’inizio della reticolazione dopo oltre 100 secondi, dal 
momento in cui è stata accesa la lampada, e il raggiungimento del plateau dopo circa 15 minuti. 
Invece, nel sistema 100%PEGDMA, l’inizio della reticolazione avviene dopo 10 secondi 
dall’accensione della lampada, e il plateau viene raggiunto dopo 6 minuti. La cinetica più lenta 
corrisponde a quanto già visto durante la caratterizzazione del materiale, ovvero che tra i sistemi 
polimerici valutati, quelli contenenti più monofunzionale hanno minore probabilità di formare 
un reticolo.  
Infine, si osserva che i valori di G’ al plateau sono paragonabili ai valori ottenuti durante la 
caratterizzazione degli idrogeli abiotici, cioè reticolati in presenza di sola acqua, dunque la 
presenza dei microrganismi non determina una significativa variazione delle proprietà 
meccaniche.  
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Fig. 6. 28: Fotoreologia degli idrogeli 33%PEGDMA/67%PEGMA in presenza di microrganismi 

 

6.7.2.2 Analisi DMTA dei campioni contenenti P. fluorescens 
L’analisi DMTA è stata usata anche per caratterizzare i reticoli ottenuti in presenza di P. 
fluorescens. In Figura 6.29 sono mostrati gli andamenti del modulo G’ e della Tan delta per il 
reticolo con composizione 100%PEGDMA, ottenuto in presenza di una sospensione di batteri 
(OD620=40).  
Il modulo G’ al plateau vetroso è pari a 1.94×109 Pa, invece al plateau gommoso vale 1.09×107 
Pa; la transizione vetrosa in questo reticolo è posizionata intorno a -28.7 °C. I valori ottenuti 
sono dello stesso ordine di grandezza di quelli misurati sui campioni abiotici (G’ vetroso = 
2.15×109 Pa e G’ gommoso = 5.56×106 Pa), tuttavia, si nota un leggero incremento rispetto ai 
valori di G’ ottenuti dalle prove di DMTA per il reticolo 100%PEGDMA, reticolato in presenza 
di sola acqua, mentre la transizione vetrosa avviene nello stesso intervallo. Questo risultato 
potrebbe confermare l’ipotesi fatta discutendo la prova in fotoreologia, ossia che i 
microrganismi partecipino al meccanismo di reticolazione, e dunque che avvenga un 
intrappolamento per reticolazione; oppure potrebbe indicare che i microrganismi possono agire 
come filler rinforzante della matrice.  
In Figura 6.30 sono invece mostrate le curve relative al campione con composizione 
33%PEGDMA/67%PEGMA in presenza di microrganismi.  
In questo caso, G’ allo stato vetroso vale 1.60×109 Pa e allo stato gommoso 2.65×106 Pa; la 
transizione vetrosa avviene a circa -46.0 °C. Il reticolo più ampio, ottenuto in presenza di 
microrganismi, non differisce esageratamente nel comportamento meccanico dal caso abiotico 
(G vetroso = 2.28×109 Pa e G gommoso = 1.19×106 Pa) e questo potrebbe voler dire che 
l’intrappolamento per reticolazione sia meno efficace, rispetto al caso in cui si utilizzi solo 
bifunzionale, o che l’effetto di rinforzo sia meno evidente su una matrice più lasca. 
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Fig. 6. 29: Andamenti di G' e Tan delta per il campione 100%PEGDMA  

reticolato in presenza di microrganismi 
 
 

 
Fig. 6. 30: Andamenti di G' e Tan delta per il campione 33%PEGDMA/67%PEGMA 

reticolato in presenza di microrganismi 
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6.7.2.3 Immagini al microscopio 
Gli idrogeli reticolati in presenza dei batteri sono stati osservati al microscopio ottico (obiettivo 
60x).  
L’idrogelo costituito al 100% da PEGDMA, indicato con A nella Figura 6.31, non mostra una 
struttura definita, ma si può osservare la presenza dei batteri, probabilmente presenti in 
superficie.  
L’idrogelo costituito invece al 33% da PEGDMA e al 67% da PEGMA, indicato con B in Figura 
6.31, mostra una configurazione a sacche e non è possibile distinguere i singoli microrganismi, 
come nell’altro caso.  
Le trame dei due reticoli sono estremamente differenti, come già ci si aspettava valutando i 
risultati delle prove di caratterizzazione. L’idrogelo a maglia più larga osservato al microscopio 
mostra delle sacche, probabilmente dovute alla presenza della componente liquida nel 
materiale.   
 
 

 
Fig. 6. 31: Immagini al microscopio ottico di un idrogelo 100%PEGDMA (A) e di un idrogelo 

33%PEGDMA/67%PEGMA (B), contenenti i microrganismi 

 
6.7.3 Prove di intrappolamento di P. fluorescens 
Una volta caratterizzati gli idrogeli contenenti i microrganismi, questi sono stati inseriti in 
terreni di coltura liquidi M78, per valutare l’efficacia della tecnica di intrappolamento. Nella 
Figura 6.32 sono mostrati i valori di OD e pH dei terreni, al tempo 0, dopo 24 e dopo 48 ore 
(relativi all’idrogelo 100%PEGDMA a sinistra, e 33%PEGDMA/67%PEGMA a destra). Nello 
stesso grafico sono riportati i valori relativi al terreno contenente gli idrogeli abiotici utilizzati 
come controllo. Dai valori di OD620 e OD400 a 24 ore, relativi al terreno di coltura, è possibile 
osservare che non si è verificata crescita né produzione di pioverdina al di fuori degli idrogeli, 
e il pH è rimasto invariato rispetto al valore iniziale, 6.90. Al contrario, le misure effettuate a 
48 ore, hanno evidenziato una crescita microbica e la presenza di pioverdina al di fuori 
dell’idrogelo; si nota altresì che i valori relativi all’idrogelo 33%PEGDMA/67%PEGMA sono 
più elevati (OD620 = 1.09, OD400 = 3.29), rispetto all’idrogelo costituito da solo PEGDMA 
(OD620 = 0.65, OD400 = 2.28). Questo comportamento è stato confermato dalle conte microbiche 
effettuate su terreno solido DSM1, nonostante in entrambi i casi il numero di colonie sia 
risultato superiore a 300 cfu/mL. Sono stati valutati anche i terreni di coltura dei controlli 
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abiotici, così da verificare eventuali modifiche sul terreno da parte del solo polimero. Come si 
vede in Figura 6.32, non si notano differenze né di OD né di pH. 
Il risultato delle prove di crescita in coltura liquida conferma le informazioni ottenute durante 
la caratterizzazione degli idrogeli, ovvero che la presenza di monofunzionale riduce la densità 
di reticolazione e, conseguentemente, si ottengono maglie del reticolo più larghe e un 
intrappolamento dei microrganismi meno efficace. Da questa prova si può dedurre che, per 
entrambi i sistemi polimerici, l’intrappolamento non è totalmente efficace. In ogni caso, la 
sopravvivenza di P. fluorescens al processo di fotoreticolazione, la crescita e la produzione di 
pioverdina in coltura, sono da considerarsi un risultato estremamente positivo. 
 

 
6.7.3.1 Risultati delle prove di lavaggio degli idrogeli contenenti P. fluorescens 
Considerata la fuoriuscita dei microrganismi nella prova precedente, sono stati condotti diversi 
lavaggi (un lavaggio da 10 minuti; 3 lavaggi da 5 minuti) al fine di individuare le condizioni 
ottimali per rimuovere eventuali microrganismi rimasti sulla superficie dell’idrogelo o non 
efficacemente intrappolati. I lavaggi sono stati effettuati con PBS e la soluzione utilizzata è 
stata in seguito piastrata su terreno DSM1.  
Le piastre inoculate con prelievi dei lavaggi impiegati, non hanno mostrato una crescita 
significativa dopo 24 ore in nessuno dei casi analizzati. Questo risultato ha permesso di 
escludere la presenza di microrganismi liberi sulla superficie degli idrogeli, per cui si è scelto 
di adoperare un lavaggio in PBS (10 minuti) nelle successive prove di intrappolamento.  
 

6.7.4 Prove di applicazione di P. fluorescens immobilizzato in idrogeli 
Questi test sono stati condotti per due ragioni: innanzitutto per verificare che il batterio P. 
fluorescens anche in condizioni immobilizzate, sia in grado di rispondere alla concentrazione 
di ferro presente nel terreno di coltura e quindi possa essere utilizzato per lo sviluppo di un 
biosensore, in secondo luogo, per osservare il comportamento degli idrogeli contenenti i 
microrganismi per tempi superiori alle 48 ore. 

 
 

Fig. 6. 32: Misure di OD620, OD400 e pH dei terreni di coltura degli idrogeli 
contenenti microrganismi 
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6.7.4.1 Determinazioni sul terreno di coltura 
Nella Figura 6.33 si mostrano le misure di OD620 e OD400 dei terreni di coltura del sistema 
idrogelo costituito al 100% da PEGDMA: anche in questa prova si osserva crescita batterica a 
48 ore, per cui risulta evidente come l’idrogelo rilasci i microrganismi anche dopo essere stato 
lavato. Probabilmente si verifica una lenta migrazione verso l’esterno, dei microrganismi 
intrappolati nella parte più interna dell’idrogelo. Inoltre, si osserva che dopo 120 ore di coltura, 
si ha una diminuzione dei batteri nel terreno liquido, e questo potrebbe essere dovuto ad una 
mancanza di nutrienti. In particolare, il terreno privo di ferro, a 24 ore ha un valore di OD620 
pari a 0, a 48 ore 2.35, a 120 ore 1.17; invece per il terreno contenente ferro, l’OD620 a 24 ore 
resta 0, a 48 ore vale 3.21, a 120 ore 1.93. Dai valori riportati è possibile osservare che il terreno 
contenente il ferro determina una maggiore crescita di microrganismi.  
Non vengono mostrate le misure del pH, poiché è stato sperimentalmente verificato che i valori 
iniziali di pH non sono influenzati dalla presenza di ferro, mentre successivamente seguono un 
andamento simile a quello già riportato nelle prove precedenti, in cui si è registrata una crescita 
del microrganismo.  
Confrontando le misure dell’OD400 del surnatante, si osserva come la produzione di pioverdina 
sia inibita dalla presenza del ferro nel terreno (andamento in giallo), anche se a 48 e 120 ore il 
valore è diverso da 0: questo risultato potrebbe non essere dovuto alla presenza di pioverdina, 
ma ad un errore sperimentale nella separazione del surnatante dai microrganismi.  
 

 
Fig. 6. 33: Misure di OD620 e OD400 dell'intrappolamento in un idrogelo  

di PEGDMA per testare il biosensore 

 
Nella Figura 6.34 sono mostrate le misure condotte sui terreni di coltura utilizzati per gli 
idrogeli con composizione 33%PEGDMA/67%PEGMA: in questo caso, si osserva crescita 
batterica e produzione di pioverdina nel terreno di coltura già dopo 24 ore, per poi raggiungere 
un massimo a 48 ore. L’OD620, nel caso in cui non sia presente ferro, vale 0.59 dopo 24 ore, 
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2.00 dopo 48 ore e si abbassa a 0.82 dopo 120 ore; nel caso in cui nel terreno sia presente ferro, 
alle 24 ore è 0.06, alle 48 ore 3.26 e dopo 120 ore 1.73. Questi valori indicano che anche in 
questo caso dopo 120 ore si ha una diminuzione della popolazione batterica nel terreno liquido, 
e che laddove sia presente il ferro la crescita batterica alle 48 ore è maggiore, rispetto al terreno 
privo di ferro. L’OD400, nel caso in cui sia assente il ferro, vale 0.39 dopo 24 ore, 1.98 dopo 48 
ore e 2.72 dopo 120 ore; nel caso in cui sia stato aggiunto FeCl3 al terreno di coltura, l’OD400 
non suggerisce produzione di pioverdina, come atteso, e i valori nell’intorno di 1.00 a 48 e 120 
ore sono nuovamente dovuti ad un’errata preparazione dei campioni. 
La crescita batterica e la produzione di pioverdina già dopo 24 ore suggeriscono che il secondo 
tipo di idrogelo rilascia più facilmente i microrganismi intrappolati.    
Infine, per verificare l’effettivo rilascio dei microrganismi dall’idrogelo nel terreno di coltura, 
i campioni prelevati ai diversi tempi (24, 48 e 120 ore) sono stati piastrati su terreno solido 
DSM1, con differenti diluizioni. In nessun caso è stato possibile procedere con la conta delle 
colonie, a causa dell’elevato numero di batteri presenti. In ogni caso, questo risultato è in 
accordo con quanto ottenuto con la determinazione della densità ottica, precedentemente 
riportata, e conferma quindi un rilascio dei microrganismi fin dalle prime ore di coltura. 
 

 
Fig. 6. 34: Misure di OD620 e OD400 dell'intrappolamento in un idrogelo di 

 PEGDMA/PEGMA per testare il biosensore 
 
 

6.7.4.2 Determinazioni sugli idrogeli 
Oltre alle misure di OD del terreno di crescita, è stata valutata la trasmittanza degli idrogeli 
all’UV-visibile, in modo da osservare se vi siano, nel tempo, riduzioni della trasparenza degli 
idrogeli contenenti i microrganismi: in tal caso si potrebbe affermare che vi sia stata crescita 
batterica anche all’interno dell’idrogelo, con conseguente opacizzazione del materiale. Inoltre, 
nel caso della presenza di pioverdina all’interno del materiale reticolato si osserverebbe un 
picco negativo nello spettro di trasmittanza nell’intorno di 400 nm.  
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Nella Figura 6.35 si riportano gli spettri in trasmittanza ottenuti misurando gli idrogeli a base 
di PEGDMA contenenti i batteri, estratti sia dai terreni privi di ferro sia da quelli arricchiti di 
ferro. Si riporta anche lo spettro di un idrogelo a base di solo polimero per confronto. Le curve 
tratteggiate, relative agli idrogeli messi a contatto con una fonte di ferro, mostrano una maggiore 
trasmittanza rispetto ai corrispondenti casi privi di ferro. Questo fenomeno potrebbe essere 
giustificato da una maggior tendenza dei microrganismi ad uscire dall’idrogelo, attraverso un 
meccanismo chemiotattico, per raggiungere più facilmente il ferro, per cui la fuoriuscita 
determina una minore opacizzazione. La differenza tra le curve, tuttavia, può essere dovuta a 
condizioni diverse, nei differenti tempi, di temperatura, sensibilità dello strumento e anche 
anisotropia intrinseca degli idrogeli. Inoltre, nonostante gli idrogeli misurati ai diversi tempi 
dovrebbero essere tutti uguali, trattandosi di una dispersione di microrganismi all’interno del 
polimero, l’omogeneità può variare leggermente tra un idrogelo e l’altro. Questo è 
particolarmente evidente se si considerano gli spettri acquisiti alle 24 ore, che non sembrano 
particolarmente concordi al trend degli altri idrogeli.  
Infine nella Figura 6.36 sono mostrati gli spettri ottenuti dall’analisi in trasmittanza di idrogeli 
a base di PEGDMA/PEGMA. In questo caso, è evidente una diminuzione della trasmittanza nel 
tempo, nonché una differenza tra gli idrogeli messi a contatto con il ferro (linee tratteggiate) e 
quelli privi di ferro. Infatti, nel caso in cui sia presente ferro nel terreno, si ha probabilmente un 
effetto di richiamo per i microrganismi verso il terreno liquido, come osservato per l’idrogelo 
100%PEGDMA. Infine, nelle curve dei tempi T48 e T120, degli idrogeli in assenza di ferro, è 
osservabile un picco negativo a circa 400 nm, corrispondente all’assorbanza della pioverdina.  
Anche in questo caso, si registrano delle misure poco concordi: questo è particolarmente 
evidente se si considerano gli spettri acquisiti alle 24 ore. È probabile che ciò dipenda dalla 
scarsa omogeneità dei diversi idrogeli preparati, o dalle problematiche strumentali che possono 
aver inficiato la misura. 
 

 
Fig. 6. 35: Spettri UV-vis degli idrogeli a base di PEGDMA contenenti i microrganismi 
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Fig. 6. 36: Spettri UV-vis degli idrogeli a base di PEGDMA/PEGMA contenenti i microrganismi 

 
6.7.5 Valutazione della risposta alla variazione della concentrazione di ferro in coltura 
In quest’ultima prova, gli idrogeli che sono stati per 120 ore a contatto con il ferro, e che non 
hanno mostrato produzione di pioverdina, sono stati inseriti in terreni freschi privi di ferro, 
mentre gli idrogeli che per 120 ore sono stati in un terreno privo di ferro, con conseguente 
produzione della pioverdina, sono stati inseriti in terreni freschi arricchiti di ferro. Le foto 
mostrate nella Figura 6.37 confermano la capacità del sistema di reagire al cambiamento delle 
condizioni, con l’inversione del comportamento dei batteri in conseguenza dell’inversione delle 
condizioni. Infatti, la risposta del sistema microbico immobilizzato al cambiamento delle 
condizioni di coltura (presenza/assenza di ferro nel terreno), determina l’attivazione della 
produzione di pioverdina in assenza di ferro e lo spegnimento in presenza di ferro. In Figura 
6.37, i sistemi A e B corrispondono rispettivamente agli idrogeli 100%PEGDMA e 
33%PEGDMA/67%PEGMA, inseriti per 120 ore in un terreno privo di ferro e successivamente 
posti in presenza di ferro; i sistemi C e D, invece, corrispondono rispettivamente agli idrogeli 
100%PEGDMA e 33%PEGDMA/67%PEGMA, posti a contatto con una fonte di ferro per 120 
ore, ed in seguito inseriti in un terreno privo di ferro. Dalle foto è possibile osservare che i 
sistemi A e B che in assenza di ferro hanno prodotto pioverdina, dopo 24 ore in un nuovo terreno 
arricchito di ferro si sono spenti, invece i sistemi C e D in un terreno senza ferro hanno iniziato 
a mostrare la produzione di pioverdina. 
Quest’ultima prova conferma ulteriormente la possibilità di intrappolare i microrganismi 
all’interno del polimero, per lo sviluppo di un biosensore a base di P. fluorescens, nonostante 
servano ulteriori sforzi in tal senso, visti i risultati ottenuti dall’intrappolamento non totalmente 
efficace, sia per l’idrogelo 100%PEGDMA che quello con composizione 
33%PEGDMA/67%PEGMA. 
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Fig. 6. 37: Foto degli idrogeli nei terreni liquidi, prima e dopo lo scambio delle condizioni 
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7. Conclusioni e prospettive 
 
 
Lo studio sperimentale condotto durante questo lavoro di tesi ha fornito risultati interessanti e 
punti di riflessione per studi futuri; tuttavia è necessario migliorare il sistema testato per arrivare 
alla messa a punto di un biosensore vero e proprio.  
La reticolazione di sistemi aventi tra loro differenti composizioni di bifunzionale (PEGDMA) 
e monofunzionale (PEGMA) ha permesso di creare reticoli con morfologia, proprietà 
meccaniche e capacità di rigonfiamento molto diverse. L’avvenuta reticolazione della matrice 
polimerica in situ, cioè in presenza di acqua, ha anche confermato la possibilità di reticolare gli 
idrogeli nelle fasi successive in presenza della sospensione acquosa di batteri (P. fluorescens). 
La reticolazione in presenza di microrganismi ha inoltre mostrato una cinetica più rapida 
rispetto alla reticolazione degli idrogeli in assenza di microrganismi, facendo ipotizzare una 
partecipazione dei batteri stessi nel meccanismo di fotopolimerizzazione.  
I test di biocompatibilità hanno mostrato che Pseudomonas fluorescens non viene inibito dai 
componenti del sistema polimerico, né dal meccanismo di reticolazione. I batteri, infatti, hanno 
mostrato una crescita in tutte le condizioni testate e la produzione di pioverdina laddove non è 
stato inserito il ferro. Questo risultato positivo dimostra che la fotoreticolazione con luce 
visibile, condotta in una soluzione acquosa con l’impiego del fotoiniziatore idrosolubile BAPO-
OH, non è tossica per il batterio P. fluorescens, per cui questo può essere intrappolato in matrici 
a base di PEG fotoreticolate. Tuttavia, il meccanismo di intrappolamento provato in questo 
studio è risultato non completamente efficace, per entrambi i tipi di idrogeli impiegati 
(100%PEGDMA, 33%PEGMA/67%PEGMA), poiché i test condotti con gli idrogeli contenenti 
i microrganismi hanno mostrato crescita batterica al di fuori degli idrogeli stessi, nel terreno di 
coltura, nonostante sia la crescita che la produzione di pioverdina da parte dei batteri sia 
avvenuta in ritardo, rispetto al caso dei batteri liberi nel terreno. Inoltre, nonostante siano 
necessarie ulteriori prove, è molto probabile che anche la crescita dei microrganismi 
intrappolati sia stata rallentata, in relazione alla velocità di diffusione dei nutrienti all’interno 
della matrice di intrappolamento (mass transfer interno). 
Infine, è stata confermata l’efficacia di P. fluorescens come elemento sensibile: alcuni idrogeli 
con microrganismi intrappolati sono stati inseriti in terreni contenenti una fonte di ferro e, in 
questi casi, il batterio non ha prodotto la pioverdina. A seguito dell’eliminazione della fonte di 
ferro, i batteri hanno ricominciato a produrre pioverdina, confermando così il funzionamento 
dell’elemento sensibile seppure intrappolato. 
Al fine di trattenere più efficacemente i microrganismi nel reticolo, sarebbe opportuno produrre 
degli idrogeli con una maggiore densità di reticolazione e, conseguentemente, con una minore 
dimensione delle maglie, eventualmente utilizzando pre-polimeri con catene più brevi. Inoltre, 
l’uso di analisi di spettroscopia elettronica, potrebbe aiutare a valutare se vi sia crescita 
all’interno dell’idrogelo, facendo un confronto tra le immagini acquisite in diversi tempi, 
permettendo una comprensione più elevata del sistema in uso.  
In conclusione, uno studio più approfondito e l’introduzione di opportune modifiche, 
permetterebbero un’efficace applicazione del sistema indagato per lo sviluppo di un biosensore 
per l’analisi dei metalli in ambienti acquosi.   
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