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PLA-HEA; allo stesso tempo, i radicali centrati al Carbonio, responsabili della propagazione della catena 
stessa, possono ricombinarsi con il Nitrossido SG1 così rilasciato nell’ambiente di reazione, che in 
questo modo agisce come controllore del processo di polimerizzazione formando la macroalcossiamina 
(PLA-SG1), come previsto dalla Polimerizzazione Mediata da Nitrossidi (NMP). Nello stadio successivo, 
sempre secondo la tecnica NMP, con un meccanismo del tutto analogo a quello appena descritto, la 
macroalcossiammina PLA-SG1 viene decomposta a 120°C in presenza di Acrilammide e di PLA-HEA 
svolgendo, al tempo stesso, sia il ruolo di iniziatore che di controllore del processo di polimerizzazione: 
gli intermedi radicalici che propagano la catena possono infatti ricombinarsi con il Nitrossido SG1 
presente nell’ambiente di reazione, formando macroalcossiammine sempre più estese, portando alla 
formazione finale del copolimero PLA-b-P(NIPAAm-co-PEGMA). 
 

 
Figura 1. “Architettura” del Copolimero PLA-b-P(NIPAAm-co-PEGMA) 

 
Risultati e discussione 
Tutti i copolimeri analoghi PLA-b-P (NIPAAm-co-PEGMA) e PLA-b-PNIPAAm ottenuti sono stati 
caratterizzati per mezzo della spettrometria 1H NMR, e la Cromatografia ad Esclusione Molecolare 
(SEC) ha permesso di stabilire che la NMP del PNIPAAm avviene con un discreto livello di controllo. Le 
soluzioni di alcuni di questi polimeri, in acqua o in tampone fosfato, se riscaldati ad una temperatura tra 
i 30 e i 35°C formano i corrispondenti Idrogel (Figura 2), evidenziati per mezzo della tecnica DLS 
(Dynamic Light Scattering). Questi risultati indicano un possibile uso di questi derivati sotto forma di 
preparazioni iniettabili in alcune patologie in quanto, alla temperatura corporea, danno luogo ai 
corrispondenti Idrogel. Questo impiego è anche reso possibile alla accertata assenza di tossicità in vivo 
del nitrossido SG1 e di alcune sue alcossiammine. [2], [3] 
In conclusione, i risultati ottenuti finora indicano che le tecniche basate sui nitrossidi (NMP) possono 
essere applicate con successo anche nella sintesi di materiali da copolimeri ad elevato valore aggiunto 
a base acrilica, con potenziale uso nel campo dell’Ingegneria Tissutale e del Rilascio di Farmaci. 
 

 
Figura 2. Formazione degli Idrogel 
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Introduzione 
La spettroscopia SERS (Surface Enhanced Raman Scattering) presenta notevoli potenzialità nello 
sviluppo di innovative piattaforme sensoristiche portatili.[1] Questa tecnica garantisce elevate sensibilità 
grazie all’amplificazione del segnale Raman dell’analita a contatto con nanostrutture plasmoniche ed 
una facile integrazione in dispositivi miniaturizzati. Nell’analisi di matrici complesse, come biofluidi o 
prodotti alimentari, la specificità intrinseca della spettroscopia SERS, che fornisce un pattern 
vibrazionale caratteristico della molecola analizzata, può essere ulteriormente migliorata attraverso la 
funzionalizzazione delle nanostrutture con i più avanzati sistemi di riconoscimento molecolare; tra i più 
innovativi si distinguono gli aptameri, sequenze di DNA o RNA che possono ripiegarsi in strutture 
tridimensionali in grado di legare in modo altamente specifico una determinata molecola.  
In questo lavoro viene presentato lo studio dell’immobilizzazione di un aptamero specifico per 
l’Aflatossina B1 su nanostrutture d’argento, cresciute su silicio mesoporoso, e della sua ibridazione a 
sequenze “switch” complementari al sito di legame, in vista dello sviluppo di un saggio competitivo per 
la rivelazione SERS di micotossine in matrici alimentari.  
 
Materiali e metodi 
Preparazione dei substrati SERS 
I substrati SERS, costituiti da membrane di silicio poroso decorate con nanoparticelle (NP) d’argento, 
sono stati preparati attraverso etching elettrochimico di wafer di silicio drogato p+ in soluzioni di 
HF/H2O/EtOH.[2] La membrana porosa ottenuta è stata distaccata dal supporto di silicio cristallino 
attraverso un secondo attacco elettrochimico e trasferita su uno strato di polidimetilsilossano (PDMS) 
parzialmente reticolato. Dopo una rigenerazione in HF, le NP di Ag sono state sintetizzate per 
immersione della membrana in una soluzione acquosa di AgNO3 10-2 M a 22 °C per 20 s.   
 
Funzionalizzazione con aptameri 
Le nanostrutture metallo-dielettriche ottenute sono state pretrattate in BSA (Bovine Serum Albumin) per 
1 h per ridurre l’adsorbimento aspecifico.[1] Due diversi aptameri sono stati ottenuti per modifica di una 
sequenza, utilizzata in precedenza per la rivelazione di Aflatossina B1 [3], con un gruppo tiolo al 
terminale 3’ (aptamero-3’) o 5’ (aptamero-5’). Un terzo aptamero è stato ottenuto per eliminazione dei 
primi otto nucleotidi al terminale 3’ (aptamero-3’-Short). Le stesse sequenze sono state acquistate in 
forma marcata. In quest’ultimo caso, un marcatore Raman (6-carbossifluoresceina - FAM) è stato legato 
al terminale opposto rispetto al gruppo SH. Tutti gli aptameri sono stati immobilizzati attraverso 
incubazione overnight in 25 µL di buffer (TE 1 M NaCl) ad una concentrazione di 3 µM. 
Per sviluppare un saggio competitivo per la rivelazione di micotossine, cinque sequenze di 9, 10 o 11 
nucleotidi, complementari a regioni diverse del sito di legame per l’aflatossina B1, sono state selezionate 
come “switch” in base ai risultati di modelli in silico. Per aumentare la sensibilità della rivelazione, gli 
“switch” sono stati marcati con la FAM. L’ibridazione è stata effettuata nelle condizioni precedentemente 
ottimizzate per sistemi simili [1]. L’aflatossina è stata infine incubata ad una concentrazione 1 µM per 1 
h, per consentire lo scambio con lo “switch”.  
 
Analisi SERS  
I campioni sono stati analizzati ad ogni passaggio del protocollo di funzionalizzazione attraverso 
l’acquisizione di mappature Raman su un’area di 50 micron x 50 micron, con un passo di 5 micron. Le 
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PLA-HEA; allo stesso tempo, i radicali centrati al Carbonio, responsabili della propagazione della catena 
stessa, possono ricombinarsi con il Nitrossido SG1 così rilasciato nell’ambiente di reazione, che in 
questo modo agisce come controllore del processo di polimerizzazione formando la macroalcossiamina 
(PLA-SG1), come previsto dalla Polimerizzazione Mediata da Nitrossidi (NMP). Nello stadio successivo, 
sempre secondo la tecnica NMP, con un meccanismo del tutto analogo a quello appena descritto, la 
macroalcossiammina PLA-SG1 viene decomposta a 120°C in presenza di Acrilammide e di PLA-HEA 
svolgendo, al tempo stesso, sia il ruolo di iniziatore che di controllore del processo di polimerizzazione: 
gli intermedi radicalici che propagano la catena possono infatti ricombinarsi con il Nitrossido SG1 
presente nell’ambiente di reazione, formando macroalcossiammine sempre più estese, portando alla 
formazione finale del copolimero PLA-b-P(NIPAAm-co-PEGMA). 
 

 
Figura 1. “Architettura” del Copolimero PLA-b-P(NIPAAm-co-PEGMA) 

 
Risultati e discussione 
Tutti i copolimeri analoghi PLA-b-P (NIPAAm-co-PEGMA) e PLA-b-PNIPAAm ottenuti sono stati 
caratterizzati per mezzo della spettrometria 1H NMR, e la Cromatografia ad Esclusione Molecolare 
(SEC) ha permesso di stabilire che la NMP del PNIPAAm avviene con un discreto livello di controllo. Le 
soluzioni di alcuni di questi polimeri, in acqua o in tampone fosfato, se riscaldati ad una temperatura tra 
i 30 e i 35°C formano i corrispondenti Idrogel (Figura 2), evidenziati per mezzo della tecnica DLS 
(Dynamic Light Scattering). Questi risultati indicano un possibile uso di questi derivati sotto forma di 
preparazioni iniettabili in alcune patologie in quanto, alla temperatura corporea, danno luogo ai 
corrispondenti Idrogel. Questo impiego è anche reso possibile alla accertata assenza di tossicità in vivo 
del nitrossido SG1 e di alcune sue alcossiammine. [2], [3] 
In conclusione, i risultati ottenuti finora indicano che le tecniche basate sui nitrossidi (NMP) possono 
essere applicate con successo anche nella sintesi di materiali da copolimeri ad elevato valore aggiunto 
a base acrilica, con potenziale uso nel campo dell’Ingegneria Tissutale e del Rilascio di Farmaci. 
 

 
Figura 2. Formazione degli Idrogel 
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misure sono state effettuate con uno spettrometro InVia Reflex della Renishaw eccitando il campione 
con una linea laser a 514.5 nm con una potenza di 0.05 mW, utilizzando un obiettivo 100x.  

Risultati e discussione 
 
Attraverso il confronto del segnale SERS degli aptameri tal quali e marcati con la FAM (Fig. 1 a) è stata 
investigata l’influenza della posizione del gruppo tiolo sull’orientazione assunta dell’aptamero sulla 
superficie del substrato. In particolare, è stato possibile osservare come, tra gli aptameri marcati, 
l’intensità dello spettro SERS, dominato dai modi vibrazionali della FAM, sia nettamente superiore nel 
caso dell’aptamero-5’. Al contrario, gli spettri degli aptameri non marcati presentano intensità tra loro 
paragonabili, dimostrando che il ricoprimento superficiale non varia significativamente. Le differenze 
osservate tra gli aptameri marcati sono quindi dovute alla diversa distanza del fluoroforo dalle NPs di 
Ag, al diminuire della quale aumenta l’efficienza dell’amplificazione elettromagnetica. Il fatto che la FAM 
legata all’aptamero-5’ si trovi ad una distanza inferiore rispetto a quella riscontrata per l’aptamero-3’ 
suggerisce un’orientazione preferenziale delle sequenze sulla superficie secondo lo schema mostrato 
in Fig. 1b. L’aptamero-3’-short, fornisce un’intensità intermedia, consistente con quanto ipotizzato. Una 
fluttuazione del segnale SERS più elevata nel caso delle mappature acquisite sui substrati 
funzionalizzati con l’aptamero-5’ marcato ha inoltre rivelato, una più grande variabilità conformazionale 
per tale sequenza. Comportamenti simili sono stati osservati dopo l’ibridazione dei tre aptameri con le 
sequenze “switch” marcate, poiché anche esse risentono della distanza marcatore-superficie. 
Sequenze “switch” di differente lunghezza e composizione sono infine state ibridate con gli aptameri 
immoblizzati per identificare il miglior compromesso tra la stabilità del legame tra aptamero e switch e 
la capacità dell’aflatossina di sostituirlo. In accordo con la più alta temperatura di melting, le sequenze 
più lunghe hanno mostrato segnali Raman di intensità confrontabile, mentre modi vibrazionali molto più 
deboli sono stati osservati per le sequenze da 9 nucleotidi. Tutti i campioni hanno mostrato una 
diminuzione dell’intensità del segnale SERS dopo l’incubazione con l’aflatossina B1, tuttavia il distacco 
della sequenza “switch” è risultato specifico solamente per la sequenza da 11 nucleotidi.  
Tali risultati sottolineano l’importanza dell’ottimizzazione dell’orientazione dell’aptamero sulla superficie, 
non solo per la sua influenza sul legame con lo “switch” e l’aflatossina, ma anche per quanto riguarda 
la sensibilità della rivelazione SERS e indicano l’aptamero3’-short come miglior compromesso tra 
intensità e uniformità del segnale SERS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 1. a) Spettri SERS delle nanostrutture di Ag funzionalizzate con i tre aptameri: non marcati (in 
alto) e marcati con FAM (in basso); b) Schema dell’immobilizzazione delle tre sequenze. 
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