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A B S T R A C T

I polimeri naturali e biodegradabili pH-responsive, come l'alginato e il chitosano, sono ampiamente utilizzati 
per applicazioni di somministrazione di farmaci, soprattutto sotto forma di microsfere biocompatibili. Inoltre, 
il poli(N-isopropil-acrilammide) thermo-responsive (PNIPAM) viene spesso aggiunto ai sistemi di 
somministrazione biomedica grazie alla sua lower critical solution temperature vicina alle condizioni 
fisiologiche. In questo lavoro, microsfere multiresponsive (MRM) costituite da una matrice hydrogel di 
alginato, chitosano e PNIPAM sono state preparate mediante extrusion dripping e proposte come sistema di 
rilascio di Ozoile (Ozonidi stabili) derivato da olio di oliva biologico. L'Ozoile agisce come induttore biologico, 
regolando le principali vie metaboliche e stimolando il sistema di difesa endogeno. Le MRM contenenti 
Ozoile sono state preparate a partire da emulsioni di alginato/NIPAM che integrano il principio bioattivo 
lipofilo. Le MRM sono state ulteriormente ottimizzate con un rivestimento di chitosano per migliorarne la 
stabilità e controllare il comportamento di degradazione della matrice hydrogel, con conseguente rilascio di 
Ozoile. I risultati in termini di composizione chimica ottenuti con la spettroscopia infrarossa in trasformata di 
Fourier (FTIR), le proprietà termo-responsive ottenute con l'analisi calorimetrica a scansione differenziale 
(DSC), il rigonfiamento e il comportamento di degradazione sono stati utilizzati per stabilire il potenziale uso 
delle MRM per il rilascio terapeutico di Ozoile in specifici siti inflammatori.   

1. Introduction

Gli hydrogel sono definiti come reti tridimensionali (3D) di polimeri idrofili 
reticolati in grado di assorbire e trattenere grandi quantità di acqua [1–3]. 
Gli hydrogel sono ampiamente utilizzati come sistemi di rilascio di farmaci in 
molte branche della medicina [4,5] per le loro notevoli proprietà, come la 
struttura tridimensionale, l'elevata biocompatibilità, la somiglianza con i 
tessuti viventi e le caratteristiche fisiche regolabili [6]. Le microsfere di 
alginato sono utilizzate come sistema di somministrazione controllata di 
farmaci, rilasciando il farmaco a velocità controllata e superando i problemi 
dei sistemi di somministrazione convenzionali, migliorando così 
l'efficacia terapeutica di un determinato farmaco [7,8]. I sistemi 
di somministrazione di farmaci basati su stimoli offrono enormi 
e promettenti vantaggi nella prevenzione, nella diagnosi e 
nel trattamento di molte malattie  [9]. Questi sistemi di rilascio sono in 
grado di rispondere a stimoli interni (pH, temperatura e condizioni redox) 
ed esterni (campo magnetico, campo a ultrasuoni e luce) [10–12]. 
Tra i polimeri thermo-responsive, il poli(N-isopropil-acrilammide) (PNIPAM) è 
largamente utilizzato nella ricerca biomedica grazie alle sue caratteristiche di 
biocompatibilità e lower critical solution temeprature (LCST) vicina alle 

 condizioni fisiologiche [13]. Il NIPAM è composto da gruppi amidici idrofili (-
CONH-) e da catene laterali isopropiliche idrofobiche(–CH (CH3)2) [14,15], 

e in soluzione esibisce il valore di LCST a 32 ◦C [16,17]. Le soluzioni di 
PNIPAM assumono uno stato di sol a temperatura ambiente e possono 
trasformarsi in uno stato di gel quando si avvicinano a 37°C [18]. Il PNIPAM 
è stato utilizzato per un'ampia gamma di applicazioni in ambito biomedico, 
come la terapia cellulare [19,20], veicolazione di farmaci [21], e scaffold per 
l'ingegneria tissutale. In particolare, la sensibilità alla temperatura del 
PNIPAM e la sensibilità al pH dell'alginato  [22] è estremamente utile per il 
rilascio di ozonidi stabili (Ozoile) in siti specifici. 

Ozoile è una formulazione bioattiva ottenuta per ozonizzazione dell'olio 
di oliva biologico, noto per indurre la generazione di un moderato stress 
ossidativo in ambienti caratterizzati da un aumento di protoni, come i tessuti 
ischemici, ipossici o danneggiati [23]. In particolare, gli ozonidi stabili 
rilasciano ossigeno molecolare con produzione di specie 
radicaliche, causando un moderato stress ossidativo che stimola 
l'espressione di diversi enzimi antiossidanti mediante l'attivazione del fattore 
2 correlato al fattore nucleare eritroide 2 (Nrf2).
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La distanza di raccolta è stata ottimizzata e fissata a 10 cm per 
ottenere microsfere sferiche. Una delicata miscelazione è stata 
applicata alla soluzione di CaCl2/APS per impedire l'adesione delle 
microsfere. Il tempo di reticolazione delle MRM è stato fissato a 18 ore. Le 
microsfere sono state purificate tre volte con acqua deionizzata per 
rimuovere il monomero non reagito, il reticolante, l'iniziatore e gli ioni 
calcio liberi. Le microsfere rivestite di chitosano sono state 
preparate mediante miscelazione su vortex in una soluzione di 
chitosano allo 0,5% in peso utilizzando una velocità di agitazione di 
700 rpm per 30 min.
2.3. Characterization methods 

Per valutare la morfologia, la forma e le dimensioni delle MRM è stata 
utilizzata una fotocamera digitale con una risoluzione di 12 megapixel. La 
dimensione media delle MRM è stata misurata utilizzando il 
software ImageJ (versione 1.53).
      Per determinare il rapporto di rigonfiamento e il contenuto di acqua, le 

microsfere di hydrogel sono state prima state completamente 
idratate in acqua deionizzata e poi essiccate a 50 °C per 18 ore. Il 
rapporto di rigonfiamento e il contenuto di acqua sono stati calcolati 
utilizzando le seguenti equazioni[27]: 

Swelling Ratio=
Ws
Wd

(1)  

% water content=
(Ws − Wd)

Ws
× 100 (2)  

dove Ws è il peso dell'hydrogel nello stato di rigonfiamento all'equilibrio 
e Wd il peso dell'hydrogel completamente essiccato. Il test è stato 
ripetuto su 5 campioni per ogni tipologia di microsfere e i risultati sono stati 
mediati.

Gli spettri di spettroscopia a infrarossi in trasformata di Fourier (FTIR) 
degli MRM sono stati registrati utilizzando uno spettrometro Nicolet Summit 
(Thermo Fisher Scientific, USA) con un accessorio ATR al seleniuro di 
zinco. Gli spettri IR sono stati acquisiti nella regione di 4000-800 cm-1 , 
con una risoluzione di 4 cm-1 , e ogni spettro è stato acquisito calcolando 
una media di 32 scansioni.

La temperatura di transizione volumetrica di fase (VPT) e la frazione di 
acqua legata (XBW) delle MRM sono state valutate utilizzando la 
calorimetria a scansione differenziale. È stato utilizzato lo strumento Pyris 
DSC 8500 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) calibrato con indio e stagno 
ad alta purezza. I campioni sono stati sigillati in pan di alluminio con 
coperchi e le misure sono state eseguite sotto un flusso costante di azoto 
(20 mL/min). Un pan vuoto identico è stata preso come riferimento.

Per la determinazione del VPT, sono stati misurati campioni di 
hydrogel idratati (3 campioni, ~ 25 mg) nell'intervallo di temperatura da 25 °
C - 50 °C a una velocità di riscaldamento di 10 °C/min. Per la 
determinazione di XBW, le microsfere idratate (3 campioni, ~ 25 mg) 
sono state analizzate nell'intervallo di temperatura da -30 °C30 °C a 
una velocità di riscaldamento di 10 °C/min. XBW è stato calcolato 
secondo la seguente equazione (Eq. (3) )  [28]: 

XBW =XTW −
Qendo

Qf
(3)  

dove Qendo è il calore di fusione dell'acqua congelabile che si ottiene dal 
termogramma DSC (J/g) calcolando l'area del picco con il software 
PerkinElmer Thermal Analysis, Qf indica il calore di fusione dell'acqua pura 

(333 J/g) [29] e XTW è la frazione di acqua totale ed è stata calcolata 
secondo la seguente equazione (Eq. (4) ):

XTW = 1 −
MDRY

MTOTAL
(4)  

con MDRY si indica il peso da secco e MTOTAL il peso totale delle 
microsfere.

I test di degradazione sono stati eseguiti in acqua deionizzata e in PBS, 
monitorando il comportamento delle microsfere ogni ora per le prime 4 ore 
e dopo 24 ore. Per le MRM/Ozoile rivestite di chitosano, i test sono 
stati condotti in soluzione PBS a diversi pH (3, 4, 5, 7,4) e diverse 
temperature (20 °C, 37 °C). Inoltre, il ruolo del chitosano è stato 
determinato monitorando gli MRM/Ozoile con e senza rivestimento a 37 °C 
in PBS (pH = 7,4) e in acqua deionizzata. 

G. Ciarleglio et al.

Il moderato ambiente pro-ossidante porta alla stimolazione di meccanismi 
molecolari che possono sopprimere la risposta infiammatoria [24]. Ad 
esempio, lo stress ossidativo può indurre l'espressione del fattore 1α 
inducibile dall'ipossia (HIF-1α), che è un fattore di trascrizione principalmente 
associato alle risposte adattative delle cellule all'ipossia. HIF-1α induce 
l'espressione di diversi geni, tra questi ci sono fattori di crescita come il 
fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF), il fattore di crescita 
dell'endotelio vascolare (VEGF), il fattore di crescita dei fibroblasti (FGF), il 
fattore di crescita trasformante-α (TGF- α) e TGF-β, che sono coinvolti nel 
complesso processo a più fasi della rigenerazione tissutale  [24]. 

In questo lavoro, microsfere di hydrogel sensibili alla temperatura e al pH 
sono state fabbricate a partire dai polimeri PNIPAM e alginato. Usando un 
approccio basato sull'emulsione, Ozoile è stato incorporato nelle microsfere 
multi-reattive (MRM) con l'obiettivo di raggiungere siti infiammatori mirati per 
scopi terapeutici. La fabbricazione delle microsfere contenenti Ozoile è stata 
sviluppata e ottimizzata e il metodo ad ultrasuoni ad alta intensità (HIU) 
utilizzato per ottenere emulsioni stabili. Sono stati inoltre preparate MRM/
Ozoile rivestite con chitosano, allo scopo di migliorare la risposta al pH. 
Infatti, la presenza di ammine primarie sui residui di glucosamina rende il 
chitosano un policatione pH-responsivo [25].  Le proprietà delle microsfere 
vengono studiate utilizzando diverse tecniche. In particolare, la composizione 
chimica delle MRM viene esaminata mediante spettroscopia infrarossa in 
trasformata di Fourier (FTIR), mentre la calorimetria a scansione differenziale 
(DSC) viene utilizzata per analizzare le proprietà termo-reattive, 
determinando la temperatura critica di transizione e la frazione di acqua 
legata. Al fine di valutare il comportamento multi-reattivo delle microsfere 
contenenti Ozoile, vengono presentati test di degradazione a diversi valori di 
pH (3, 4, 5, 7,4) e a diverse temperature (20 °C, 37 °C). È stato analizzato 
anche il ruolo del rivestimento in chitosano per valutare la sua influenza sul 
rilascio controllato di Ozoile. I risultati in termini di comportamento termo-pH-
responsive, rigonfiamento e degradazione sono utili per stabilire il potenziale 
uso delle MRM a base di emulsione per il rilascio terapeutico di Ozoile in 
specifici siti inflammatori. 

2. Experimental methodology

2.1. Materials

Acido alginico sale sodico, cloruro di calcio (CaCl2) diidrato, 
polietilenglicole sorbitan monooleato (Tween 80), gomma di xantano, N-
isopropilacrilammide (NIPAM), N,N′-metilenebisacrilammide (MBA) e 
chitosano (peso molecolare medio, >75 % deacetilato) sono stati acquistati 
da Sigma-Aldrich (Milano, Italia). Perossodisolfato di ammonio (APS), N, N, 
N ′, N'-Tetrametil etilendiammina (TEMED) sono stati acquistati da 
PanReach AppliChem (Milano, Italia). Ozoile (Ozonidi Stabili) è un formulato 
ottenuto da un processo di miscelazione brevettato in cui una miscela 
ossigeno-ozono viene legata a legami olefinici di acidi grassi di olio di oliva 
biologico formando ozonidi stabili. L'acqua deionizzata (resistività 18,2 MΩ 
cm) è stata prodotta da un sistema di purificazione dell'acqua Direct-Q3
UV (Millipore, Molsheim, Francia) e utilizzata in tutte le preparazioni.

2.2. Synthesis of hydrogel MRMs 

Alginato di sodio e NIPAM sono stati miscelati in acqua deionizzata in un 
rapporto di 1:8 (w/w). La soluzione è stata miscelata per 30 minuti in 
un bagno di acqua fredda utilizzando un agitatore magnetico 
(C-MAG HS7, IKA, Staufen, Germania). Ozoile (20 wt%), il tensioattivo 
non ionico Tween 80 (5 w/v%), l'emulsionante gomma di xantano 
(0,25 w/v%) e il catalizzatore per la polimerizzazione di 
acrilammide e bis-acrilammide TEMED (0,15 v/v%) sono stati aggiunti 
alla soluzione ed è stata ottenuta un'emulsione stabile 
utilizzando il metodo degli ultrasuoni ad alta intensità (HIU) [26]. Il 
processo è stato eseguito utilizzando l'omogeneizzatore ad ultrasuoni 
portatile (UP200Ht, Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Germania) per 5 
minuti al 50% di potenza. Per la preparazione delle microsfere, l'emulsione è 
stata fatta gocciolare, utilizzando una siringa da 0,26 mm collegata ad 
una pompa a siringa, in un bagno gelificante contenente una soluzione 
fredda con CaCl2 (20% w/v) e APS (2% w/v) precedentemente spurgati 
con azoto per 15 minuti per rimuovere completamente qualsiasi residuo 
di ossigeno.
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3. Results and discussion

3.1. Preparation of MRMs containing Ozoile

Il processo di fabbricazione delle microsfere contenenti Ozoile è 
stato sviluppato e ottimizzato. In particolare, l'omogeneità 
dell'emulsione preparata con alginato, NIPAM e Ozoile è stata 
assicurata utilizzando il metodo degli ultrasuoni ad alta intensità (HIU). 

La cavitazione acustica indotta dagli ultrasuoni aumenta la frammentazione 
delle goccioline d'olio, facilitando la formazione di emulsioni stabili olio/
acqua (O/W) con goccioline di piccole dimensioni [26]. Le emulsioni sono 
state preparate attraverso due passaggi: nel primo passaggio, si formano 
grandi goccioline della fase dispersa nella  fase continua, e nel secondo 
passaggio, il taglio fisico continuo e la cavitazione acustica generati 
nel mezzo disgregano le grandi  goccioline [30]. 
La tecnica di estrusione è stata utilizzata per fabbricare le MRM e le 
dimensioni e la forma sono state ottimizzate utilizzando una distanza di 
raccolta di 10 cm e una siringa di calibro 0,26 mm.

Fig. 1. Rappresentazione schematica del processo di fabbricazione di microsfere multi-reattive (MRM) contenenti Ozoile e con rivestimento di chitosano 
applicato mediante miscelazione a vortice.

Fig.2.  Immagini al microscopio ottico di a) MRM idratati, b) MRM rivestiti con chitosano, c) MRM/Ozoile e d) MRM/Ozoile rivestiti con chitosano. 

G. Ciarleglio et al.
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La determinazione di una distanza di raccolta appropriata 
dipende fortemente dalla viscosità dell'emulsione [31]. In questo studio, la 
distanza di raccolta è stata determinata per tentativi ed errori regolando la 
distanza tra estrusore e bagno reticolante. In generale, distanze di 
raccolta troppo piccole portano alla formazione di microsfere caratterizzate 
da code, mentre a grandi distanze sono state osservate microsfere di forma 
irregolare [32]. 

Il bagno reticolante (CaCl2/APS) deve essere agitato per 
prevenire l'aggregazione delle microsfere e per migliorare l'omogeneità 
della reazione di reticolazione [33,34]. Tuttavia, la scelta di velocità di 
agitazione troppo elevate può indurre la deformazione delle 
microsfere, portando ad una forma irregolare dovuta alla formazione 
di forti forze centrifughe nel bagno reticolante [33]. Inoltre, la velocità di 
agitazione dovrebbe essere selezionata tenendo conto dell'impatto delle 
goccioline che potrebbero causare lo sviluppo di microsfere non sferiche o 
coalescenti [35]. In questo lavoro, una velocità di agitazione di 300 
rpm è risultata ottimale per la fabbricazione delle MRM con forma sferica.

Le microsfere sono state agitate continuamente a 20 °C per 18 h al 
fine di realizzare una completa reticolazione dell'alginato con 
Ca2+ e polimerizzare il PNIPAM. Nel processo di indurimento, gli ioni Na+  
nella struttura dell'alginato vengono sostituiti dagli ioni Ca2+  [36–38], e 
l'APS avvia la polimerizzazione radicalica del PNIPAM formando le 
microsfere. Durante il processo, i gruppi NH3+ del chitosano si legano al 
-COO- dell'alginato mediante legame ionico [39]. Il processo di 
fabbricazione delle MRM è stato schematizzato in Fig. 1. Il coating di 
chitosano è stato applicato alle microsfere trasferendole in una 
soluzione di chitosano e miscelando la sospensione su vortex a 700 
rpm. Il valore della velocità di agitazione è stato selezionato dopo aver 
valutato il suo effetto sulla dimensione e sulla morfologia degli MRM 
come descritto nella Sezione 3.2.

3.2. Morphological and swelling properties 

La Fig. 2 mostra le immagini delle MRM idratate. Queste microsfere 
sono di forma sferica e con struttura compatta. Le MRM senza rivestimento 
in chitosano (Fig. 2a) hanno un diametro di 625,7 ± 8,7 μm, mentre quelle 
rivestite con chitosano (Fig. 2b) hanno una dimensione di 408,9 ± 7,4 μm. 
Le MRM contenenti Ozoile senza chitosano (Fig. 2c) e quelle con coating di 
chitosano ( Fig. 2d) sono rispettivamente 631,6 ± 6,9 μm e 443,4 ± 8,5 μm. 
Questi risultati mostrano che il diametro delle MRM è inferiore in presenza 
di chitosano (velocità di agitazione del vortice di 700 rpm). L'effetto della 
velocità di agitazione è stato ulteriormente studiato. Sono state 
sperimentate velocità di agitazione da 500 a 700 rpm e la dimensione 
risultante di MRM/Ozoile è stata misurata dalle immagini digitali. I risultati 
sono riassunti nella Tabella 3 e mostrano che il diametro della microsfera 
diminuisce all'aumentare della velocità di agitazione. Il valore di 700 rpm è 
stato selezionato per la preparazione di MRM di piccole dimensioni.

Fig. 3. Rapporto di rigonfiamento e contenuto di acqua di diversi tipi di MRM.  

Fig. 4. Spettri FTIR di diversi tipi di MRM. I dati sono compensati 
per chiarezza.

Infatti, pochi lavori in letteratura riportano che il rivestimento 
applicato mediante agitazione può indurre il restringimento delle 
microsfere [40]. Nel nostro caso, ciò potrebbe essere dovuto alla 
diffusione di molecole di chitosano all'interno della matrice alginato/
PNIPAM, che provoca un parziale collasso del reticolo polimerico 
come conseguenza della neutralizzazione elettrostatica. La diffusione 
del chitosano è migliorata a velocità di miscelazione più elevate, con 
conseguente diminuzione delle dimensioni delle microsfere con chitosano.

La Fig. 3 mostra il rapporto di rigonfiamento (Fig. 3a) e 
il contenuto di acqua (%) (Fig. 3b) delle microsfere di hydrogel 
a temperatura ambiente. Tutte le microsfere mostrano un 
contenuto di acqua superiore all'80%, in particolare le MRM di 
alginato/PNIPAM non caricati mostrano un contenuto di acqua maggiore 
(>90%) rispetto a quelle con Ozoile (contenuto di acqua 80–85%). La 
natura idrofobica di Ozoile, infatti, rende la matrice idrogel più 
idrofoba, abbassando il grado di rigonfiamento delle microsfere. 
Pertanto, le MRM rivestite con chitosano presentano un contenuto 
di acqua più elevato rispetto a quelli senza.  Questo effetto era 
già stato osservato in sistemi simili a base di alginato [41] e può essere 
attribuito ad un aumento della densità di reticolazione delle catene 
polimeriche dovuto al rivestimento di chitosano [42 ,43].

3.3. FTIR analysis 

   La Fig. 4 mostra gli spettri FTIR di diverse tipologie di MRM. Tutti gli 
spettri mostrano un'ampia banda di assorbimento a circa 3400 cm-1 e a 
320 cm-1 corrispondente allo stiramento di O-H, e una banda a 
2980cm-1 .

G. Ciarleglio et al.
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rete polimerica e alla rapida espulsione di Ozoile [50]. Pertanto, il 
raggiungimento della temperatura VPT può innescare il rilascio di molecole 
di interesse, come l'Ozoile incorporato nella rete polimerica. La maggior 
parte degli autori ha riportato per gli idrogel a base di PNIPAM un VPT a una 
temperatura di ~32 °C [51-52] , mentre qui abbiamo osservato un VPT a una 
temperatura compresa tra 35 e 40 °C. Questo fenomeno può essere 
attribuito alla presenza di alginato nella matrice polimerica. Infatti, 
sebbene non vi siano legami chimici o altre forti interazioni tra 
l'alginato e il PNIPAM, l'alginato è reticolato e strettamente 
accoppiato alla rete PNIPAM per formare le microsfere dopo l'aggiunta 
di Ca2+. In questo caso, la principale forza motrice della transizione di 
fase rimane l'interazione tra i gruppi isopropilico e ammidico nella spina 
dorsale PNIPAM, ma a causa della presenza di alginato, il 
movimento delle catene PNIPAM richiede più energia per guidare la 
transizione idrofila-idrofobica , con conseguente aumento della temperatura 
VPT [53].

I valori di VPT e i corrispondenti valori di entalpia (ΔHVPT) sono stati calcolati 
ed elencati nella Tabella 1 . In presenza di Ozoile, VPT è anticipato da 38,5 °
C a 36,1 °C, e questo può essere correlato all'interazione idrofobica tra Ozoile 
e le unità monomeriche delle microsfere [54]. Le MRM a base di alginato e 
PNIPAM mostrano un'entalpia, associata a VPT, inferiore (0,38 J/g) rispetto 
alle MRM/Ozoile (0,78 J/g). Questo risultato è dovuto all'effetto predominante  
dell'alginato, che in assenza di Ozoile induce una migliore e più forte 
idratazione delle catene polimeriche implicando meno legami idrogeno rotti 
durante la transizione di fase [55]. Inoltre, per le MRM/Ozoile, il picco VPT 
viene ritardato quando viene applicato il rivestimento di  chitosano, 
suggerendo un effetto stabilizzante del coating. La Fig. 5b mostra il 
termogramma DSC di MRM completamente rigonfi. Il picco endotermico 
appare nell'intervallo tra 5 e 20 °C ed è attribuibile alla presenza di acqua 
libera negli hytdrogel. I valori dell'entalpia di fusione (ΔHf ) e della frazione di 
acqua legata ( X BW ) sono stati calcolati ed  elencati nella Tabella 2.
Le microsfere a base di alginato e PNIPAM presentano 

Fig.5. Termogrammi DSC per a) valutazione VPT e b) valutazione XBW di diverse 
tipologie di MRM con velocità di riscaldamento di 10 °C/min. 

che può essere attribuita ai legami alchili -CH dell'alginato [44]. 
Vibrazioni di stretching asimmetriche e simmetriche dei gruppi 
metilene (-CH2) e metile (–CH3) sono state osservate in MRM/
Ozoile con e senza rivestimento chitosano nelle bande 
caratteristiche tra 2920 e 2850 cm-1, rispettivamente [45]. 
La vibrazione di stiramento del carbonile (C=O) dal legame estere 
del triacilglicerolo è stata osservata in MRM/Ozoile con e enza 
rivestimento di chitosano a circa 1744 cm-1 [46].
La presenza di PNIPAM negli MRM è stata confermata 
dalle bande caratteristiche tra  1650 e 1500 cm-1 che possono 
essere attribuite rispettivamente alla banda ammidica I (allungamento 
C=O) e alla banda ammidica II  (vibrazione di flessione nel piano N-H) 
[47]. I picchi a 1386 cm-1 e 1368 cm-1 derivano dalla scissione 
dell'accoppiamento delle vibrazioni di flessione simmetriche originate 
dai due gruppi metilici –CH(CH3)2 di PNIPAM [48]. Inoltre, per 
tutti i tipi di MRM è stata osservata la vibrazione CO–C alle bande 
intorno a 1033 cm-1, a causa della presenza di unità guluroniche 
nell'alginato di  sodio [49].

3.4. Thermal response of MRMs by calorimetry 
La calorimetria a scansione differenziale (DSC) è 

stata utilizzata per analizzare la temperatura di transizione volumetrica 
di fase (VPT) e la frazione di acqua legata (XBW) delle microsfere. 
La Fig. 5a mostra i fenomeni endotermici nell'intervallo fisiologico 35 
– 40 °C solo per le MRM. Il VPT è guidato dal collasso idrofobico, in 
particolare quando la temperatura aumenta, si verifica uno squilibrio tra 
interazioni polimero-acqua idrofile e idrofobiche, che porta al collasso  della

Table 1 
Valori di transizione volumetrica di fase  (VPT) ed entalpia (ΔHVPT ) delle 
microsfere ottenuti dall'analisi DSC.

Sample VPT (◦C) ΔHVPT (J/g) 

ALG/PNIPAM/OZOILE 36.1 ± 0.3 0.78 ± 0.03 
ALG/PNIPAM/OZOILE/CHIT 37.9 ± 0.2 0.42 ± 0.03 
ALG/PNIPAM 38.5 ± 0.2 0.38 ± 0.02 
ALG/PNIPAM/CHIT 36.3 ± 0.2 0.19 ± 0.09  

Table 2 
Valori della frazione di acqua legata (XBW) ed entalpie di fusione (ΔHf) 
delle microsfere ottenuti dall'analisi DSC.

Sample XBW (%) ΔHf (J/g) 

ALG/PNIPAM 13.9 ± 0.6 272.2 ± 1.3 
ALG/PNIPAM/CHIT 15.7 ± 0.3 269.4 ± 1.1 
ALG/PNIPAM/OZOILE 23.4 ± 0.5 201.7 ± 0.4 
ALG/PNIPAM/OZOILE/CHIT 27.8 ± 0.9 192.4 ± 1.4 
ALG/OZOILE 7.8 ± 0.6 241.4 ± 1.9 
ALG/OZOILE/CHIT 9.1 ± 0.5 252.2 ± 1.7  

Table 3 
Diametro medio di MRM/Ozoile rivestite con chitosano mediante 
vortex utilizzando diverse velocità di agitazione.

Stirring rate (rpm) Mean diameter (μm) 

500 785.3 ± 10.6 
550 651.1 ± 12.4 
600 580.3 ± 9.8 
650 510.4 ± 14.1 
700 443.4 ± 8.5  
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un XBW (13.9%)  associato a una VPT più elevata rispetto a 
quelle osservate per MRM/Ozoile (23,4%). In generale, le transizioni VPT 
si spostano verso temperature più elevate man mano che la quantità di 
acqua legata e il contenuto di acqua libera e interfacciale diminuisce 
[56,57].

3.5. Degradation tests 
Il comportamento di degradazione delle MRM/Ozoile è stato 

analizzato a diverse temperature (20 °C e 37 °C) e a diversi valori di pH (3, 
4, 5, 7,4), in acqua deionizzata e in soluzione salina tamponata con fosfato 
(PBS). È stato anche valutato l'effetto dell'aggiunta di chitosano sulle 
microsfere contenenti Ozoile, confrontando la stabilità delle MRM in PBS (pH 
= 7,4) e in acqua deionizzata (Fig. 6 ). In soluzione PBS, gli ioni Na+  
avviano un processo di scambio ionico con i cationi Ca2+ che sono 
principalmente legati ai gruppi –COO- dei blocchi di alginato maluronico. 
Nella fase iniziale di questo processo, il rilascio di cationi di calcio è guidato 
dalla diffusione. Di conseguenza, i gruppi carbossilici caricati 
negativamente (–COO-) nella matrice polimerica diventano 
predominanti e la repulsione elettrostatica associata tra di loro induce il 
rilassamento delle catene polimeriche e il rigonfiamento. Questo 
risultato è mostrato in Fig. 6 ed è in accordo con il lavoro riportato in 
precedenza [58]. 

La Fig. 6a mostra il processo di degradazione delle MRM valutato ogni ora 
per 4 ore e dopo 24 ore. Nel caso di MRM rivestite con chitosano ( Fig. 
6b), il processo di degradazione appare ritardato nel tempo e 
questo effetto può essere attribuito all'interazione tra –COO- 
dell'alginato e NH3+ del chitosano. In acqua deionizzata, lo 
scambio ionico non avviene e non si verifica la degradazione delle MRM, 
come mostrato in Fig. 6c e d. La Fig. 7 mostra i test di degradazione su 
MRM contenenti Ozoile con rivestimento in chitosano eseguiti a 
diverse temperature (20 °C, 37 °C) e a diversi valori di pH (3, 4, 5, 
7,4). In questo caso, la degradazione delle microsfere è 
fortemente dipendente dal pH e dalla temperatura. Infatti la degradazione 
non si verifica per valori di pH 3, 4, 5 alle due diverse temperature (20 °C, 
37 °C), mentre è presente a pH = 7,4. Inoltre, osserviamo che a pH 7,4 
la degradazione è più veloce alla temperatura più alta (37 °C) che a 20 
°C. Questi risultati combinati mostrano che le MRM sono sensibili sia alla 
temperatura che al pH e che il rilascio di Ozoile avviene dopo la 
degradazione della matrice di idrogel.

4. Conclusions

Le microsfere multi-reattive (MRM) fa base di alginato/chitosano/
PNIPAM sono state sviluppate ed utilizzate come vettori di Ozoile,

Fig. 6. Fig. 6 . Test di degradazione eseguiti a 37 °C in PBS (pH = 7,4) (a, b) e in acqua deionizzata (c, d) su MRM/Ozoile senza rivestimento (a, c) e su MRM/
Ozoile con rivestimento in chitosano (b, D). Degradazione valutata ogni ora per le prime 4 h e dopo 24 h.
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ozonidi stabili derivati dall'olio d'oliva biologico prodotto in 
un processo brevettato. Il processo di fabbricazione è stato 
sviluppato e ottimizzato, sfruttando il metodo degli ultrasuoni ad alta 
intensità (HIU) per ottenere emulsioni stabili e la tecnica dell'extrusion 
dripping è stata utilizzata per reticolare la maglia polimeric.

Le proprietà delle microsfere sono state studiate utilizzando diverse 
tecniche. In particolare, la composizione chimica delle MRM è stata 
esaminata mediante spettroscopia infrarossa in trasformata di Fourier 
(FTIR), che ha confermato la presenza di Ozoile nelle MRM. L'analisi 
ottica ha rivelato la forma sferica con struttura compatta delle MRM, 
mentre l'analisi eseguita utilizzando il software ImageJ ha evidenziato 
che il diametro delle MRM è inferiore a 650 μm e inferiore in presenza di 
rivestimento in chitosano (450 μm). L'analisi del rapporto di 
rigonfiamento ha rivelato l'alto contenuto di acqua (>80%) delle MRM, 
indicando la loro idoneità a mimare aspetti specifici dei microambienti 
tissutali.

La calorimetria a scansione differenziale (DSC) è stata utilizzata per 
analizzare le proprietà thermo-reattive delle MRM, 
determinando la temperatura di transizione critica. Il fenomeno 
endotermico appare nell'intervallo fisiologico 35 – 40 °C, portando 
al collasso della rete polimerica e alla rapida espulsione di Ozoile. 
Inoltre, è stata valutata la degradazione in acqua deionizzata e 
soluzione salina tamponata con fosfato (PBS) a diversi pH e 
temperature. MRM/Ozoile mostrano una degradazione solo in 
PBS e i test hanno rivelato l'influenza del rivestimento di 
chitosano sul processo, che agisce ritardando il rilascio di Ozoile. 
Pertanto, i risultati in termini di comportamento termo-pH-
responsivo, rigonfiamento e degradazione hanno rivelato il 
potenziale utilizzo degli MRM per il rilascio terapeutico di 
Ozoile in specifici siti infiammatori.
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