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Περίληψη 

  Η παρούσα διατριβή πραγµατεύεται την ανάπτυξη και τον χαρακτηρισµό 
προηγµένων νανοϋβριδικών µικροπηκτών µε έµφαση σε τελικές βιοϊατρικές εφαρµογές 
ενθυλάκωσης, µεταφοράς και αποδέσµευσης ενεργών φαρµακευτικών ουσιών. Το 
θερµοαποκρίσιµο πολυµερές πολυ(Ν-ισοπροπυλακρυλαµίδιο) υπήρξε το βασικό συστατικό 
των µικροπηκτών και το ακρυλικό οξύ χρησιµοποιήθηκε ως το δεύτερο δραστικό 
συµµονοµερές. Για την επιτεύξη των αριστοποιηµένων ιδιοτήτων (µέγεθος ~ 200 nm,  
θερµοκρασία µετάπτωσης φάσης ~ 36.7 °C,  µορφολογία πυρήνα/κελύφους και επιφανειακή 
χηµική δραστικότητα) αναπτύχθηκε ένα πρωτόκολο πολυµερισµού κατά το οποίο το 
δραστικό συµµονοµερές υπεισέρχεται στην αντίδραση σε χρόνο µεταγενέστερο της έναρξης 
του πολυµερισµού. Για την ερµηνεία των αποτελεσµάτων προτάθηκε ένα νέο µηχανιστικό 
µοντέλο, σύµφωνα µε το οποίο η εισαγωγή µονοµερικών στοιχείων ακρυλικού νατρίου στις 
διαδιδόµενες υδροφοβικές (στην θερµοκρασία διεξαγωγής του πολυµερισµού) αλυσίδες του 
PNiPAm επάγει ψευδοτασιενεργό δράση και ως εκ τούτου προκαλεί την σταθεροποίηση των 
αναπτυσσόµενων κολλοειδών. Ο χαρακτηρισµός των υδροδυναµικών διαστάσεων 
πραγµατοποιήθηκε µε δυναµική σκέδαση φωτός (DLS) µεταβλητής θερµοκρασίας σε 
διαφορετικές τιµές του pH. O χαρακτηρισµός του συνολικού φορτίου και των επιφανειακών 
δραστικών θέσεων πραγµατοποιήθηκε µέσω του συνδυασµού µετρήσεων ηλεκτροφορετικής 
σκέδασης φωτός (ELS) µε pH-µετρικές και ηλεκτρολυτικές τιτλοδοτήσεις. Το 
αριστοποιηµένο υλικό χρησιµοποιήθηκε ως ικρίωµα για την ανάπτυξη του τελικού 
τριλειτουγικού νανοϋβριδικού υλικού. Αρχικά συντέθηκε ένα παράγωγο της χρωµοφόρας 
φθορεσίνη µε φέρουσα άµινο δραστικότητα, το οποίο προσδέθηκε οµοιοπολικά στην 
επιφάνεια των καρβόξυλο δραστικών µικροπηκτών. Στην συνέχεια ακολούθησε η in-situ 
εναπόθεση της µαγνητικής νανοφάσης του γ-οξειδίου του σιδήρου στην επιφάνεια των 
φθορίζοντων µικροπηκτών, µέσω µίας διεργασίας καθοδηγούµενης συγκαταβύθισης αλάτων 
σιδήρου στις παραµένουσες δραστικές θέσεις. Ο µοριακός χαρακτηρισµός περιελάµβανε την 
χρήση φασµατοσκοπικών τεχνικών FT-IR, 1H-NMR και 13C-NMR. Οι φωτοφυσικές 
ιδιότητες µελετήθηκαν µε φασµατοσκοπίες φθορισµού και ορατού-υπεριώδους (UV-Vis). Τα 
φθορίζοντα και φθορίζοντα/νανοϋβριδικά υλικά επέδειξαν αξιοσηµείωτη συµπεριφορά, µε 
διττή θερµική/οπτική αποκρισιµότητα ανάλογα µε το pH. Τα υλικά χαρακτηρίστηκαν στην 
στερεά κατάσταση µε θερµική σταθµική ανάλυση (TGA) και µαγνητοµετρία παλλόµενου 
δείγµατος (VSM) για τον προσδιορισµό του ανόργανου ποσοστού και την µελέτη των 
µαγνητικών ιδιοτήτων αντίστοιχα. Στο τελευταίο στάδιο της ανάπτυξης, η βιοσυµβατότητα 
των υλικών ως νανοφορείς αξιολογήθηκε µέσω της πρόσληψης από καρκινικά κύτταρα της 
σειράς HeLa και την µελέτη της κυτταρικής βιωσιµότητας µε δοκιµή ΜΤΤ. Τα υλικά 
αξιοποιήθηκαν περαιτέρω για την ενθυλάκωση του αντικαρκινικού φαρµάκου 



δοξορουβικίνη. Η µελέτη κυτταρικής πρόσληψης των νανοφορέων µε ενθυλακωµένη 
δοξορουβικίνη απέδειξε την ενδοκυτταρικά ελεγχόµενη απελευθέρωση του φαρµάκου από 
όλα τα σύστηµατα. Η παρουσία της µαγνητικής φάσης αποδεικνύεται ότι συµβάλλει 
καθοριστικά στην ενθυλάκωση της δοξορουβικίνης σε πολύ µεγάλο ποσοστό. Για την 
εξακρίβωση του µηχανισµού απελευθέρωσης, πραγµατοποιήθηκαν δοκιµές in-vitro από τις 
οποίες επιβεβαιώθηκε ότι η διεργασία απελευθέρωσης ελέγχεται από το pH και 
συγκεκριµένα πραγµατοποιείται σε ελαφρώς όξινες συνθήκες. 



Abstract 

  The present thesis focuses on the development and characterisation of advanced 
microgel-based nanohybrid materials, intended for use in drug uptake, transport and release  
for biomedical applications. Poly(N-isopropylacrylamide) (PNiPAm), a biocompatible and 
thermoresponsive polymer, was selected as the main constituent of the microgel 
nanocarriers. The copolymerisation of sodium acrylate provided active carboxylic sites for 
post-polymerization modification reactions. In order to achieve optimum properties 
(hydrodynamic dimensions ~200 nm, volume phase transition temperature ~36.7 °C, core/
shell morphology and surface reactivity) to the PNiPAm microgel scaffolds, a novel 
polymerization protocol was introduced, where the functional comonomer is participating in 
the polymerization reaction at an instance after the initiation. The results were interpreted in 
the basis of a phenomenological model, which suggests that the incorporation of charged 
residues into the developing hydrophobic (at the reaction temperature) PNiPAm chains, 
induces a pseudo-surfactant effect thereby stabilising the growing microgel particles. The 
hydrodynamic dimensions where measured with variable temperature dynamic light 
scattering (DLS) at different pH values. The characterization of the total charge and surface 
reactive sites was realised through the combination of electrophoretic light scattering 
measurements (ELS) with pH-metric and polyelectrolytic titrations. The optimized microgels 
were subsequently utilised for the development of the final trifunctional nanohybrid 
materials. Initially, a fluorescein derivative with an amino pendant functionality was 
synthesised and was covalently attached at the surface carboxyl decorated microgels, via 
carbodiimide coupling. Subsequently, the in-situ deposition of γ-Fe2O3 magnetic nanophase 
at the surface of the fluorescent/thermoresponsive materials was performed, through the 
directed coprecipitation of iron salts at the residual carboxylic active sites. The molecular 
characterisation included 1H-NMR 13C-NMR and FT-IR. The photophysical properties were 
studied with UV-Vis and fluorescence spectroscopies. The fluorescent and fluorescent/
magnetic materials showed a noticeable dual optical/thermoresponsive behaviour in respect 
with pH changes. Solid state characterization with TGA and VSM yielded the determination 
of inorganic content and study of the magnetic properties, respectively. In the last stage of 
the development, the biocompatibility of the nanocarriers was assessed through the uptake 
from the HeLa cervical cancer cell line and MTT cell viability study. The materials were 
used further for the encapsulation of the antitumour drug doxorubicin. The cell uptake study 
of the doxorubicin loaded nanocarriers revealed the intracellular controlled release of the 
drug. The presence of the magnetic nanophase was found to significantly augment the 
complexation of doxorubicin in the nanocarriers. For the elucidation of the drug release 
mechanism, in-vitro experiments were conducted, verifying that the process is controlled 



from pH variations and specifically triggered at the mildly acidic conditions that hold in the 
lysosomal cellular compartments. 
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Κατάλογος Συντοµογραφιών 

13C-NMR φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού άνθρακα 
1H-NMR  φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού πρωτονίου 
2-AEΤ  2-αµινοαιθανοθειόλη 
2-BEA-Boc Ν-(tert-βουτοξυκαρβονυλο)-2-βρωµοαίθυλο αµίνης 
2-ΒΕΑ•ΗΒr Yδροβρωµικό άλας της 2-βρωµοαιθυλαµίνης 
5-FU   5-φλουορακίλη 
A    απορρόφηση 
ΑΑc   ακρυλικό οξύ 
AFP   α-εµβρυϊκή πρωτεΐνη 
AlΑm   αλλυλαµίνη 
Am    ακρυλαµίδιο 
AMPSA  2-ακρυλαµιδο-2-µεθυλ-1-προπανοσουλφονικό οξύ 
APM   N-(3-αµινοπροπυλ)µεθακρυλαµίδιο 
ΑPBA  3-(ακρυλαµιδο)φαινυλβορονικό οξύ 
ATRP   ριζικός πολυµερισµός µεταφοράς ατόµων 
ΒΑ    ακρυλικός βουτυλεστέρας  
BBB   αιµατοεγκεφαλικός φραγµός 
Βοc    tert-βουτοξυκαρβόνυλο προστατευτική οµάδα 
BSA   αλβουµίνη βόειου ορού αίµατος 
CNTs   νανοσωλήνες άνθρακα 
DBD-AA σουλφονιωµένο ανάλογο της βενζοφουράνης 
DCC   δικυκλοεξυλοκαρβοδιιµίδιο 
DCU  δικυκλοεξυλουρία 
DCR   ένταση του καταγραφόµενου σήµατος σκεδαζόµενης ακτινοβολίας 
DH     υδροδυναµική διάµετρος 
DLS   δυναµική σκέδαση φωτός 
DMF   διµεθυλοφορµαµίδιο 
DNA   δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ 
DOX   δοξορουβικίνη 
DTT   διθειοθρεϊτόλη 
EDC   1-αιθυλ-3-(3-διµεθυλαµινοπρόπυλο) καρβοδιιµίδιο 
EDL   ηλεκτρική διπλοστοιβάδα  
ELS   ηλεκτροφορετική σκέδαση φωτός 
FL     φθορεσίνη 
FL Ester  αιθυλ-2-(6-υδροξυ-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκός εστέρας 



FL-NH-Boc αιθυλ-2-(6-(2-((tert-βουτοξυκαρβονυλο)αµινο)αιθοξυ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-
    υλ) βενζοϊκός εστέρας 
FL-NH2  αιθυλ-2-(6-(2-αµινοαιθοξυ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκός εστέρας  
FL-ΜΑΑc 2-(6-(µεθακρυλοϋλ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκό οξύ  
FMA   Ο-µεθακρυλικός εστέρας της φθορεσίνης 
Fmoc   φθορενυλοµεθοξυκαρβόνυλο προστατευτική οµάδα 
FOM    αριθµός αριστοποίησης 
FRET    µεταφορά ενέργειας χωρίς εκποµπή ακτινοβολίας 
FT-IR    φασµατοσκοπία υπερύθρου µετασχηµατισµού Fourier 
FTIC    ισοκυανικός εστέρας της φθορεσίνης 
GMA   γλυκιδυλικός µεθακρυλεστέρας 
ΗΕΑΜ  N-υδροξυαιθυλακρυλαµίδιο 
HOBT  υδροξυβενζοτριαζόλιο 
HOMO  ανώτερο κατειληµµένο µοριακό τροχιακό  
HPF   6-υδροξυ-9-φαινυλ-3H-ξανθεν-3-όνη 
ITC   θερµιδοµετρία ισόθερµης τιτλοδότησης 
IUPAC  Διεθνής Ένωση Καθαρής και Εφαρµοσµένης Χηµείας 
KPS   υπερθειικό κάλιο  
Laser    ενίσχυση του φωτός µέσω εξαναγκασµένης εκποµπής ακτινοβολίας 
LCST   κάτω κρίσιµη θερµοκρασία διαλυτότητας 
LDL   λιποπρωτεΐνες χαµηλής πυκνότητας 
LDV   ταχυµετρία Laser-Doppler 
LUMO  κατώτερο µη-κατειληµµένο µοριακό τροχιακό  
MAAc  µεθακρυλικό οξύ 
ΜΑΑcCl   χλωρίδιο του µεθακρυλικού οξέος 
MBA   Ν,Ν´-µεθυλενο-δις-ακρυλαµιδίο  
MDCPDP παράγωγο του δικυανο-µεθυλενο-4Η-πυρανίου 
ΜΝDs  µαγνητικά νανοδιαµάντια 
MPS   µεθακρυλικό 3-(τριµεθοξυσιλυλ) προπυλεστέρα  
MTT   MTT δοκιµή κυτταρικής βιωσιµότητας 
ΝΑSI   N-ακρυλοσουκινιµίδιο 
ΝΜΑ   ακρυλικός εστέρας της ναφθαλεν-2-όλης 
ΝiPAm  N-ισοπροπυλακρυλαµίδιο 
ΝiPMAm N-ισοπροπυλµεθακρυλαµίδιο 
NBDAA  πολυµερίσιµα ανάλογα της βενζοξαδιαζόλης 
NBDAE  4-(2-ακρυλοϋλ-οξυαιθυλαµινο)-7-νιτρο-2,1,3-βενζοξαδιαζόλη 
NHS   N-υδρόξυ σουκινιµίδιο 



OEGMA  ολιγοµερικός µεθακρυλικός εστέρας της αιθυλενογλυκόλης 
PAH   υδροχλωρική πολυαλλυλαµίνη 
PALS   ανάλυση φάσης σκεδαζόµενης ακτινοβολίας φωτός 
PCS   φασµατοσκοπία συσχετισµού φωτονίων  
PDADMAC κατιοντικός πολυηλεκτρολύτης 
PDI   πολυδιασπορά 
PDMS  πολυδιµεθυλοσιλοξάνη 
PEGMA  µεθακρυλικός εστέρας της PEG 
PEGylated τροποποιηµένο µε PEG 
PEI   πολυαιθυλενοϊµίνη 
PEO   πολυαιθυλενοξείδιο 
pH  
PLGA    τυχαίο συµπολυµερές πολυ(λακτικού-co-γαλακτικού) οξέος 
PMMΑ   πολυµεθακρυλικός µεθυλεστέρας 
PNS_Opt αριστοποιηµένες µικροπηκτές µε δραστικές καρβοξυλικές θέσεις στην  
    επιφάνεια 
PNS@FL φθορίζουσες/θερµοαποκρίσιµες µικροπηκτές  
PNS@FL#I τριλειτουργικές φθορίζουσες/θερµοαποκρίσιµες/µαγνητικές νανοϋβριδικές 
    µικροπηκτές  
PNS#I  θερµοαποκρίσιµες/µαγνητικές νανοϋβριδικές µικροπηκτές  
PNiPAm  πολυ(Ν-ισοπροπυλακρυλαµίδιο) 
PS    πολυστυρένιο 
PSS    πολυ(σουλφονικό νάτριο στυρένιο) 
PVCL    πολυβινυλοκαπρολακτάµη 
Rg     µέση γυροσκοπική ακτίνα 
RGD   τριπεπτίδιο αργινίνης - γλυκίνης - ασπαρτικού οξέος  
RhAc      χλωρίδιο του N-(9-(2-((2-(ακρυλοϋλοξυ)αιθοξυ)-καρβονυλ)φαινυλ)-6- 
    (διαιθυλαµινο)-3H-ξανθεν-3-υλιδεν)-N-αιθυλαιθαναµινίου 
RhBAm  πολυµερίσιµο ανάλογο της ροδαµίνης Β 
RhBEAm ακρυλικό υδραζίδιο της ροδαµίνης Β 
RhBΑEAm άµινο αιθυλεναµίδιο της ροδαµίνης Β 
SA (ΝaAAc) ακρυλικό νάτριο 
SDS   δωδέκυλο σουλφονικό νάτριο 
SERS   ενίσχυση της σκέδασης Raman από επιφάνειες 
siRNA   ολιγονουκλεοτίδια RNA 
St    στυρένιο 
T    θερµοκρασία 



Tg    θερµοκρασία υαλώδους µετάπτωσης 
ΤΕΜ   ηλεκτρονιακή µικροσκοπία διέλευσης 
TGA   θερµική σταθµική ανάλυση 
TLC   χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας  
TMS   τετραµεθυλoσιλάνιο 
ΤPE   πολυµερίσιµο ανάλογο του τετραφανυλαιθυλενίου 
UCST    άνω κρίσιµη θερµοκρασία διαλυτότητας 
UV-Vis  φασµατοσκοπία ορατού-υπεριώδους 
VAGA  6-O-βινυλαδιποϋλ-d-γαλακτόζη 
VI    βινυλοϊµιδαζόλιο 
VPTT   θερµοκρασία µετάπτωσης φάσης όγκου 
VSM   µαγνητοµετρία παλλόµενου δείγµατος  
z-average z-µέση υδροδυναµική διάµετρος 
Αcs   ακέτυλο συνένζυµο Α συνθάση 
ΝΣ   νανοσωµατίδια 
ΝΣΟΣ  νανοσωµατίδια οξειδίου του σιδήρου 
Φ    κβαντική απόδοση 



Κατάλογος Σχηµάτων, Εικόνων και Πινάκων 

Κεφάλαιο 2 

Σχήµα 2.1 Ο συντακτικός τύπος του N-ισοπροπυλακρυλαµιδίου. 
Εικόνα 2.1 Φωτογραφία ηλεκτρονιακής µικροσκοπίας σάρωσης πολυµερικού σωµατιδίου 
PNiPAm µεσοσκοπικών διαστάσεων µε εµφανή την πορώδη δοµή του τρισδιάστατου 
δικτύου. 
Σχήµα 2.2 Σκαρίφηµα της θερµοδυναµικής µετάπτωσης φάσης όπου αναπαρίσταται η 
ανάπτυξη δεσµών-Η µεταξύ των µορίων Η2Ο και της αµιδικής οµάδας κάτω από την LCST 
και η υδροφοβική αλληλεπίδραση µεταξύ των ισοπροπυλικών οµάδων πάνω από την LCST. 
Σχήµα 2.3 Α) Αλληλεπίδραση µεταξύ θετικά φορτισµένων περιοχών της λυσοζύµης και της 
αρνητικά φορτισµένης επιφάνειας της µικροπηκτής. Β) Μεταβολή του µοριακού βάρους της 
µικροπηκτής, όπως προσδιορίστηκε µε στατική σκέδαση φωτός. 
Σχήµα 2.4 Kρυσταλλική δοµή του οξείδιου του σιδήρου µαγνητίτη (Fe3O4). Mε πράσινο 
χρώµα: Fe3+, κόκκινο χρώµα: Ο2+, µαύρο: Fe2+. 
Σχήµα 2.5 Στερεοχηµικός τύπος της λακτοειδούς (αριστερά) και κινοειδούς (δεξιά) δοµής 
συντονισµού στην ουδέτερη κατάσταση της φθορεσίνης. 
Σχήµα 2.6 Συντακτικοί τύποι λειτουργικών παραγώγων µορίων φθορεσίνης. 
Σχήµα 2.7 Α) Συνθετική πορεία παρασκευής µικροπηκτών µε βάση το PNiPAm και 
επισήµανση µε δύο διαφορετικές χρωµοφόρες (ροδαµίνη και φθορεσίνη) εφαρµόζοντας 
ταυτοχρόνως ορθογώνια χηµεία click και χηµεία καρβοδιιµιδίων σε υδατικά µέσα. Β) 
Pickering o/w γαλάκτωµα: ελαιώδης σταγόνα PDMS (πράσινο υπόβαθρο) σταθεροποιηµένη 
µε φθορίζουσες µικροπηκτές PNiPAm. 
Σχήµα 2.8 Φθορίζουσες µικροπηκτές P(NiPAM-co-RhBLΜΑc-co-FMA) κάτω από UV 
ακτινοβολία µε αντιστρεπτή οπτική αποκρισιµότητα σε µεταβολές του pH. 
Σχήµα 2.9 Α) Τοπική παραγωγή θερµότητας κοντά στα µιτοχόνδρια ζωντανών κυττάρων 
της σειράς COS7. (Κάτω δεξιά): Με βέλη σηµειώνονται οι περιοχές παραγωγής θερµότητας, 
Ν:πυρήνας. Β) Φωτογραφίες συνεστιακής µικροσκοπίας φθορισµού σε διαφορετικές 
θερµοκρασίες σε κύτταρα της σειράς HeLa. (1η σειρά): σήµα καναλιού GFP. (2η σειρά): 
σήµα καναλιού CY3. (3η σειρά): ανασύνθεση των σηµάτων από το λογισµικό. C)  
Αναλογική ανασύνθεση των σηµάτων από τα κανάλια GFP και CY3 για την χρωµατική 
απεικόνιση της θερµοκρασίας καρκινικών κυττάρων HeLa. D) (Aριστερά): Χρωµατικό 
διάγραµµα CIE όπου αποδίδεται η εξάρτηση των (x, y) χρωµατικών συντεταγµένων από την 
θερµοκρασία. (Δεξιά): Απεικόνιση των κυττάρων NIH/3T3 µε συνεστιακή µικροσκοπία 
φθορισµού στους 25 °C και 37 °C. 



Σχήµα 2.10 Πιθανές αρχιτεκτονικές για την παρασκευή φθορίζοντων-µαγνητικών υλικών. 
Σχήµα 2.11 “Σκληρά” φθορίζοντα κολλοειδή Α) µε βάση το PSt και επιφανειακή 
τροποποίηση µε ΝΣΟΣ Fe3O4 και Β) µε πυρήνα ΝΣΟΣ Fe3O4 και επιφανειακή τροποποίηση 
µε πολυµερές FMA. 

Κεφάλαιο 3 

Σχήµα 3.1 Διάγραµµα ηλεκτρονικών µεταβάσεων µεταξύ µοριακών τροχιακών για το 
ενεργειακό φάσµα που καλύπτει η φασµατοσκοπία UV-Vis. 
Σχήµα 3.2 Διάγραµµα των ηλεκτρονικών µεταβάσεων µεταξύ µοριακών τροχιακών όπου 
απεικονίζονται τα δονητικά και περιστροφικά ενεργειακά επίπεδα. 
Σχήµα 3.3 Τυπικό φάσµα απορρόφησης-εκποµπής οργανικής φθορίζουσας ένωσης. Η 
κορυφή εκποµπής εµφανίζεται µετατοπισµένη στο ερυθρό εξαιτίας ενεργειακών απωλειών 
που οφείλονται στην µετατόπιση Stokes. 
Σχήµα 3.4 Απλοποιηµένο διάγραµµα Jablonski. EM: εσωτερική µετατροπή, ΔΑ: δονητική 
αποδιέγερση, Α: απορρόφηση, F: φθορισµός, P: φωσφορισµός, Sx: µονή κατάσταση και Tx: 
τριπλή κατάσταση. 
Σχήµα 3.5 Απεικόνιση χαρακτηριστικών χρόνων αποδιέγερσης σε απλοποιηµένο διάγραµµα 
Jablonski.  
Σχήµα 3.6 Κάτοψη πειραµατικής διάταξης δοκιµών σκέδασης φωτός. 
Σχήµα 3.7 Αναπαράσταση της µεταβολής του σκεδαζόµενου πεδίου προς τον ανιχνευτή 
εξαιτίας της αλλαγής της σχετικής θέσης των δύο σωµατιδίων. 
Σχήµα 3.8 Η διαφορά ανάµεσα στις ποσοστιαίες κατανοµές ως προς τον αριθµό, τον όγκο 
και την ένταση της σκεδαζόµενης έντασης για µία 1:1 συλλογή νανοσωµατιδίων 5 και 50 
nm. 
Σχήµα 3.9 Διεύρυνση της συχνότητας του σκεδαζόµενου Η/Μ πεδίου εξαιτίας του 
φαινοµένου Doppler. 
Σχήµα 3.10 Σύγκριση της υδροδυναµικής διαµέτρου µε λοιπά χαρακτηριστικά µεγέθη για 
ένα βιοµόριο. 
Σχήµα 3.11 Οι περιοχές της ηλεκτρικής διπλοστοιβάδας φορτισµένου σωµατιδίου: στοιβάδα 
Stern, διάχυτη στοιβάδα και θέση του δυναµικού-ζ (αριστερά). Πειραµατική διάταξη PALS 
του οργάνου Zeatasizer Nano (δεξιά). 
Σχήµα 3.12 Σχηµατική αναπαράσταση των δονήσεων έκτασης και κάµψης. 



Κεφάλαιο 4 

Πίνακας 4.1 Σύνοψη βιβλιογραφικών πειραµατικών συνθηκών παρασκευής και 
χαρακτηριστικών µικροπηκτών PNiPAm. 
Πίνακας 4.2 Σύνοψη βιβλιογραφικών πειραµατικών συνθηκών παρασκευής και 
χαρακτηριστικών µικροπηκτών P(NiPAm-co-AAc) 
Πίνακας 4.3 Πειραµατικές συνθήκες και στοιχειοµετρία συντεθειµένων δειγµάτων 
µικροπηκτών PNiPAm και P(NiPAm-co-SA). 
Σχήµα 4.1 Αντίδραση πολυµερισµού κατακρήµνισης P(NiPAm-co-SA). Mε γαλάζιο χρώµα 
αποδίδονται οι αλυσίδες του PNiPAM και µε κόκκινο οι οµάδες -COOH. 
Εικόνα 4.1  Στιγµιότυπο αντιδραστήρα έπειτα από την έναρξη του πολυµερισµού: Α) 90 sec 
(γαλάζια/γκρι θόλερότητα) και B) 8.5 min (γαλακτόχρωµο). C) Κατακρήµνιση της 
διασποράς και συλλογή πολυµερούς. D) Λειοτριβιµµένο δείγµα, E) εµφάνιση µετά από 
επαναδιασπορά σε συγκέντρωση 0.1% κ.β., pH = 7 στους 25 °C και F) στους 40 °C. 
Εικόνα 4.2 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm) για συγκέντρωση ΝiPAM 10 
mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 5, 7, 9. 
Σχήµα 4.2 Μορφολογικό µοντέλο µικροπηκτών PN001, όπου µε γαλάζιο χρώµα 
αποδίδονται οι αλυσίδες του PNiPAm. Η γκρι διακεκοµένη καµπύλη αναπαριστά τα ορία 
του πυκνώς διασταυρωµένου πυρήνα, ενώ οι πορτοκαλί διακεκοµένες αναπαριστούν τις 
ανιχνεύσιµες υποπεριοχές µε DLS. 
Εικόνα 4.3 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 
εξαρχής και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 5, 7, 9.  
Εικόνα 4.4 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 5 
min µετά την έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 
5, 7, 9. 
Εικόνα 4.5 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 10 
min µετά την έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 
5, 7, 9. 
Πίνακας 4.4 Χαρακτηριστικά µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 15 - 20 - 25 
- 30 min µετά την έναρξη του πολυµερισµού σε pH = 5. Σε παρένθεση περιλαµβάνονται οι 
τιµές του PDI. 
Πίνακας 4.5 Χαρακτηριστικά µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 15 - 20 - 25 
- 30 min µετά την έναρξη του πολυµερισµού σε pH = 7. Σε παρένθεση περιλαµβάνονται οι 
τιµές του PDI. 
Πίνακας 4.6 Χαρακτηριστικά µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 15 - 20 - 25 
- 30 min µετά την έναρξη του πολυµερισµού σε pH = 9. Σε παρένθεση περιλαµβάνονται οι 
τιµές του PDI. 



Εικόνα 4.6 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 15 
min µετά την έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 
5, 7, 9. 
Εικόνα 4.7 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 20 
min µετά την έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 
5, 7, 9. 
Εικόνα 4.8 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 25 
min µετά την έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 
5, 7, 9. 
Εικόνα 4.9 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 30 
min µετά την έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 
5, 7, 9. 
Εικόνα 4.10 Διάγραµµα αριθµoύ αριστοποίησης, FOM, συναρτήσει του χρόνου εισαγωγής 
SA για τις πειραµατικές σειρές PNS_001 και PNS_002 σε pH = 7. 
Πίνακας 4.7 Χαρακτηριστικά µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 15 - 20 - 25 
- 30 min µετά την έναρξη του πολυµερισµού σε pH = 5. Σε παρένθεση περιλαµβάνονται οι 
τιµές του PDI. 
Εικόνα 4.11 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών PΝS_Opt (A) και µεταβολή του 
δυναµικού-ζ σε Τ=25 °C  για διαφορετική ιοντική ισχύ διασποράς (B) σε pH = 5, 7, 9. 
Εικόνα 4.12 Καµπύλες τιτλοδότησης: (Α) Ποτεντιοµετρική τιτλοδότηση για τον 
προσδιορισµό του συνολικού φορτίου µε διάλυµα τίτλου ΗCl 10 mM και (Β) 
Προσδιορισµός του επιφανειακού φορτίο µε διάλυµα τίτλου PDADMAC 0.1 % κ.β. 
Σχήµα 4.3 Σύγκριση µηχανισµών σταθεροποίησης πολυµερισµού κατακρήµνισης µε SDS 
(επάνω σειρά) και σταθεροποίησης µε χρήση φορτισµένου συµµονοµερούς (κάτω σειρά). 

Κεφάλαιο 5 

Σχήµα 5.1  Πειραµατική πορεία σύνθεσης υδροβρωµικού άλατος της αιθανολαµίνης (2-
ΒΕΑ•ΗΒr) και Ν-(tert-βουτοξυκαρβονυλο)-2-βρωµοαίθυλο αµίνης (2-BEA-Boc). 
Σχήµα 5.2 Πειραµατική πορεία σύνθεσης αιθυλ-2-(6-(2-((tert-βουτοξυκαρβονυλο)αµινο)-
αιθοξυ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκού εστέρα (FL-NH-Boc). 
Σχήµα 5.3 Πειραµατική πορεία σύνθεσης αιθυλ-2-(6-(2-αµινοαιθοξυ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-
υλ) βενζοϊκού εστέρα (FL-NH2). 
Σχήµα 5.4 Πειραµατική πορεία σύνθεσης 2-(6-(µεθακρυλοϋλ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ)  
βενζοϊκού οξέος (FL-ΜΑΑc). 
Σχήµα 5.5 Σχηµατική αναπαράσταση συνθετικής πορείας παρασκευής θερµοαποκρίσιµων/
φθορίζοντων µικροπηκτών PNS@FL, θερµοαποκρίσιµων/µαγνητικών νανοϋβριδικών 



PNS#I και τριπλά λειτουργικών θερµοαποκρίσιµων/φθορίζοντων/µαγνητικών 
νανοϋβριδικών PNS@FL#I. 
Σχήµα 5.6 Φάσµα 1Η-NMR πρόδροµων µικροπηκτών PNS_Opt. 
Σχήµα 5.7 Φάσµα 1Η-NMR τροποπoιηµένων µικροπηκτών PNS@FL25. 
Σχήµα 5.8 Συγκεντρωτικά φάσµατα FT-IR µικροπηκτών PNiPAm, PNS_Opt, PNS@F25, 
PNS@F25#Ι10 και ατροποποίητων ΝΣΟΣ. 
Σχήµα 5.9 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών PΝS@FL25 σε pH = 5, 7, 9. 
Σχήµα 5.10 Θερµοκρασιακή απόκριση νανοϋβριδικών µικροπηκτών PNS#I4, PNS#I8, 
PΝS@FL25#I6, PΝS@FL25#I10 σε pH = 7. 
Σχήµα 5.11 Φάσµατα UV-Vis µοριακών ενώσεων, φθορίζοντων και νανοϋβριδικών 
µικροπηκτών. Για τον υπολογισµό της κβαντικής απόδοσης χρησιµοποιήθηκε η τιµή 
απορρόφησης στα 460 nm (A460). Πειραµατικές συγκεντρώσεις: [Fluorescein] = 4 µΜ, [FL 
Ester] = 10 µΜ, [FL-NH2] = 7.14 µΜ, [FL-NH-Boc] = 7.14 µΜ, [PNS@F25] = 13.56 µΜ, 
[PNS@F25#I10] = 13.56 µΜ. 
Σχήµα 5.12 Φάσµατα απορρόφησης/εκποµπής µοριακών ενώσεων, φθορίζοντων και 
νανοϋβριδικών µικροπηκτών. Για την λήψη των φασµάτων εκποµπής πραγµατοποιήθηκε 
διέγερση σε µήκος κύµατος 460 nm. 
Εικόνα 5.1 Εµφάνιση των εξεταζόµενων δειγµάτων για 20× συγκέντρωση συγκριτικά µε 
την πειραµατική κάτω από τεχνητό φως λαµπτηρα φθορισµού (πρώτη σειρά) και λαµπτήρα 
UV (δεύτερη και τρίτη σειρά). Από αριστερά προς τα δεξιά: FL, FL Ester, FL-NH-Boc, FL-
NH2,PNS@FL25, PNS@FL25#I10. 
Σχήµα 5.13 Αποτελέσµατα χαρακτηρισµού πρόδροµου PNS_Opt, “καθαρών” ΝΣΟΣ και  
παραγώγων νανοϋβριδικών υλικών µε θερµική σταθµική ανάλυση (TGA). 
Σχήµα 5.14 Αποτελέσµατα µαγνητοµετρίας για “καθαρά” ΝΣΟΣ παράγωγα νανοϋβριδικά 
υλικά. 
Εικόνα 5.2 Στιγµιότυπα του αντιδραστήρα παρασκευής PNS#I µετά το πέρας της 
προσθήκης του διαλύµατος συγκαταβύθισης και της εισαγωγή ατµοσφαιρικού αέρα για τον 
άµεσο µετασχηµατισµό του µαγνητίτη σε µαγγεµίτη. Το µεσοδιάστηµα µεταξύ των λήψεων 
ρυθµίστηκε στα 4 s. 
Σχήµα 5.15 Φάσµα διέγερσης/εκποµπής φθορίζουσας µικροπηκτής PNS@F25 σε 
συγκέντρωση 25 µΜ και pH=7. 
Σχήµα 5.16 Φάσµα διέγερσης/εκποµπής φθορίζουσας µικροπηκτής PNS@F25 σε 
συγκέντρωση [−CONHFL]=25 µΜ και pH=3. 
Σχήµα 5.17 Φάσµα διέγερσης/εκποµπής τελικού νανοϋβριδικού PNS@F25#Ι10 σε 
συγκέντρωση C = 1 mg.ml-1 (0.1% κ.β) και pH=7. 



Κεφάλαιο 6 

Σχήµα 6.1 Υδροχλωρικό άλας της δοξορουβικίνης.  
Εικόνα 6.1 Πειραµατική πορεία ενθυλάκωσης DOX στις νανοπηκτές. 
Εικόνα 6.2 Αιωρήµατα PF@DOX (3), PFI@DOX (1) και PI@DOX(2) πριν (Α) και µετά 
(Β) την υπερφυγοκέντριση. (C) Στερεό υπόλειµµα. 
Εικόνα 6.3 Μεµβράνη διαπίδισης µε βιδωτό κλιπ στο άκρο, (A) πριν και (Β) µετά την 
προσθήκη PFI@DOX και την τοποθέτηση στον κυλινδρικό περιέκτη. (C) Πλάγια όψη της 
διάταξης µετά την τοποθέτηση σε θερµοστατούµενο υδατόλουτρο. 
Εικόνα 6.4 Από αριστερά προς τα δεξιά: Σύνθετο σήµα, σήµα φθορισµού και σήµα 
φωτεινού πεδίου συνεστιακής µικροσκοπίας PF_40µΜ_2h. 
Εικόνα 6.5 Από αριστερά προς τα δεξιά: Σύνθετο σήµα, σήµα φθορισµού και σήµα 
φωτεινού πεδίου συνεστιακής µικροσκοπίας PF_40µΜ_1h (πρώτη σειρά), PF_20µΜ_30min 
(δεύτερη σειρά) και PFI_20µΜ_30min (τρίτη σειρά). 
Εικόνα 6.6 Από αριστερά προς τα δεξιά: Σήµα φθορισµού του πράσινου καναλιού, σύνθετο 
σήµα και σήµα φθορισµού του κόκκινου καναλιού συνεστιακής µικροσκοπίας 
PF@DOX_20µΜ_30min (πρώτη σειρά), PFI@DOX_20µΜ_30min (δεύτερη σειρά) και 
PI@DOX_20µΜ_5min (τρίτη σειρά). 
Σχήµα 6.2 Ποσοστό βιωσιµότητας κυττάρων HeLa για επώαση 48h µε διαφορετικές 
συγκεντρώσεις PF και PFI. Απεσταγµένο Η2Ο χρησιµοποιήθηκε για το πείραµα ελέγχου. 
Σχήµα 6.3 Ποσοστό βιωσιµότητας κυττάρων HeLa για επώαση 48h µε διαφορετικές 
συγκεντρώσεις DOX, PF@DOX και PFI@DOX. 
Εικόνα 6.7 Αποδέσµευση DOX από τον νανοφορέα PFI@DOX σε pH=5. Όψη του 
αντιδραστήρα κατά την έναρξη του πειράµατος (αριστερά) και έπειτα από 24 h (δεξιά). 
Είναι εµφανής ο αποχρωµατισµός του αιωρήµατος και ο χρωµατισµός του διαλύµατος 
αποδέσµευσης. 
Σχήµα 6.4 Φάσµατα UV-Vis αιωρήµατος PFI@DOX πριν την έναρξη του πειράµατος, 
διάλυµατος αποδέσµευσης DOX έπειτα από 24h και πρόδροµoυ αιωρηµατος PFI σε pH = 7. 
Σχήµα 6.5 Φάσµατα UV-Vis αιωρήµατος PFI@DOX πριν την έναρξη του πειράµατος και 
αιωρήµατος PFI@DOX - διάλυµατος αποδέσµευσης µετά από 24h. 

Παράρτηµα Κεφαλαίου 3 

Σχήµα Π3.1 Προσoµοίωση πειραµατικών δεδοµένων DLS: Μεταβολή της σκεδαζόµενη 
ακτινοβολίας I(t) vs t (επάνω). Κανονικοποιηµένης συνάρτησης αυτοσυσχέτισης g2(τ) vs τ 
σε γραµµική (κάτω αριστερά) και ηµιλογαριθµική κλίµακα (κάτω δεξιά). 



Παράρτηµα Κεφαλαίου 4 

Σχήµα Π4.1 Μεταβολή έντασης σκεδαζόµενης ακτινοβολίας (DCR) και δείκτη 
πολυδιασποράς (PDI) συναρτήσει της θερµοκρασίας για διαφορετικές τιµές του pH (Δείγµα 
PN_001). 
Σχήµα Π4.2 Κατανοµή σκεδαζόµενης έντασης (Iscat) συναρτήσει του σκεδάζοντος 
πληθυσµού (Dh) για το δείγµα PNS_002_15_min. 
Σχήµα Π4.3 Μεταβολή έντασης σκεδαζόµενης ακτινοβολίας (DCR) και δείκτη 
πολυδιασποράς (PDI) συναρτήσει της θερµοκρασίας σε pH=7 για το δείγµα PN_001. 
Σχήµα Π4.4 Συνδυαστική αποκρισιµότητα σε θερµοκρασία-pH του δείγµατος 
PNS_002_0_min. Ένθεση: Μετατόπιση της VPTT µε αύξηση του pH από 4 σε 9. 
Σχήµα Π4.5 Μεταβολή του δυναµικού-ζ συναρτήσει της θερµοκρασίας στο δείγµα 
PNS_002_25_min σε pH=7 (πράσινο χρώµα). Η αντίστοιχη µεταβολή της αγωγιµότητας στο 
κελί µέτρησης αναπαρίσταται µε πορτοκαλί χρώµα. 

Παράρτηµα Κεφαλαίου 5 

Σχήµα   Π5.1 Φάσµα 250 MHz 1H-NMR φθορεσίνης (FL). 
Σχήµα Π5.2 Φάσµα 250 MHz 1H-NMR αιθυλ-2-(6-υδροξυ-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) 
βενζοϊκού εστέρα (FL Ester). 
Σχήµα Π5.3 Φάσµα 400 MHz 1H-NMR αιθυλ-2-(6-(2-((tert-βουτοξυκαρβονυλοαµινο) 
αιθοξυ) -3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκού εστέρα (FL-NH-Boc). 
Σχήµα Π5.4 Φάσµα 400 MHz 1H-NMR τριφθοροξικού 2-((9-(2-(αιθόξυ)φαινυλο)-3-
οξο-3H-ξανθεν-6-υλ)οξυ)αιθαν-1-αµµωνιακoύ άλατος (FL-NH3+). 
Σχήµα Π5.5 Φάσµα 100 MHz 13C-NMR αιθυλ-2-(6-(2-((tert-βουτοξυκαρβονυλο)αµινο) 
αιθοξυ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκού εστέρα (FL-NH-Boc). 
Σχήµα Π5.6 Φάσµα 100 MHz 13C-NMR τριφθοροξικού 2-((9-(2-(αιθόξυ)φαινυλο)-3-
οξο-3H-ξανθεν-6-υλ)οξυ)αιθαν-1-αµµωνιακoύ άλατος (FL-NH3+). 
Σχήµα Π5.7 Φάσµα 400 MHz 1H-NMR 2-(6-(µεθακρυλοϋλ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) 
βενζοϊκού οξέος (FL-MAAc). 
Σχήµα Π5.8 Συγκεντρωτικά φάσµατα FT-IR των µοριακών ενώσεων FL, FL Ester, FL-NH-
Boc και  FL-NH3+TFA-. 
Σχήµα  Π5.9 Φάσµα διέγερσης/εκποµπής FL-NH2. 



Παράρτηµα Κεφαλαίου 6 

Σχήµα Π6.1 Σµήνος φασµάτων απορρόφησης DOX σε µεταβλητή συγκέντρωση και 
κατασκευή καµπύλης βαθµονόµησης. 
Εικόνα Π6.1 Κύτταρα HeLa έπειτα από τροφοδοσία µε PI@DOX_20_µΜ για 30 min. 
Σχήµα Π6.2 Φάσµατα διέγερσης εκποµπής υδατικών διαλυµάτων DOX συγκέντρωσης 69.7 
µΜ και 8 µΜ. 
Εικόνα Π6.2 Φωτογραφία αντιδραστήρα αποδέσµευσης PFI@DOX σε pH=7 για t=24 h. 
Εικόνα Π6.3 Πλάκες δοκιµής κυτταρικής βιωσιµότητας ΜΤΤ. 



Κεφάλαιο 1 

Εισαγωγή - Σκοπός Διατριβής 

  Οι νέες ανάγκες στην θεραπευτική ζητούν τη στοχευµένη απόδοση ενεργών 
φαρµακευτικών ουσιών σε κύτταρα και ιστούς. Με αυτή την προσέγγιση µεγιστοποιείται η 
δράση της ουσίας στην προβληµατική περιοχή (καρκινικός όγκος, χρόνια φλεγµονή), ενώ 
παράλληλα η συγκέντρωση στην συστηµική κυκλοφορία συγκρατείται σε χαµηλά επίπεδα,  
ελαχιστοποιώντας µε τον τρόπο αυτό τις ανεπιθύµητες ενέργειες. Τα νανοδοµηµένα υβριδικά 
υλικά βρίσκονται στην πρώτη γραµµή των επιλογών για την ανάπτυξη “ευφυών” 
συστηµάτων µεταφοράς και απόδοσης φαρµακευτικών ουσιών, γεγονός που οφείλεται στην 
ικανότητα: 
α) φυσικής προσρόφησης και εγκλεισµού των ενεργών φαρµακευτικών συστατικών στο 
εσωτερικό της δοµής τους 
β) τροποποίησης της επιφάνειας τους µε χηµικές οµάδες που στοχεύουν σε συγκεκριµένες 
πρωτεΐνες-υποδοχείς και ελαχιστοποιούν την αποβολή από τα µακροφάγα 
γ) ελεγχόµενης πρόσδωσης της ουσίας µέσω επιβολής εξωτερικού ερεθίσµατος όπως η 
µεταβολή της θερµοκρασίας, του pH ή µέσω εφαρµογής εναλλασόµενου µαγνητικού πεδίου. 
  Ο σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής υπήρξε η ανάπτυξη, η αριστοποίηση 
και ο χαρακτηρισµός ενός νανοϋβριδικού συστήµατος το οποίο βασίζεται σε κολλοειδείς 
υδροπηκτές (µικροπηκτές) µε βάση το πολυ(Ν-ισοπροπυλακρυλαµίδιο) [poly(N-
isopropylacrylamide), PNiPAm] και προορίζεται για χρήση σε βιοϊατρικές εφαρµογές 
ενθυλάκωσης-ελεγχόµενης αποδέσµευσης υδρόφιλων φαρµάκων. Τα υλικά αυτής της 
κατηγορίας χαρακτηρίζονται από νάνο-διαστάσεις, υδροφιλικότητα, πορώδες και 
εµφανίζουν θερµοδυναµική µετάπτωση φάσης από την διογκωµένη (υδρόφιλη) στην 
συρρικνωµένη (υδρόφοβη) κατάσταση η οποία ελέγχεται από την θερµοκρασία. Οι 
µικροπηκτές υπερτερούν έναντι των εναλλακτικών συστηµάτων (πολυµερικά µικύλια, 
δενδριτικά πολυµερή, ανόργανα νανοσωµατίδια) σε µία σειρά παραµέτρων όπως η επίτευξη 
υψηλού ποσοστού ενθυλάκωσης, η ευελιξία χηµικής τροποποίησης, η µεγάλη ειδική 
επιφάνεια και η πολλαπλή αποκρισιµότητα. 
  Στα Κεφάλαια 2 και 3 συζητείται η βιβλιογραφική ανασκόπηση και η παρουσίαση των 
µεθόδων και τεχνικών χαρακτηρισµού που χρησιµοποιήθηκαν στην εργασία, αντιστοίχως. 
Στο Κεφαλαιο 4 αναλύεται το πρωτόκολλο τυχαίου ριζικού συµπολυµερισµού απουσία 
τασιενεργού, που αναπτύχθηκε για την σύνθεση των µικροπηκτών PNiPAm µε 
καρβοξυλικές λειτουργικές θέσεις και αριστοποιηµένες ιδιότητες (διαστάσεις, κρίσιµη 
θερµοκρασία µεταπτωσεις, αρχιτεκτονική). Ο χαρακτηρισµός επιτελέστηκε µε δυναµική 
σκέδαση φωτός, ηλεκτροφορετική σκέδαση φωτός και τιτλοδοτήσεις µε βασικά και 
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πολυηλεκτρολυτικά διαλύµατα. Όπως παρουσιάζεται στο Κεφάλαιο 5, τα υλικά 
χρησιµοποιήθηκαν ως ικριώµατα i) για την σύζευξη φθορίζοντων λειτουργικών µορίων, ii) 
την in situ εναπόθεση µαγνητικών νανοσωµατιδίων και iii) τον συνδυασµό των 
προηγούµενων δύο σταδίων προς παρασκευή ενός τριπλά λειτουργικού θερµοαποκρίσιµου-
φθορίζοντος-µαγνητικού νανοϋβριδικού συστήµατος. Τα υλικά χαρακτηρίστηκαν µε 
φασµατοσκοπικές τεχνικές (FT-IR, UV-Vis, 1H-NMR, 13C-NMR, φθορισµοµετρία), 
µαγνητοµετρία και θερµοσταθµική ανάλυση. Η χρησιµοποίηση του συστήµατος για την 
ενθυλάκωση-ελεγχόµενη αποδέσµευση µίας φαρµακευτικής ουσίας, της δοξορουβικίνης, 
αποτέλεσε το αντικείµενο του Κεφαλαίου 6, όπου επίσης εξετάζεται η κυτταροτοξικότητα 
και κυτταρική πρόσληψη του συστήµατος. Η µελέτη πραγµατοποιήθηκε µέσω του 
συνδυασµού φασµατοσκοπικών τεχνικών και συνεστιακής µικροσκοπίας σάρωσης µε laser. 
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Κεφάλαιο 2 

Θεωρητικό Υπόβαθρο - Βιβλιογραφική Ανασκόπηση  
  
ΣΥΝΟΨΗ: Στο πρώτο µέρος του παρόντος Κεφαλαίου αποδίδονται ορισµοί και έννοιες που 
χρησιµοποιήθηκαν στην έκταση της παρούσης διατριβής, ενώ επιχειρείται η ευσύνοπτη 
περιγραφή των φυσικοχηµικών αρχών που διέπουν το φαινόµενο της θερµοαποκρισιµότητας 
του πολυ(Ν-ισοπροπυλακρυλαµιδίου) (PNiPAm). Εν συνεχεία επισκοπείται σειρά εργασιών 
όπου υπογραµµίζεται η ποικιλότητα των λειτουργικών πολυµερικών κολλοειδών 
συστηµάτων στα οποία οι µικροπηκτές PNiPAm συµπεριλαµβάνονται ως το βασικό δοµικό 
στοιχείο. Εξετάστηκαν συστήµατα κολλοειδών µε βάση το PNiPAm σε εφαρµογές 
βιολογικού ενδιαφέροντος, ενώ τα συστήµατα όπου η θέρµοαποκρίσιµη πλατφόρµα του 
PNiPAM συνυπάρχει µε ανόργανη, και δη µαγνητική, νανοφάση εξετάζονται ξεχωριστά ως 
προς τις συνθετικές πορείες παρασκευής και ως προς τις ιδιότητες. Ακολούθως σε επόµενη 
ενότητα, περιγραφονται τα φθορίζοντα πολυµερικά συστήµατα µε έµφαση στην φθορεσίνη 
(fluorescein) και στις εφαρµογές τους στην βιολογία. Τα συστήµατα µε πολλαπλή 
λειτουργικότητα και παραδείγµατα χρησιµοποίησης για την ενθυλάκωση και αποδέσµευση 
φαρµάκων αποδίδονται στο τέλος του Κεφαλαίου. 

2.1 Η Έννοια της Πολυµερικής Πηκτής  

  Οι πολυµερικής πηκτές είναι δυνατόν να οριστούν µε συναφείς τρόπους οι οποίοι 
εξαρτώνται από την µικροσκοπική οπτική γωνία εξέτασης. Σύµφωνα µε την IUPAC, µια 
πηκτή νοείται ως ένα “µη-ρευστό δίκτυο κολλοειδών σωµατιδίων ή πολυµερικό δίκτυο, το 
οποίο διογκώνεται σε όλη του την έκταση από κάποιο ρευστό” [1]. Ο Elias [2] περιορίζει 
την περιγραφή σε πολυµερικά συστήµατα αναφέροντας ότι: “µία πηκτή συνίσταται από ένα 
χηµικά ή φυσικά διασταυρωµένο πολυµερές, το οποίο βρίσκεται διογκωµένο σε µεγάλο 
βαθµό από κάποιο διαλύτη”. Σε αντιστοιχία µε τον προηγούµενο ορισµό, οι υδροπηκτές 
θεωρούνται ως “τρισδιάστατα διασταυρωµένα δίκτυα υδατοδιαλυτών πολυµερών µε 
ικανότητα απορρόφησης ύδατος εως και χιλιάδες φορές επί του ξηρού τους βάρους” [3]. 
Θεµελιακά, οι πηκτές είναι τα υλικά όπου ενώ η σύσταση καθορίζεται από την ρευστή 
φάση, εµφανίζουν συνεκτικότητα στερεών σωµάτων. Στην πλειονότητα των εφαρµογών η 
ρευστή φάση είναι το νερό και ως εκ τούτου οι µακροσκοπικές υδροπηκτές και τα 
µικροσκοπικά ή νανοσκοπικά ανάλογα τους (µικροπηκτές ή νανοπηκτές αντίστοιχα), 
συνιστούν υλικά µεγάλης τεχνολογικής σηµασίας. Παράλληλα, οι υδροπηκτές αποτελούν 
επίσης υλικά ευρύτατης εµπορικής απήχησης καθώς χρησιµοποιούνται ως ή είναι βασικό 
συστατικό σε τρόφιµα, απορροφητικές πάνες, φακούς επαφής, επικαλύψεις βιοϊατρικών 
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ηλεκτροδίων, εµφυτεύµατα, χρώµατα, συγκολλητικές ουσίες, µεταλλάκτες, τεχνητό δέρµα 
και εργαστηριακές τεχνικές όπως για παράδειγµα η ηλεκτροφόρεση πρωτεϊνών [4]. 
  H συνεκτικότητα των υδροπηκτών οφείλεται στον σχηµατισµό σταυροδεσµών 
µεταξύ των πολυµερικών αλυσίδων προς σχηµατισµό ενός τρισδιάτατου δικτύου. Οι 
σταυροδεσµοί οφείλουν την ύπαρξη τους σε είτε σε φυσικές αλληλεπιδράσεις (σχηµατισµός 
κρυσταλλιτών, αλληλοεµπλοκή αλυσίδων, υδροφοβική ή/και ιοντική έλξη και δεσµούς 
υδρογόνου) είτε στον σχηµατισµό µόνιµων χηµικών δεσµών οµοιοπολικής φύσης. Στην 
πρώτη περίπτωση η µετάβαση από το πήκτωµα στο διάλυµα είναι αντιστρεπτή 
µεταβάλλοντας τις συνθήκες (θερµοκρασία, pH, διάτµηση, είδος διαλύτη) ενώ αντιθέτως 
στην δεύτερη περίπτωση, η λύση του πηκτώµατος δεν είναι εφικτή παρά µόνο µε ρήξη 
δεσµών. Ένας από τους βασικούς λόγους για τους οποίους οι υδροπηκτές συνεχίζουν να 
προσελκύουν τεράστιο ερευνητικό ενδιαφέρον, αποτελεί η δυνατότητα αντιστρεπτής 
µεταβολής του όγκου υπό την επίδραση εξωτερικών ερεθίσµάτων όπως αλλαγές στην  
θερµοκρασία, το pH ή την ιοντική ισχύ, ανάλογα µε το είδος του πολυµερούς από το οποίο 
συνίστανται. Συγκεκριµένα για την περίπτωση των θερµοαποκρίσιµων υδροπηκτών, 
υφίσταται µία κρίσιµη θερµοκρασία µετάπτωσης φάσης όγκου (volume phase transition 
temperature, VPTT). Οι φυσικοχηµικές αλληλεπιδράσεις οι οποίες γενικά ερµηνεύουν την 
αποκρίσιµη συµπεριφορά των υδροπηκτών έχουν κατηγοριοποιηθεί σύµφωνα µε τους 
Tanaka [5] και Fernández-Barbero [4] ως εξής: 
• van der Waals: Οι ελκτικές δυνάµεις αυτού του είδους εγείρονται από τις τοπικές 

διακυµάνσεις της πόλωσης µεταξύ γειτονικών µορίων και συµπεριλαµβάνουν τις 
αλληλεπιδράσεις i) µεταξύ µόνιµων διπόλων, iι) µεταξύ µόνιµου διπόλου - επαγόµενου 
διπόλου (δυνάµεις επαγωγής) και iii) µεταξύ στιγµιαίου διπόλου - επαγόµενου διπόλου 
(δυνάµεις διασποράς). Οι αλληλεπιδράσεις van der Waals εκτείνονται από το ατοµικό 
επίπεδο µέχρι αποστάσεις µερικών nm. Δεν διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο σε υδατικά 
µέσα, καθώς οι διπολικές αλληλεπιδράσεις εξασθενούν λόγω της µεγάλης διηλεκτρικής 
σταθεράς, είναι όµως καθοριστικές σε συστήµατα µιγµάτων διαλυτών. 

• Υδροφοβικές: Ο δεδοµένος τύπος αλληλεπιδράσεων περιγράφει την διαµοριακή έλξη 
µεταξύ υδρόφοβων µορίων ή την ενδοµοριακή έλξη υδρόφοβων τµηµάτων µορίων όταν 
περιβάλλονται από Η2Ο. Έχει εντροπική προέλευση και θα αναλυθεί διεξοδικότερα σε 
επόµενη παράγραφο, καθώς αυτός ο τύπος αλληλεπιδράσεων συσχετίζεται άµεσα µε την 
θερµοαποκρισιµότητα των υδροπηκτών µε βάση το PNiPAm. 

• Δεσµοί υδρογόνου: Πρόκειται για αλληλεπιδράσεις οι οποίες αναπτύσσονται όταν σε 
άτοµο υδρογόνου, συνδεδεµένο οµοιοπολικά µε ηλεκτραρνητικό άτοµο Ο, Ν ή F, 
ασκείται ελκτική δύναµη από κοντινό ηλεκτραρνητικό άτοµο άλλης οµάδας. Η φύση του 
δεσµού είναι κατευθυντική και οι δεσµοί-Η είναι προεξέχουσας σηµασίας σε βιολογικές 
δοµές όπως οι κυτταρικές µεµβράνες, οι πρωτεΐνες και το νουκλεϊκά οξέα. Στην 
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περίπτωση των συνθετικών υδροπηκτών, οι δεσµοί-Η εµφανίζονται κυρίως σε 
συστήµατα τα οποία περιέχουν καρβοξυλοµάδες και ανάλογα µε την ευκαµψία της 
πολυµερικής αλυσίδας αναπτύσσονται τόσο διαµοριακά όσο και ενδοµοριακά. 

• Ηλεκτροστατικές: Οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις αναπτύσσονται µεταξύ µορίων 
µε φορτισµένες οµάδες ή µεταξύ ιόντων. Πρόκειται για την ισχυρότερη αλληλεπίδραση 
όταν συγκρίνεται µε τις παραπάνω. Διαδραµατίζει σηµαίνων ρόλο στην µετάπτωση 
φάσης όγκου των υδροπηκτών µέσω δύο διακριτών, πλην όµως συζευγµένων, 
µηχανισµών: i) της άµεσης, ελκτικής ή απωστικής ανάλογα µε το πρόσηµο του φορτίου, 
αλληλεπίδρασης Coulomb µεταξύ των φορτισµένων οµάδων και ii) του έµµεσου 
αποτελέσµατος από την παρουσία αντισταθµιστικών ιόντων στο πορώδες του δικτύου, 
την ανάπτυξη δηλαδή ωσµωτικής πίεσης η οποία τείνει να διογκώσει την υδροπηκτή. 

Όπως θα αναδειχθεί στο Πειραµατικό Μέρος, η φυσικοχηµική συµπεριφορά των 
θερµοαποκρίσιµων και pH-αποκρίσιµων µικροπηκτών καθορίζεται από την έκταση και την 
ισχύ των παραπάνω αλληλεπιδράσεων, εξαιρουµένων των van der Waals.  
   
2.2 Λειτουργικές Πολυµερικές Μικροπηκτές µε Βάση το PNiPAm 

  Από την στιγµή της ανακάλυψης τους το 1986 [6] εως και σήµερα οι πολυµερικές 
µικροπηκτές µε βασικό συστατικό το PNiPAm συνεχίζουν να έλκουν το ερευνητικό 
ενδιαφέρον και να αποτελούν τη βάση καινοτόµων εφαρµογών [7]. Η µεγάλη “δηµοφιλία” 
της συγκεκριµένης κλάσης υλικών οφείλεται στον συνδυασµό βιοσυµβατότητας [8] και 
θερµοαποκρίσιµου χαρακτήρα, καθιστώντας τα ιδανικά για ενσωµάτωση σε βιοϊατρικές 
εφαρµογές. Από την άλλη πλευρά, ο ταυτόχρονος έλεγχος του µεγέθους και των 
µορφολογικών χαρακτηριστικών, η επίτευξη πολλαπλής αποκρισιµότητας και η 
παρατεταµένη κολλοειδής σταθερότητα παραµένουν ανοικτά πεδία προς εξερεύνηση. 
Συγκεκριµένα, στην περίπτωση εφαρµογών µεταφοράς και ελεγχόµενης αποδέσµευσης 
φαρµακευτικών ουσιών, οι παραπάνω φυσικοχηµικές παράµετροι έχει αποδειχθεί ότι 
επιδρούν σηµαντικά στον χρόνο κυκλοφορίας του φορέα στην ροή του αίµατος, στο 
ποσοστό ενθυλάκωσης, όπως επίσης και στην επιλεκτικότητα του ερεθίσµατος [9-11]. Οι 
Pelton και Hoare [12] όρισαν τις µικροπηκτές ως “τις κολλοειδείς διασπορές σωµατιδίων 
πηκτής”. Τρία κριτήρια περιέχονται υπόρρητα σε αυτό τον ορισµού: 
1. Οι µικροπηκτές εµπίπτουν στην κλίµακα µεγέθους των κολλοειδών σωµατιδίων (τυπικά  

10–1000 nm). 
2. Οι µικροπηκτές βρίσκονται διάσπαρτες στον διαλύτη. 
3. Οι µικροπηκτές είναι διογκωµένες από τον διαλύτη. 
Παρόλο που οι µικροπηκτές µοιράζονται ακριβώς την ίδια χηµική σύσταση και διέπονται 
από τις ίδιες θερµοδυναµικές αρχές µε τις µακροσκοπικές υδροπηκτές, επιδεικνύουν 
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ουσιώδεις διαφορές. Για παράδειγµα, σε παρεµφερή κλάσµατα µάζας, οι µικροπηκτές 
συγκροτούν διασπορές χαµηλού ιξώδους ενώ οι µακροπηκτές εµφανίζουν χαρακτήρα 
ιξωδοελαστικού στερεού [13]. Όσον αφορά την αποκρισιµότητα, η µετάπτωση φάση όγκου 
πραγµατοποιείται πολύ ταχύτερα στις µικροπηκτές ενώ εξίσου ελκυστικό χαρακτηριστικό 
αποτελεί η τεράστια ειδική επιφάνεια των υλικών σαν απόρροια των κολλοειδών 
διαστάσεων. Είναι ενδεικτικό ότι πρόσφατα προτάθηκε ένα πρωτόκολο σύνθεσης 
νανοδοµηµένων µακροσκοπικών πηκτών PNiPAm, στις οποίες νανοπηκτές PNiPAm µε 
δραστικές θέσεις στην επιφάνεια επιτέλεσαν τον ρόλο των νάνο-σταυροδεσµών, 
προσδίδοντας στο τελικό υλικό ταχύτερη απόκριση, µεγαλύτερο βαθµό διόγκωσης και 
υψηλή ελαστοµερική ελαστικότητα [14]. 

2.2.1 Μικροπηκτές PNiPAm: Συνθετικά Σχήµατα και Θερµοδυναµική Προέλευση της 
Θερµοαποκρισιµότητας 

  Τυπικά, η απλούστερη συνθετική πορεία για την παρασκευή µικροπηκτών 
PNiPAm  σε υδατικά µέσα περιλαµβάνει το µονοµερές NiPAm (Σχήµα 2.1), τον παράγοντα 
σχηµατισµού σταυροδεσµών και τον εκκινητή. Μία παραλλαγή του πολυµερισµού 
διασποράς (dispersion polymerization), ο πολυµερισµός κατακρήµνισης (precipitation 
polymerization) [15], αποτελεί την πιο διαδεδοµένη τεχνική για την παρασκευή 
µικροπηκτών µε βάση το PNiPAm. Στον πολυµερισµό κατακρήµνισης, τα µονοµερή και ο 
εκκινητής αναµιγνύονται υπό θέρµανση για την έναρξη του πολυµερισµού. Αφού 
προσεγγίσουν ένα κρίσιµο µοριακό βάρος, οι αναπτυσσόµενες αλυσίδες καθίστανται 
αδιάλυτες (κατακρηµνίζονται), εξ ου και η ονοµασία της τεχνικής, η οποία αναλύεται 
λεπτοµερώς στο Πειραµατικό Μέρος. 

Σχήµα 2.1 Ο συντακτικός τύπος του N-ισοπροπυλακρυλαµιδίου. 

Παραδοσιακά, το µέγεθος των κολλοειδών σωµατιδίων µε βάση το PNiPAm µπορεί να 
ρυθµιστεί µε την προσθήκη SDS στην αντίδραση πολυµερισµού [16]. Ταυτόχρονα όµως 
υπεισέρχεται µία σειρά περιπλοκών στο στάδιο του χαρακτηρισµού και προβληµάτων σε 
ενδεχόµενη εφαρµογή. Αναλυτικότερα για το σύστηµα το οποίο µελετήθηκε στην παρούσα 
διατριβή, το SDS: 
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1. Είναι δυνατόν να ανεβάζει πλασµατικά την θερµοκρασία της µετάπτωσης όγκου VPTT 
και να µεταβάλλει το προφίλ µετάβασης στην “υδρόφοβη” κατάσταση [17]. 

2. Προσροφάται στις ισοπροπυλικές θέσεις του δικτύου [18], µε αποτέλεσµα την απαίτηση 
πολλαπλών κύκλων υπερφυγοκέντρισης και επαναδιασποράς ή χρονοβόρας διαπίδησης 
µεµβράνης για τον καθαρισµό της κολλοειδούς διασποράς [19, 20]. Το κλάσµα των 
αρνητικά φορτισµένων σουλφονικών οµάδων το οποίο παραµένει προσροφηµένο είναι 
ανιχνεύσιµο σε πειράµατα τιτλοδότησης και µπορεί να οδηγήσει σε λανθασµένα 
συµπεράσµατα σχετικά µε το ποσοστό ενσωµάτωσης ενός αρνητικά φορτισµένου 
µονοµερούς. 

3. Καταλαµβάνει θέσεις στο πορώδες του δικτύου, γεγονός το οποίο είναι ανεπιθύµητο σε 
πειράµατα ενθυλάκωσης ενεργών φαρµακευτικών µορίων. 

4. Δεν είναι βιολογικά ανεκτό και αλληλεπιδρά µε πρωτεΐνες [21, 22]. 
5. Ενδέχεται να αλληλεπιδρά µε αντιδρώντα κατά την πραγµατοποίηση χηµικής µετα-

τροποποίησης των µικροπηκτών, εξαιτίας της ασθενούς πυρηνοφιλικότητας της 
σουλφονικής οµάδας . 

Οι παραπάνω λόγοι οδήγησαν στον αποκλεισµό του SDS από το συνθετικό πρωτόκολλο 
αριστοποίησης και όπως θα γίνει σαφές στην πορεία, ο έλεγχος του µεγέθους κατέστη 
εφικτός µέσω της ρύθµισης λοιπών συνθετικών παραµέτρων.  
  Οι µόνιµοι χηµικοί σταυροδεσµοί εξασφαλίζουν την διαστατική σταθερότητα των 
µικροπηκτών κατά την διόγκωση τους σε καλό “διαλύτη”, καθώς επιµέρους τµήµατα των 
µακροµοριακών αλυσίδων είναι ελεύθερα να κινηθούν, την ίδια στιγµή όµως οι 
οµοιοπολικές συνδέσεις συγκρατούν την όλη νανοδοµή. Η πορώδης δοµής του 
τρισδιάστατου δικτύου είναι εµφανής στην απεικόνιση µε ηλεκτρονιακή µικροσκοπία 
σάρωσης µίας αποµονωµένης µικροπηκτής PNiPAm µικροσκοπικών διαστάσεων (Εικόνα 
2.1). 

Εικόνα 2.1 Φωτογραφία ηλεκτρονιακής µικροσκοπίας σάρωσης πολυµερικού σωµατιδίου PNiPAm 

µεσοσκοπικών διαστάσεων µε εµφανή την πορώδη δοµή του τρισδιάστατου δικτύου [15]. 

G7



  Αξίζει να σηµειωθεί ότι βιβλιογραφικά έχουν αναφερθεί ακόµα περισσότερο 
µινιµαλιστικά συνθετικά σχήµατα για τον σχηµατισµό µονοδιάσπαρτων, κολλοειδώς και 
διαστατικώς σταθερών σωµατιδίων. Σύµφωνα µε τους Gao και Frisken [23], µόνιµοι χηµικοί 
δεσµοί σχηµατίζονται τόσο απουσία παράγοντα σχηµατισµού σταυροδεσµών κατά τον 
πολυµερισµό του NiPAm όσο και µέσω της θέρµανσης διαλύµατος ήδη συντεθειµένων 
γραµµικών αλυσίδων PNiPAm παρουσία εκκινητή, αποδίδοντας το φαινόµενο σε 
αντιδράσεις µεταφοράς αλυσίδας. Ο συνηθέστερος παράγοντας σχηµατισµού σταυροδεσµών 
είναι το Ν,Ν΄-µεθυλεν-δις-ακρυλαµίδιο λόγω της πολύ καλής διαλυτότητας σε H2O και της 
παρεµφερούς δοµής και χηµικής συµπεριφοράς κατά τον πολυµερισµό µε το NiPAm. 
Επίσης, πληθώρα διδραστικών µορίων (φέροντα δύο πολυµερίσιµους διπλούς δεσµού) έχει 
προταθεί στην βιβλιογραφία ως παράγοντες σχηµατισµού σταυροδεσµών όπως για 
παράδειγµα οι διµεθακρυλικοί εστέρες της πολυαιθυλενογλυκόλης [24], η 1,4-διακρυλοϋλ 
πιπεραζίνη [25], βιοδιασπώµενοι εστέρες πολυλακτικού οξέος [26], ακρυλικοί εστέρες 
δενδριτικής πολυγλυκερόλης [27] και η υδρολυτικά αποικοδοµήσιµη N,O-διµεθακρυλοϋλ 
υδροξυαµίνη [28]. Όσον αφορά τα συστήµατα εκκινητών, συνήθως πρόκειται για 
υδατοδιαλυτά παράγωγα αζωενώσεων και υπερθειικά άλατα. Συκεκριµένα, κατά την 
αποικοδόµηση των υπερθειικών αλάτων παράγονται αρνητικά φορτισµένες ρίζες οι οποίες 
αντιδρούν µε τα µονοµερή και παράλληλα συµβάλλουν στην κολλοειδή σταθερότητα της 
διασποράς. Η σταθερότητα των κολλοειδών σωµατιδίων από PNiPAm σε θερµοκρασία κάτω 
από την VPTT εξασφαλίζεται διττά από τα φορτισµένα κατάλοιπα του εκκινητή και µέσω 
της στερικής σταθεροποίησης που παρέχουν τα ελεύθερα άκρα των αλυσίδων στο κέλυφος 
της µικροπηκτής. Ο δεύτερος µηχανισµός προκύπτει από την ανάµιξη των αλυσίδων, όταν 
υφίσταται αλληλεπικάλυψη των υδροδυναµικών όγκων έταιρων κολλοειδών και ουσιαστικά 
πρόκειται για έναν όρο ο οποίος προκύπτει από την ανάπτυξη ωσµωτικής πίεσης [29]. 
Επάνω από την VPTT, η κολλοειδής σταθερότητα εξασφαλίζεται αποκλειστικά µέσω 
απωστικών ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων, που όπως θα συζητηθεί στην συνέχεια, 
µπορεί να οφείλονται επιπλέον σε φορτισµένα κατάλοιπα συµµονοµερών. 
  Τα θερµοαποκρίσιµα πολυµερή χωρίζονται σε δύο ευρείες κατηγορίες: στα 
πολυµερή όπου επέρχεται αναµιξιµότητα µε τον διαλύτη όταν αυξάνεται η θερµοκρασία, 
εµφανίζοντας µία άνω κρίσιµη θερµοκρασία διαλυτότητας (upper critical solution 
temperature, UCST) και σε αυτά όπου η άνοδος της θερµοκρασίας οδηγεί σε διαχωρισµό 
φάσεων και χαρακτηρίζονται από µία κάτω κρίσιµη θερµοκρασία διαλυτότητας (lower 
critical solution temperature, LCST). Στην ανασκόπηση των Liu, Fraylich και Saunders [30] 
καλύπτεται ένα αρκετά ευρύ φάσµα θερµοαποκρίσιµων πολυµερών. Mεταξύ των πολυµερών 
µε LCST συµπεριφορά, ιδιαίτερη προσοχή έχει δοθεί σε όσα συστήµατα παρουσιάζουν 
προοπτική για χρήση σε βιοϊατρικές εφαρµογές και πληρούν δύο βασικές προϋποθέσεις: 
βιολογική ανοχή (βιοσυµβατότητα ή/και βιοαποικοδοµησιµότητα) και θερµοκρασία 
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µετάπτωσης φάσης κοντά στην φυσιολογική θερµοκρασία του σώµατος (36.7 °C). Τα 
πολυµερή µε βάση το πολυ(Ν-ισοπροπυλακρυλαµίδιο) [poly(N-isopropylacylamide), 
PNiPAm) βρίσκονται ευθυγραµµισµένα µε αυτά τα κριτήρια καθώς η εγγενής LCST (~ 32 
°C) είναι ευέλικτο να ρυθµιστεί σε µεγαλύτερες τιµές µέσω του συµπολυµερισµού 
υδρόφιλων µονοµερών. Δεν ξενίζει λοιπόν το γεγονός ότι περίπου 30 χρόνια µετά την 
ανακάλυψη τους, οι µικροπηκτές µε βάση το PNiPAm και οι συναφείς νανοϋβριδικές δοµές 
συνεχίζουν να αποτελούν αντικείµενο εντατικής ερευνητικής δραστηριότητας. 
  Για την φυσικοχηµική εξέταση του φαινοµένου της θερµικής απόκρισης στις 
µικροπηκτές PNiPAm κρίνεται σκόπιµη µία σύντοµη αναφορά στην συµπεριφορά των 
αντίστοιχων γραµµικών πολυµερών σε υδατικά διαλύµατα. Η παράµετρος αλληλεπίδρασης 
Flory-Huggins, χ, συνιστά το κριτήριο διαλυτότητας ή µη ενός πολυµερούς σε έναν διαλύτη. 
Σύµφωνα µε την θεµελιώδη θεωρία του Flory, το χ είναι µία ενθαλπική παράµετρος, το 
µέτρο της οποίας µπορεί να εκφραστεί από µία σχέση της µορφής χ = Α + Β/Τ, όπου Α,Β: 
σταθερές και Τ: θερµοκρασία. Η θεωρία του Flory µπορεί να περιγράψει την περίπτωση 
εµφάνισης ανώτερης κρίσιµης θερµοκρασίας διαλυτότητας, δεν καλύπτει όµως την 
περίπτωση εµφάνισης LCST [31]. Φαινοµενολογικά, στην περίπτωση των υδατικών 
διαλυµάτων γραµµικών πολυµερών PNiPAm ενώ ισχύει ότι χ < 1/2 σε Τ < LCST (το νερό 
είναι καλός διαλύτης), η τιµή του χ αυξάνεται απότοµα στην κρίσιµη θερµοκρασία (ισχύει 
δηλαδή ότι χ > 1/2) και το νερό παύει να είναι καλός διαλύτης για Τ > LCST [32]. To 
φαινόµενο της LCST έχει εντροπική προέλευση και στα πλαίσια της παρούσης 
βιβλιογραφικής ανασκόπησης, η πληρέστερη ποιοτική περιγραφή του φαινοµένου της 
θερµοαποκρισµότητας στα γραµµικά πολυµερή PNiPAm εντοπίστηκε στην µονογραφία του 
Schild [33]. Σύµφωνα µε τον Schild, η διαλυτότητα του PNiPAm σε χαµηλή θερµοκρασία 
οφείλεται στον σχηµατισµό δεσµών-Η µεταξύ των µορίων του Η2Ο και των πολικών 
(αµιδικών) οµάδων των µονοµερικών στοιχείων του PNiPAM. Ο σχηµατισµός δεσµών-Η 
είναι µία εξώθερµη διεργασία, προσδίδει αρνητικό πρόσηµο στην ενθαλπία ανάµιξης και η 
συνολική ελεύθερη ενέργεια ανάµιξης παραµένει αρνητική εξαιτίας της συνεισφοράς αυτού 
του όρου. Την ίδια στιγµή όµως η παρουσία των µη-πολικών ισοπροπυλικών οµάδων στα 
µονοµερικά στοιχεία του PNiPAM αναγκάζουν τα µόρια του H2O να επαναπρο-
σανατολιστούν µε τρόπο τέτοιο ώστε να αποφεύγεται η ετεροεπαφή µε αυτές τις οµάδες του 
πολυµερούς. Αυτή η διεργασία αφενός παρεµποδίζει τον σχηµατισµό δεσµών-Η µεταξύ των 
ιδίων των µορίων του H2O γύρω από τις µη-πολικές περιοχές και αφετέρου οδηγεί τα µόρια 
του H2O στην υιοθέτηση µίας περισσότερο οργανωµένης “δοµής-κλωβού” (clathrate-like ή 
cage-like structures). Αυτό είναι το γνωστό υδροφοβικό φαινόµενο και έχει ως αποτέλεσµα 
την αρνητική εντροπία ανάµιξης πολυµερούς-διαλύτη. Σε υψηλές θερµοκρασίες, ο 
αρνητικός όρος της εντροπίας ανάµιξης κυριαρχεί έναντι του κατά τα άλλα αρνητικού όρου 
της ενθαλπίας ανάµιξης. Όταν το πρόσηµο της ελεύθερης ενέργειας ανάµιξης γίνει θετικό, 
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πραγµατοποιείτα η µετάπτωση φάσης και το PNiPAm καθίσταται αδιάλυτο σε θερµοκρασία 
πάνω από την LCST. Όταν η συγκέντρωση σε πολυµερές είναι αρκούντως υψηλή και 
απουσιάζουν σταθεροποιητικοί παράγοντες όπως τασιενεργές ενώσεις, σχηµατίζονται 
θρόµβοι και το πολυµερές σταδιακά κατακρηµνίζεται, επέρχεται δηλαδή ο διαχωρισµός 
φάσεων. Η αντιστοιχία αυτής της διεργασίας στις µικροπηκτές PNiPAm έχει παρουσιαστεί 
στο άρθρο ανασκόπησης των Quesada-Perez et al. [34]. Το τρισδιάστατο δίκτυο των 
µικροπηκτών συνίσταται από τµήµατα γραµµικών αλυσίδων PNiPAm τα οποία βρίσκονται 
συνδεδεµένα µεταξύ τους µε µόνιµους χηµικούς σταυροδεσµούς: η αναδίπλωση των 
επιµέρους αλυσίδων του πολυµερούς πάνω από την LCST προκαλεί την συρρίκνωση του 
δικτύου λόγω της προαγωγής των επαφών πολυµερούς-πολυµερούς και διαλύτη-διαλύτη 
έναντι των ετεροεπαφών πολυµερούς-διαλύτη. Η διεργασία αποδίδεται σχηµατικά στο 
Σχήµα 2.2. Πρέπει να τονιστεί ότι οι µικροπηκτές µε βάση το PNiPAm συγκρατούν µεγάλο 
ποσοστό Η2Ο εντός του δικτύου ακόµα και σε Τ >> VPTT [35]. Σε όλη την εργασία, ο όρος 
VPTT χρησιµοποιήθηκε για την περίπτωση των µικροπηκτών µε βάση το PNiPAm έναντι 
του LCST, καθώς κρίθηκε καταλληλότερος, αν και στην βιβλιογραφία οι όροι είναι 
ταυτόσηµοι. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 2.2 Σκαρίφηµα της θερµοδυναµικής µετάπτωσης φάσης όπου αναπαρίσταται η ανάπτυξη 

δεσµών-Η µεταξύ των µορίων Η2Ο και της αµιδικής οµάδας κάτω από την LCST και η υδροφοβική 

αλληλεπίδραση µεταξύ των ισοπροπυλικών οµάδων πάνω από την LCST. 

2.2.2 Οµοιοπολική Ενσωµάτωση Λειτουργικών Συµµονοµερών σε Μικροπηκτές 
PNiPAm και Αντιδράσεις Τροποποίησης µετά τον Πολυµερισµό 

  Η παρασκευή προηγµένων νανοϋλικών µε βασικό δοµικό στοιχείο τις µικροπηκτές 
PNiPAm απαιτεί ως προϋπόθεση την ενσωµάτωση οµάδων µε χηµική λειτουργικότητα, είτε 
µέσω της απευθείας οµοιοπολικής εισαγωγής στο στάδιο του πολυµερισµού, είτε µέσω 
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αντιδράσεων τροποίησης µετά τον πολυµερισµό (post-polymerization modification ή αλλιώς 
αντιδράσεις µετατροποποίησης, post-modification reactions) [36]. Αν και η πρώτη εκδοχή 
είναι λιγότερο χρονοβόρα, καθώς το λειτουργικό υλικό συντίθεται σε ένα µόνο σταδίο, η 
δεύτερη προσέγγιση είναι συνηθέστερη διότι παρακάµπτονται προβλήµατα που σχετίζονται 
µε την σύνθεση πολυµερίσιµων λειτουργικών µορίων, την διαλυτότητα και την σταθερότητα 
αυτών στις συνθήκες πολυµερισµού καθώς επίσης και µε το κόστος. Επιπλέον, η 
ενσωµάτωση δραστικών χηµικών οµάδων στις µικροπηκτές (π.χ. -COOH, -NH2, επόξυ) µε 
ταυτόχρονο έλεγχο της αρχιτεκτονικής (π.χ. δραστικότητα στον πυρήνα ή το κέλυφος) 
παρέχει ένα υλικό µε υψηλό βαθµό ευελιξίας όσον αφορά το είδος της επικείµενης 
εφαρµογής.   
  H σύνθεση µικροπηκτών PNiPAm µε όξινες δραστικές θέσεις έχει αναφερθεί στην 
βιβλιογραφία [37, 38] και τα συστήµατα αυτά εξετάζονται διεξοδικά στο Κεφάλαιο 4. Οι 
Τang et al. [39, 40] συνέθεσαν µικροπηκτές PNiPAm µε δραστικές οµάδες -ΟΗ 
χρησιµοποιώντας τον µεθακρυλικό εστέρα της πολυαιθυλενογλυκόλης, ενώ εποξειδικές 
δραστικότητες έχουν εισαχθεί µε συµπολυµερισµό γλυκιδυλοµεθακρυλικού εστέρα [41]. 
Διάφορες οδοί έχουν προταθεί για την παραγωγή µικροπηκτών µε πρωτοταγείς αµίνες ως 
δραστικές θέσεις. Οι Chen et al. παρασκεύασαν core/shell µικροπηκτές µε πυρήνα PNiPAm 
και -ΝΗ2 λειτουργικό κέλυφος από τον ενοφθαλµισµό (grafting) προσυντεθειµένης 
πολυβινυλαµίνης, παρουσία tert-βουτυλυδροϋπεροξειδίου [42]. Οι Xu και Pelton κατέληξαν 
στην ίδια µορφολογία έπειτα από τον ενοφθαλµισµό ολιγοµερών Ν-βινυλοφορµαµιδίου στην 
επιφάνεια προσχηµατισµένων µικροπηκτών PNiPAm και την εν συνεχεία υδρόλυση σε 
όξινες συνθήκες πάνω από την VPTT [43]. Απλούστερα συνθετικά πρωτόκολα για την 
ενσωµάτωση αµινοµάδων περιλαµβάνουν τον συµπολυµερισµό αλλυλαµίνης [44], 
υδροχλωρικού N-(3-αµινοπροπυλ) µεθακρυλαµιδίου (APM) [45] και µεθακρυλοϋλ 
υδραζιδίου [46], ενώ oι Kiriy et al. [47] κατάφεραν να προσθέσουν πρωτοταγείς αµίνες µέσω 
της αναδιάταξης Hoffman δοµικών µονάδων ακρυλαµιδίου. Καµµία από όσες προσεγγίσεις 
εξετάστηκαν εως τώρα δεν στέκεται χρήσιµη για την παρασκευή µικροπηκτών µε βάση το 
PNiPAm όπου καρβοξυλικές οµάδες και πρωτοταγείς αµίνες συνυπάρχουν, είτε λόγω της 
ασυµβατότητας του συστήµατος εκκίνησης για ένα εκ των δύο δραστικών µονοµερών, είτε 
γιατί επακόλουθες αντιδράσεις σύζευξης µε καρβοδιιµίδια θα καθίσταντο προβληµατικές 
λόγω της διασταυρωµένης δραστικότητας. Αναγνωρίζοντας αυτές τις συνθετικές δυσκολίες, 
η οµάδα του Lyon [48] παρασκεύασε µικροπηκτές PNiPAm µε άµινο και καρβόξυ δραστικές 
οµάδες έπειτα από τον συµπολυµερισµό µακροµονοµερούς πολυαιθυλενογλυκόλης µε άκρο 
φθορενυλοµεθοξυκαρβόνυλο (Fmoc) προστατευµένης αµίνης, παρουσία ακρυλικού οξέος 
(ΑΑc). Η δυνατότητα διπλής χηµικής µετατροποίησης αποδείχθηκε µέσα από την σύζευξη 
της 5-αµινοφθορεσίνης στις καρβοξυλικές θέσεις µε υδατική χηµεία καρβοδιιµιδίων 
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χρησιµοποιώντας EDC/NHS, την αποπροστασία της αµίνης και της εκλεκτικής σύζευξης 
ενός σουκινιµιδικού παραγώγου της ροδαµίνης στις ελεύθερες θέσεις -ΝΗ2.  
  Aµφοτερικές µικροπηκτές PNiPAM έχουν παρασκευαστεί µε τον συµπολυµερισµό 
1-βινυλοϊµιδαζολίου (VI) και AAc [49], ενώ πολύ πρόσφατα οι οµάδες των Pich και 
Richtering ανέφεραν τον επιτυχηµένο συµπολυµερισµό ενός µεθακρυλαµιδικού παραγώγου 
της σουλφοβεταΐνης [50]. H σύνθεση κατιονικών µικροπηκτών PNiPAm έχει αναφερθεί 
χρησιµοποιώντας µεθακρυλικό 2-(διµεθυλαµινο)αιθυλεστέρα [51], 4-βινυλοπυριδίνη 
[52-55] και 2-βινυλοπυριδίνη [56]. Η πρωτονίωση του τριτοταγούς ατόµου του αζώτου σε 
χαµηλό pH καθιστά τις µικροπηκτές αυτού του τύπου διπλά αποκρίσιµές σε µεταβολές της 
θερµοκρασίας και του pH.  
  Τα τελευταία χρόνια οι µικροπηκτές PNiPAm µε απόκριση στην γλυκόζη έχουν 
συγκροτήσει µία νέα υποοµάδα νανοϋλικών. Όπως αναδείχθηκε στην πρωτοποριακή 
εργασία του Kataoka [57], η πρόσδεση οµάδων φαινυλβορονικού οξέος σε πηκτές PNiPAm 
είχε ως αποτέλεσµα την παραγωγή ενός υλικού που αποκρίνεται δυναµικά σε αλλαγές της 
συγκέντρωσης γλυκόζης µε αυτόµατη απελευθέρωση ινσουλίνης. Έκτοτε, η παρασκευή των 
νανο-αναλόγων συστηµάτων συγκέντρωσε µεγάλο ερευνητικό ενδιαφέρον, καθώς δυνητικά 
θα καθιστούσε εφικτή την µικρορύθµιση των επιπέδων γλυκόζης στην κυκλοφορία του 
αίµατος όταν παρατηρούνταν ανιχνεύσιµες µεταβολές. Oι Pelton και Hoare σύζευξαν µε 
υδατική χηµεία καρβοδιιµιδίων το 3-αµινοφαινυλβορονικό όξύ σε µικροπηκτές PNiPAm µε 
µεταβλητό χωροεντοπισµό καρβοξυλοµάδων [58]. Όπως αποδείχθηκε, το ποσοστό σύζευξης 
βρέθηκε µέγιστο στις µικροπηκτές µε περιφερική συγκέντρωση οµάδων -COOH καθώς η 
αντίδραση ελέγχεται από την διάχυση, ενώ το ίδιο συνθετικό σχήµα εφαρµόστηκε από τους 
Zhou et al. [59] για την τροποποίηση µικροπηκτών P(NiPAm-co-AAc). Οι Zhang et al. 
παρασκεύασαν τα ίδια υλικά µε τον συµπολυµερισµό του  3-(ακρυλαµιδο)φαινυλβορονικού 
οξέος (ΑPBA) [60], τα οποία χρησιµοποιήθηκαν για την ενθυλάκωση γλυκόζης και ερυθρού 
της αλιζαρίνης σε χαµηλές θερµοκρασίας και την αποβολή τους επάνω από την VPTT. Στην 
πιο πρόσφατη εργασία από τις παραπάνω, οι Lapeyre et al. πέτυχαν ένα πρώτο βήµα προς 
την κατεύθυνση ανάπτυξης ενός νανοφορέα µε χαρακτηριστικά βιοανατροφοδότησης, όµοια 
µε αυτά του συστήµατος του Kataoka, καθώς έδειξαν ότι µικροπηκτές P(NiPAm-co-APBA) 
µε µορφολογία core/shell είναι δυνατόν να απελευθερώνουν σταδιακά ινσουλίνη για 
συγκεντρώσεις γλυκόζης 100 mM στους 25 °C. 

2.2.3 Εφαρµογές Λειτουργικών Μικροπηκτών PNiPAm στην Βιολογία  

  Η χρησιµοποίηση κολλοειδών συστηµάτων µε βάση το PNiPAm σε βιολογικές 
εφαρµογές όπως η ακινητοποίηση πρωτεΐνών, η βιοκατάλυση και η ενίσχυση της ενζυµικής 
δράσης έχει διερευνηθεί στην βιβλιογραφία. Η συµπεριφορά µικροπηκτών PNiPAm στην 
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προσρόφηση της πρωτεΐνης BSA (αλβουµίνη βόειου ορού αίµατος) µελετήθηκε από τους 
Zhu et al. [61]. Το ποσοστό της προσροφούµενης BSA βρέθηκε ότι αυξάνεται i) σε 
θερµοκρασία µεγαλύτερης της VPTT, ii) σε pH πάνω από την τιµή που αντιστοιχεί στο 
ισοηλεκτρικό σηµείο και iii) για µεγαλύτερο ποσοστό σταυροδεσµών. Η ελαχιστοποίηση της 
θρόµβωση κολλοειδών σωµατιδίων σε ενδεχόµενες in vivo εφαρµογές αποτελεί µία 
σηµαντική πρόκληση. Προς αυτή την κατεύθυνση, οι Trongsatitkul και Budhlall [62] 
παρασκεύασαν τροποποιηµένες µε πολυαιθυλενογλυκόλη (PEGylated) µικροπηκτές 
PNiPAm µέσω του συµπολυµερισµού µεθακρυλικού µεθόξυ εστέρα της PEG και σκοπό την 
µελέτη της αντίστασης στην επιφανειακή προσρόφηση BSA. Το εύρος και η τιµή της VPTT 
καθώς και το ποσοστό της προσροφούµενης BSA βρέθηκε ότι εξαρτάται από παράγοντες 
όπως το µοριακό βάρος της PEG και το ποσοστό της τροποποίησης. Τα αποτελέσµατα 
βρίσκονται σε συµφωνία µε τα ευρήµατα των Gan και Lyon για το ίδιο σύστηµα [63]. 
Μικροπηκτές PNiPAM µε λειτουργικά συµµονοµερή VI, APM και N-[3-
(διµεθυλ)αµινοπροπυλ] µεθακρυλαµιδίου έχουν προταθεί για εφαρµογές που µιµούνται την 
ενζυµική δράση και συγκεκριµένα για την αµιδόλυση υποστρωµάτων µονοπεπτιδίων 
ολιγοπεπτιδίων και πρωτεϊνών [64]. H προσρόφηση της λυσοζύµης στην επιφάνεια core/
shell κολλοειδών µε πυρήνα PS και ανιοντικό κέλυφος µικροπηκτής P(NiPAm-co-AAc) 
µελετήθηκε µε θερµιδοµετρία ισόθερµης τιτλοδότησης (isothermal titration calorimetry, 
ITC) [65]. H ιοντική ισχύς βρέθηκε ότι παίζει καθοριστικό ρόλο στο βαθµό της 
προσρόφησης της λυσοζύµης, η οποία επέδειξε αύξηση της ενζυµικής δράσης ~3.5 φορές 
όντας προσροφηµένη (Σχήµα 2.3Α).   

Σχήµα 2.3 Α) Αλληλεπίδραση µεταξύ θετικά φορτισµένων περιοχών της λυσοζύµης (µπλε περιοχές) και 

της αρνητικά φορτισµένης επιφάνειας της µικροπηκτής [65]. Η πρόσδεση συνεπικουρείται από την 

ανάπτυξη υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων. Β) Η µεταβολή του µοριακού βάρους της µικροπηκτής, όπως 

προσδιορίστηκε µε στατική σκέδαση φωτός, χρησιµοποιήθηκε για την ποσοτικοποίηση του 

ενθυλακωµένου κυτοχρώµατος c. O επιτυχής διαχωρισµός µε φυγοκέντριση σε συνθήκες χαµηλής 

ιοντικής ισχύος (20 mM) είναι οφθαλµοφανής [66]. 
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microgels, which have the highest capacity for cyt c of the
microgels studied here. For microgels in the absence of protein,
a decrease in particle rh was measured with increasing ionic
strength (20!100 mM) at neutral pH, as expected for poly-
anionic networks (Figures S3 and S4, Supporting Information).
The stoichiometry of protein binding to microgel is also affected
by ionic strength; as the salt concentration is increased, the
measured Mw of the complex decreases. At the highest ionic
strengths studied (170mM), themicrogelMw approaches a value
that is similar to that measured for microgels in the absence of
protein (Figure 3, green dotted line). The loading of microgels
was also qualitatively observed by mixing 30 mol % microgels
with cyt c and separating the bound and unbound fractions by
centrifugation. Photographs were taken after centrifugation
(Figure 3, inset). At low ionic strength, where charge screening
is limited, cyt c is colocalized with particles in the pellet.

The decrease in protein loading at high ionic strength is likely
caused by two factors, the change in swelling of the microgel
network and charge screening between binding partners. As the
salt concentration is increased, the overall volume of the micro-
gels diminishes (Figures S3 and S4, Supporting Information).
Decreased microgel swelling results in a decrease in the porosity,
limiting the diffusion of cyt c into the polymer network. Mean-
while, the Debye screening length is reduced at high ionic
strength, decreasing the effective strength of Coulombic inter-
actions. For microgels composed of 30 mol % AAc, binding was
not detected above 120 mM ionic strength. A similar trend has
recently been reported for the interaction between polyanionic
macrogels and oppositely charged peptides, where increasing
ionic strength screened the Coulombic interactions between
peptides bound to the gel.33

’CONCLUSIONS

The physicochemical properties of microgels is altered
through binding with various compounds, including polyelec-
trolytes,35,36 polymers,37 surfactants,38 and small molecule com-
pounds.39 Namely, the adsorption or absorption of macromolecules
affects swelling, density, charge and the stability of the polymer.

In this work, we assessed cyt c loading into colloidal microgels by
monitoring the properties of the particles (e.g., molar mass,
radius) directly during encapsulation. Similar to their macroscopic
counterparts,15,16,20 colloidal microgels load oppositely charged
proteins via Coulombic interactions. The increase in particle
Mw in the presence of cyt c was used to quantify the number and
concentration of macromolecules within the particles. Microgels
containing 30 mol % AAc were capable of loading extremely high
concentrations of cyt c (∼17 mM), beyond the solubility limit of
the protein in aqueous media (8 mM, 25 !C). Modulating AAc
content was an effective means to tune binding stoichiometry;
particles with greater AAc content showed the greatest capacity
for loading. Microgels with low charge content (e.g., 10 mol %
AAc) encapsulated a smaller fraction of proteins due to the
decreased swelling and low porosity of those networks.

Our detailed assessment of encapsulation revealed import
design parameters to consider as we pursue microgels and
nanogels as peptide and protein delivery vehicles. For example,
considerable changes in microgel morphology resulted from
loading, where the density of the highly charged spheres
(30 mol % AAc) increased ∼20-fold. Decreased swelling during
loading is likely to influence the modulus or “softness” of the
particles, where previous reports have shown a strong relation-
ship between polyelectrolyte shear modulus and the ionization of
the network.34 The microgel softness is a critical property for the
material in biomedical applications, affecting their behavior in
confined environments.7,8 The investigation also elucidated the
effects of gel network structure onmacromolecule encapsulation.
Using network swelling and ionization as a tunable variable,
future delivery vehicles may be designed with specific encapsula-
tion and release properties for biomedical applications.
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Figure 3. Influence of ionic strength on microgel-cyt c interactions.
Increasing salinity results in a decrease in the measuredMw of 30 mol %
AAc microgels. For reference, the Mw of unloaded microgels is shown
(green dotted line). All measurements were made at neutral pH and at
identical microgel and protein concentrations. Inset: visual observation
of loading via mixing and separating microgels from free protein by
centrifugation. Cyt c (red color) is localized with microgels in the pellet
at low ionic strength (I = 20 mM).

the pH value are important parameters for the amount of bound

protein.30,31 The present carrier system allows us to discern

between these two forces in a systematic fashion by measuring

protein adsorption at different ionic strengths.32 Lysozyme was

selected since it is a robust and well-studied cationic enzyme

which can be used as a model protein.

Isothermal Titration Calorimetry (ITC) has been employed to

assess the thermodynamics of lysozyme adsorption onto the

core–shell microgel. This method has been shown to be a valu-

able technique to quantify the number of adsorbed proteins Nb,

the affinity constant K, as well as the thermodynamics of protein

adsorption on various nanoparticles.16,33–35 A previous study has

demonstrated that ITC can be used to assess the various forces

for protein adsorption in a quantitative manner by considering

the adsorption of proteins at different ionic strengths.32 Here we

extend that concept to microgels, and examine the consequences

of adsorption on enzymatic activity.

This paper is organized as follows: The first part of the paper is

dedicated to temperature and salt dependent ITC experiments. In

this way we seek to clarify the driving forces of protein adsorption

onto oppositely charged microgels. In the second part we analyse

any structural changes of the adsorbed protein, e.g., changes in

the secondary structure and the ionization state of lysozyme. In

addition, the kinetic analysis of the lysozyme activity in the

bound state complements this study and reveals if lysozyme

retains its function when surrounded by the charged network.

2. Materials and methods

Materials

The monomer precursors acrylic acid (AAc), N-(iso-

propylacrylamide) (NiPAm) and styrene, the crosslinker N,N0-

methylenebisacrylamide (BIS), the initiator potassium perox-

odisulfate (KPS), inhibitor–remover (replacement packing, for

removing tert-butyl catechol), sodium azide (NaN3), sodium

dodecyl sulfate (SDS), 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid

(MOPS), the fluorescent compound 4-methylumbelliferone

(MeU) and the fluorescent substrate 4-methylumbelliferyl-b-D-
N,N0,N0 0-triacetylchitotrioside ((GlcNAc)3-MeU) were

purchased from Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Germany). Lyso-

zyme from chicken egg white was obtained from Calbiochem,

Merck (Darmstadt, Germany, cat. no. 4403, lot no. D00077070)

and was used without further purification. 1,4-Piper-

azinediethanesulfonic acid disodium salt (PIPES) was provided

by AppliChem (Darmstadt, Germany). NaOH was purchased

from Roth (Karlsruhe, Germany) and NaCl was obtained from

VWR (Darmstadt, Germany). Styrene was destabilized for

polymerization by flushing over a column filled with inhibitor–

remover. Acrylic acid was distilled under reduced pressure prior

to use. Water for all purposes was purified using reverse osmosis

and was deionized preliminarily (Milli-Q).

Synthesis of core–shell microgels and characterization

The polymerization of the polystyrene (PS) core and the

synthesis of the charged microgel network containing NiPAm,

BIS and acrylic acid were performed by emulsion and seed

polymerization, respectively, along the lines given previously.36

In this study, the BIS content is 5 mol% and the acrylic acid

content is 10 mol% with respect to the amount of NiPAm at the

beginning of the reaction. Before and after the polymerization of

the pNiPAm shell the polymer dispersion was cleaned by serum

replacement with Milli-Q water extensively. Potentiometric

titration experiments were performed to measure the amount of

acrylic acid incorporated on the microgel shell. These measure-

ments show that 92.4% of acrylic acid was polymerized into the

particles. Dynamic light scattering (DLS) was used to measure

the radius of the PS core (62.2 ! 0.7 nm) and the core–shell

microgel (172.1 ! 0.2 nm) at 298 K in 10 mM MOPS buffer pH

7.2 (Malvern Instruments). For the DLS experiments the samples

were diluted to a concentration of 10"2 g l"1 and filtered through

a syringe filter (Supor membrane: 1.2 mm pore width, PALL,

Acrodisc). The DLS measurements were done at a scattering

angle of 173# and the measured intensity time correlation func-

tions were analyzed using the methods of cumulants. The molar

mass of the core–shell microgel,Mgel, was calculated to be 1.18$
109 g mol"1 according to:

Mgel ¼ ðmcore þmshellÞ NA ¼
rcoreð4=3ÞpR3

h;core

wcore

NA (1)

where mcore is the mass of the PS core, mshell is the mass of the

charged shell,NA is the Avogadro constant, rcore is the density of

the PS core of 1.055 $ 10"21 g nm"3 and wcore is the mass fraction

of the PS core. wcore was determined from the mass of NiPAm,

BIS and AAc, which was not polymerized on the PS core during

the shell synthesis and removed by serum replacement.

FT-IR spectroscopy

The secondary structure of free and adsorbed lysozyme was

investigated by FT-IR spectroscopy with a setup developed for

Fig. 1 Top: interaction between a positively charged protein carrying

charged patches and the negatively charged microgel. The dashed line

illustrates the dimensions of the gel network. The protein is protonated

by the electrostatic potential of the polymer network when it approaches

the core–shell particle. The protein binds to the charged network due to

electrostatic and hydrophobic interactions which induce microgel desw-

elling. Bottom left: chemical structure of the cross-linked p(NiPAm-co-

AAc) shell. Bottom right: structure of lysozyme (chicken egg white, PDB:

193L). The amino acids are colored as follows: positive (blue), negative

(red), polar (yellow), and hydrophobic (grey).
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  Oι Dubey et al. [67] ακινητοποίησαν το ακέτυλο συνένζυµο Α συνθάση (Αcs) στην 
επιφάνεια άµινο τροποποιηµένων µικροπηκτών PNiPAm µέσω υδατικής χηµείας 
καρβοδιιµιδίων. To ακινητοποιηµένο Acs επέδειξε βελτιωµένη δραστικότητα σε σχέση µε το 
ελεύθερο συνένζύµο σε ένα µεγάλο εύρος θερµοκρασίας και pH, ενώ το υλικό επέδειξε 
θερµική σταθερότητα και δυνατότητα επαναχρησιµοποίησης τουλάχιστον για τέσσερεις 
κύκλους. Η ενθυλάκωση της πρωτεΐνης κυτόχρωµα c στο εσωτερικό µικροπηκτών 
P(NiPAm-co-AAc) πραγµατοποιήθηκε από τους Smith και Lyon [66]. To ποσοστό της 
ενθυλάκωσης βρέθηκε ότι εξαρτάται από παράγοντες όπως το pH, η ιοντική ισχύς και η 
πυκνότητα φορτίου των µικροπηκτών (Σχήµα 2.3Β). 

2.3 Νανοϋβριδικά Υλικά και Εφαρµογές 

  Νέες προκλήσεις σε διάφορα πεδία όπως η βιοϊατρική, η περιβαλλοντική επιστήµη, 
η κατάλυση και η τεχνολογία υλικών έχουν ωθήσει την ανάπτυξη πολυλειτουργικών 
υβριδικών υλικών στις νανοδιαστάσεις [68]. Η στρατηγική της σύνθεσης “all-in-one” 
νανοσυστηµάτων [69], όπου συνδυάζεται η δράση των επιµέρους διακριτών συστατικών και 
επιτυγχάνεται απόκριση σε πολλαπλά ερεθίσµατα, έχει αποβεί εξαιρετικά ελκυστική σε 
πλειάδα εφαρµογών. Τέτοιου είδους συστήµατα έχουν ενσωµατωθεί επιτυχώς σε εφαµογές 
µεταφοράς και ελεγχόµενης αποδέσµευσης φαρµάκου [70], βιοδιαχωρισµών [71], 
βιοαπεικόνισης [72], βιοανίχνευσης [73] και βιοκατάλυσης [74]. Τα υλικά συστήµατα που 
αποτελούνται από δυο διαφορετικές φάσεις, µε τουλάχιστον µία εκ των οποίων στην 
νανοκλίµακα και εξυπηρετούν συνδυαστικά µε βάση τα χαρακτηριστικά της κάθε φάσης, 
καλούνται νανοσύνθετα ή καταλληλότερα για την περίπτωση των αιωρηµάτων/διασπορών 
νανοϋβριδικά. Από την πληθώρα των διαθέσιµων νανοϋβριδικών δοµών (µικύλια µε 
ανόργανο πυρήνα ή αντιστρόφως µε πολυµερικό πυρήνα και ανόργανη νανοφάση στην 
περιφέρεια, νανοσωµατίδια (ΝΣ) επικαλυµµένα µε πολυµερή µε µεθόδους πολυµερισµού 
από/προς (grafting-to/from) ή φυσική προσρόφηση στην επιφάνεια κ.α.), στην παρούσα 
βιβλιογραφική ανασκόπηση το ενδιαφέρον επικεντρώθηκε αποκλειστικά σε δοµές όπου το 
ικρίωµα αποτελείτο από µικροπηκτές µε βάση το PNiPAm, καθώς το αντικείµενο 
µικροπηκτών από άλλα πολυµερή είναι υπερβολικά εκτενές. Καλύφθηκαν κυρίως 
περιπτώσεις όπου η ανόργανη φάση υπήρξε µεταλλική (Au, Ag) ή κεραµική, µε ιδιαίτερη 
έµφαση στα µαγνητικά οξείδια του σιδήρου (Fe3O4, γ-Fe2O3), ενώ όσον αφορά την 
αρχιτεκτονική, η διάκριση έγινε σύµφωνα µε τον Karg [75] σε µικροπηκτές i) τύπου core/
shell µε πυρήνα ανόργανων ΝΣ ii) µε ανόργανα ΝΣ διάσπαρτα στο εσωτερικό του δικτύου 
και iii) επιφανειακά επικαλυµµένες µε ανόργανα ΝΣ. 
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2.3.1 Nανοϋβριδικά Συστήµατα Μικροπηκτών PNiPAm µε Νανοσωµατίδια Ευγενών 
Μετάλλων  

  Τα νανοσωµατίδια ευγενών µετάλλων (Au, Ag, Pt) έχουν συγκροτήσει µία 
δηµοφιλή κλάση ανόργανων υλικών που οφείλεται στην εξαιρετική προοπτική 
χρησιµοποίησης που εµφανίζουν σε πεδία όπως η κατάλυση, η φωτονική, η ηλεκτρονική, η 
οπτική και η βιοϊατρική [76]. Η ενσωµάτωση της ανόργανης νανοφάσης µέσα σε “έξυπνες” 
πολυµερικές δοµές, εν προκειµένω σε µικροπηκτές, προσδίδει ενεργά χαρακτηριστικά για 
εφαρµογές όπως η ελεγχόµενη από την θερµοκρασία κατάλυση, οι αισθητήρες και η 
µεταφορά φαρµάκων. Οι Suzuki και Kawaguchi σε µία σειρά από πρωτοποριακές εργασίες 
εισήγαγαν ΝΣ Au σε λειτουργικές µικροπηκτές PNiPAm [77-79]. Κοινός τόπος υπήρξε ο 
έλεγχος της χωρικής κατανοµής των εποξειδικών οµάδων του συµµονοµερούς γλυκιδυλο-
µεθακρυλικού εστέρα και η µετατροπή τους σε αµινοµάδες και οµάδες θειόλης έπειτα από 
την αντίδραση µε 2-αµινοαιθανοθειόλη (2-AEΤ) και διθειοθρεϊτόλη (DTT) αντίστοιχα. Η 
σύµπλεξη ιόντων Αu (προερχόµενων από πρόδροµα αλάτα ΗClAu) στις λειτουργικές θέσεις 
των µικροπηκτών που έδρασαν ως νάνο-ικριώµατα και η επακόλουθη αναγωγή µε 
βοροϋδρίδιο του νατρίου απέφερε την ελεγχόµενη in situ εναπόθεση των µεταλλικών ΝΣ. Τα 
υλικά εµφάνισαν αξιοσηµείωτες αλλαγές στο χρώµα για Τ > VPTT που οφείλονταν στην 
σύξευξη του πλασµονικού πεδίου, όταν γειτονικά νανοσωµατίδια Au πλησιάζουν µεταξύ 
τους. Οι Contreras-Cáceres et al. [80] παρασκεύασαν core/shell νανοϋβριδικές µικροπηκτές 
PNiPAm µέσω του ετεροφασικού πολυµερισµού κατακρήµνισης (seeded precipitation 
polymerization), παρουσία ΝΣ Au, τα οποία ήταν επιφανειακά τροποποιηµένα µε PS. H 
µετάπτωση φάσης του κελύφους βρέθηκε ότι επηρεάζει την συνθήκη συντονισµού των 
επιφανειακών πλασµονίων σαν απόρροια των τοπικών µεταβολών του δείκτη διάθλασης. 
Aντίστροφη πορεία ακολουθήθηκε από τον Karg και τους συνεργάτες του [81], όπου 
προσυντεθειµένες νανοράβδοι χρυσού, επικαλυµένες µε διαδοχικά στρώµατα 
πολυηλεκτρολυτών πολυ(σουλφονικού νατρίου στυρενίου)/υδροχλωρικής πολυαλλυλαµίνης 
(PSS/PAH) εναποτέθηκαν µέσω ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων στην επιφάνεια 
µικροπηκτών P(NiPAm-co-αλλυλακετικού οξέος). Σε συµφωνία µε τα ευρήµατα των 
Suzuki-Kawaguchi, oι οπτικές ιδιότητες διαµορµορφώνονταν ανάλογα µε την θερµοκρασία 
λόγω της µεταβαλλόµενης εγγύτητας των νανοράβδων. Εκµεταλευόµενοι την συνεργιστική 
δράση νανοράβδων Au και λειτουργικών µονοµερικών στοιχείων φαινυλβορονικού οξέος, οι 
Zhang et al. [82] ανέπτυξαν οπτικούς αισθητήρες γλυκόζης βασισµένους σε νανοϋβριδικές 
µικροπηκτές P(NiPAm-co-APBA). Οι Shi et al. [83, 84] αφού σύζευξαν τις καρβοξυλικές 
θέσεις µικροπηκτών P(NiPAM-co-AAc) µε 2-AEΤ, εναπόθεσαν in situ µε οµοιογενή τρόπο 
ΝΣ Au. Τα υλικά µελετήθηκαν ως προς την καταλυτική αναγωγή της νιτροφαινόλης προς 
αµινοφαινόλη παρουσία NaBH4. 
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  Με παρεµφερείς συνθετικές στρατηγικές έχει επίσης επιτευχθεί η παρασκευή 
νανοϋβριδικών υλικών από την ενσωµάτωση ΝΣ Αg σε µικροπηκτές PNiPAm και τα υλικά 
έχουν µελετηθεί ως προς την ενίσχυση του σήµατος φθορισµού από µεταλλική επιφάνεια 
[85]. Πρόκειται για εξαίρεση του κανόνα, καθώς τα βαρέα µέταλλα και τα ιόντα τους 
αποσβένουν το σήµα του φθορισµού, όπως θα εκτεθεί σε επόµενες Παραγράφους. 
Εντούτοις, η ακριβής ρύθµιση της απόστασης µεταξύ της χρωµοφόρας και της επιφάνειας 
των ΝΣ, όπως καθίσταται εφικτή από την θερµοαποκρισιµότητα του PNiPAm, επιφέρει την 
ενίσχυση του σήµατος φθορισµού. Ενδεικτικά, στο πεδίο της κατάλυσης µικροπηκτές 
PNiPAm@Αg έχουν χρησιµοποιηθεί  για την καταλυτική αναγωγή του µπλε του µεθυλενίου 
[86]. 

2.3.2 Nανοϋβριδικές Μικροπηκτές PNiPAm µε Μη-Μεταλλικές Νανοφάσεις 

  H ευελιξία των νανοϋβριδικών υλικών έχει οδηγήσει στην αξιοποίηση τους ως 
αδρανή ενδιάµεσα για την σύνθεση µικροπηκτών PNiPAm µε εξεζητηµένη µορφολογία. 
Ακολουθώντας πορεία ετεροφασικού πολυµερισµού κατακρήµνισης, οι Zha et al. [87] 
τροποποίησαν νανοσωµατίδια σίλικας µε µεθακρυλικό 3-(τριµεθοξυσιλυλ) προπυλεστέρα 
(MPS) για τον εµπλουτισµό της επιφάνειας µε διπλούς δεσµούς και στην συνέχεια τα 
χρησιµοποίησαν ως πυρήνες για τον σχηµατισµό κελύφους από µικροπηκτή PNiPAm. Η 
νανοϋβριδική δοµή υπήρξε το ενδιάµεσο υλικό πριν την χηµική προσβολή του πυρήνα µε 
υδροφθόριο για την παρασκευή κοίλων µικροπηκτών PNiPAm. Τα ίδια νανοϋλικά έχουν 
επίσης παραχθεί µε παρόµοια µεθοδολογία, έπειτα από τον ετερογενή πολυµερισµό 
παρουσία πυρήνων “σκληρών” κολλοειδών πολυστυρενίου, οι οποίοι αποδοµήθηκαν µέσω 
διάλυσης µε τετραϋδροφουράνιο [88].  
  Η οµάδα του Zafeiropoulos [89] παρασκεύασε θερµοαποκρίσιµες φθορίζουσες 
µικροπηκτές µέσω της οµοιοπολικής πρόσδεσης νανο-κρυστάλλων CdTe (κβαντικές τελείες) 
στην επιφάνεια µικροπηκτών PNiPAm. Η ένταση του φθορισµού επέδειξε on/off 
συµπεριφορά, ελεγχόµενη από την θερµοκρασία µετάπτωσης στην υδρόφοβη κατάσταση. 
Όσον αφορά τις νανοδοµές άνθρακα, είναι αξιοσηµείωτη η απουσία δηµοσιεύσεων σχετικά 
µε κολλοειδή του τύπου PNiPAm@CNTs, ενώ πολύ πρόσφατα γραφένιο [90], 
νανοδιαµάντια [91] και κβαντικές τελείες άνθρακα [92] έχουν ενσωµατωθεί σε µικροπηκτές 
µε βάση το PNiPAm. 

2.3.3 Nανοϋβριδικές Μικροπηκτές PNiPAm µε Μαγνητική Νανοφάση 

  Οι κολλοειδείς διασπορές µαγνητικών νανοσωµατιδίων, τα επονοµαζόµενα 
“µαγνητικά ρευστά”, συντέθηκαν για πρώτη φορά την δεκαετία του 1960 [93]. Έκτοτε ένας 
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πολύ µεγάλος αριθµός εργασιών έχει αφιερωθεί στην ανάπτυξη νανοϋβριδικών υλικών στα 
οποία είτε η φάση των µαγνητικών ΝΣ αποκτά βελτιωµένα χαρακτηριστικά (αυξηµένη 
κολλοειδή σταθερότητα, χηµική λειτουργικότητα), είτε αντιστρόφως οι ιδιότητες της 
“µαλακής” φάση εµπλουτίζονται µε µαγνητική λειτουργικότητα. Σε κάθε περίπτωση 
υφίσταται µία αµφίδροµη σχέση µεταξύ των δύο φάσεων, µε συνέπεια την ανάπτυξη υλικών 
µε νέες και βελτιωµένες ιδιότητες. Οι νανοφάσεις των οξειδίων του σιδήρου γ-Fe2O3 
(µαγγεµίτης) και Fe3O4 (µαγνητίτης) έχουν συγκεντρώσει τεράστιο ενδιαφέρον, µεταξύ των 
διαθέσιµων µαγνητικών ΝΣ, γεγονός που οφείλεται στο χαµηλό κόστος παρασκευής, στην 
ευκολία σύνθεσης µε διαφορετικές µεθόδους, στην δυνατότητα επιφανειακής τροποποίησης 
και στην βιοσυµβατότητα [94]. Σε αντίθεση µε την οµολογούµενη αναντιστοιχία µεταξύ της 
πλούσιας ερευνητικής δραστηριότητας και της σπανής πραγµατικών εφαρµογών της 
νανοϊατρικής [95], ο αριθµός των εγκεκριµένων και εµπορικά διαθέσιµων νανοϋλικών για 
βιοϊατρικές εφαρµογές όπου βασικό συστατικό αποτελούν τα ΝΣ οξειδίου του σιδήρου είναι 
αρκετά σηµαντικός [96].  
  Oι νανοκρύσταλλοι του µαγγεµίτη και του µαγνητίτη υιοθετούν την δοµή του 
σπινελίου (Σχήµα 2.4). Ενώ στο κρυσταλλικό πλέγµα του µαγνητίτη συνυπάρχουν δισθενή 
και τρισθενή ιόντα σιδήρου, στον µαγγεµίτη όλα τα ιόντα είναι τρισθενή και η ηλεκτρική 
ουδετερότητα εξασφαλίζεται από κενά στις οκταεδρικές θέσεις του πλέγµατος [97]. Ο 
µαγνητίτης είναι µετασταθής δοµή και πολλές φορές οξειδώνεται επί τούτου σε µαγγεµίτη. 
Η ελαφρώς χαµηλότερη µαγνήτιση κόρου, Ms, του µαγγεµίτη σε σχέση µε τον µαγνητίτη 
αντισταθµίζεται από την υπέρτερη χηµική σταθερότητα [98]. 

Σχήµα 2.4 Kρυσταλλική δοµή του οξείδιου του σιδήρου µαγνητίτη (Fe3O4). Mε πράσινο 
χρώµα: Fe3+, κόκκινο χρώµα: Ο2+, µαύρο: Fe2+ [99]. 

  Η µέθοδοι σύνθεσης µαγνητικών ΝΣ οξειδίου του σιδήρου (ΝΣΟΣ) έχουν 
καλυφθεί σε εκτενή άρθα ανασκόπησης [100]. Μεταξύ αυτών, η µέθοδος συγκαταβύθισης 
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1.1. Iron oxides

Eight iron oxides are known [9], among these iron oxides,
hematite (α-Fe2O3), magnetite (Fe3O4) and maghemite (γ-
Fe2O3) are very promising and popular candidates due to their
polymorphism involving temperature-induced phase transi-
tion. Each of these three iron oxides has unique biochemical,
magnetic, catalytic, and other properties which provide suit-
ability for specific technical and biomedical applications.

1.1.1. Hematite (α-Fe2O3). As the most stable iron oxide and
n-type semiconductor under ambient conditions, hematite (α-
Fe2O3) is widely used in catalysts, pigments and gas sensors
due to its low cost and high resistance to corrosion. It can also
be used as a starting material for the synthesis of magnetite
(Fe3O4) and maghemite (γ-Fe2O3), which have been
intensively pursued for both fundamental scientific interests
and technological applications in the last few decades [10].
Hematite is an n-type semiconductor with a band gap of
2.3 eV, where the conduction band (CB) is composed of
empty d-orbitals of Fe3+ and the valence band (VB) consists
of occupied 3d crystal field orbitals of Fe3+ with some
admixture from the O 2p non-bonding orbitals [11]. As
shown in figure 1(a), Fe3+ ions occupy two-thirds of the
octahedral sites that are confined by the nearly ideal
hexagonal close-packed O lattice.

1.1.2. Magnetite (Fe3O4). As shown in figure 1(b), Fe3O4

has the face centered cubic spinel structure, based on 32 O2−

ions and close-packed along the [111] direction. Fe3O4 differs
from most other iron oxides in that it contains both divalent
and trivalent iron. Fe3O4 has a cubic inverse spinel structure
that consists of a cubic close packed array of oxide ions,
where all of the Fe2+ ions occupy half of the octahedral sites
and the Fe3+ are split evenly across the remaining octahedral
sites and the tetrahedral sites. In stoichiometric magnetite
FeII/FeIII = 1/2, and the divalent irons may be partly or fully
replaced by other divalent ions (Co, Mn, Zn, etc). Thus,
Fe3O4 can be both an n- and p-type semiconductor. However,

Fe3O4 has the lowest resistivity among iron oxides due to its
small bandgap (0.1 eV) [12].

1.1.3. Maghemite (γ-Fe2O3). As shown in figure 1(c), the
structure of γ-Fe2O3 is cubic; each unit of maghemite contains
32 O2− ions, 21⅓ Fe3+ ions and 2⅓ vacancies. Oxygen anions
give rise to a cubic close-packed array while ferric ions are
distributed over tetrahedral sites (eight Fe ions per unit cell)
and octahedral sites (the remaining Fe ions and vacancies).
Therefore, the maghemite can be considered as fully oxidized
magnetite, and it is an n-type semiconductor with a bandgap
of 2.0 eV.

Figure 2 shows the x-ray diffraction (XRD) peak lines
from the standard powder diffraction files of α-Fe2O3

(33–0664), Fe3O4 (19–0629) and γ-Fe2O3 (39–1346), and it
can be found that γ-Fe2O3 has a crystal structure similar to
that of Fe3O4. The diffractogram of the cubic form of γ-Fe2O3

is identical to that of Fe3O4 with some line shift towards
higher angles. It is noteworthy that the annealing treatment is

Figure 1. Crystal structure and crystallographic data of the hematite, magnetite and maghemite (the black ball is Fe2+, the green ball is Fe3+

and the red ball is O2−).

Figure 2. The XRD peak lines from standard powder diffraction files
of α-Fe2O3 (33–0664), Fe3O4 (19–0629) and γ-Fe2O3 (39–1346).
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αλάτων αποτελεί µία ευέλικτη και “πράσινη” επιλογή, καθώς πραγµατοποιείται σε υδατικά 
περιβάλλοντα, ενώ το µέγεθος και η πολυδιασπορά των ΝΣΟΣ µπορούν να ελεγχθούν από 
παραµέτρους όπως η θερµοκρασία, η συγκέντρωση των πρόδροµων αλάτων και το είδος της 
βάσης του διαλύµατος καταβύθισης (ΝaOH, NH4OH, υδροξείδιο του τετραµεθυλαµµωνίου). 
Η αντίδραση σύνθεσης του µαγνητίτη εκφράζεται πολύ απλά ως: 

Fe2+ + 2Fe3+ + 8OH- → Fe3O4 + 4H2O(1) 

Η αντίδραση είναι ποσοτική στο εύρος pH = 8 - 14, ενώ απαιτείται αυστηρή τήρηση της 
στοιχειοµετρικής αναλογίας και επιβολή αδρανών συνθηκών. Tα µαγνητικά ΝΣΟΣ έχουν 
συνδυαστεί µε διάφορους τρόπους για την παρασκευή νανοϋβριδικών µε βάση τις 
µικροπηκτές PNiPAm. Η οµάδα του Zafeiropoulos [101] αξιοποίησε την απλή συνθετική 
πορεία της συγκαταβύθισης αλάτων του σιδήρου για την παρασκευή διπλά θέρµο- και 
µαγνητικά αποκρίσιµων υβριδικών µικροπηκτών PNiPAm@ΝΣΟΣ. H µέθοδος απέδωσε 
νανοϋβριδικά µε θερµοαποκρίσιµο πυρήνα και µαγνητικό κέλυφος. Το ποσοστό της 
ανόργανης νανοφάσης βρέθηκε ότι ρυθµίζεται εύκολα από τις συνθετικές παραµέτρους, ενώ 
η θερµοκρασία της µετάπτωσης βρέθηκε ότι εµφανίζει εξάρτηση από το ανόργανο 
περιεχόµενο. Εναλλακτικά, µε στόχο την παρασκευή νανοϋβριδικών µε µαγνητικό πυρήνα 
και θερµοαποκρίσιµο κέλυφος, πλειάδες (clusters) από προσχηµατισµένα ΝΣΟΣ υαλώθηκαν 
επιφανειακά µε µία παραλλαγή της µεθόδου Stöber και τροποποιήθηκαν µε MPS [102]. Η 
µικροπηκτή αναπτύχθηκε σε δεύτερο στάδιο, µέσω του ετεροφασικού πολυµερισµού 
κατακρήµνισης στην επιφάνεια των µαγνητικών πλειάδων. Η επιφανειακή υάλωση είναι 
απαραίτητη καθώς η έναρξη του ριζικού πολυµερισµού από την επιφάνεια των ΝΣΟΣ 
αναστέλλεται εξαιτίας της µεταφοράς ηλεκτρονίων στην διαδιδόµενη ρίζα. Σε 
µεταγενέστερη εργασία, οι Rubio-Retama et al. [103] κατάφεραν να εξαλείψουν την ανάγκη 
επιφανειακής υάλωσης των ΝΣ οξειδίου και να επιτύχουν την έναρξη του πολυµερισµού 
κατακρήµνισης από την επιφάνεια πλειάδων ΝΣΟΣ επικαλυµένων µε 3-βουτενοϊκό οξύ. 
Θερµοαποκρίσιµες µαγνητικές µικροπηκτές έχουν επίσης παραχθεί µε απλούστερες 
συνθετικές πορείες, όπως για παράδειγµα στην εργασία του Khan [104] όπου ο 
πολυµερισµός κατακρήµνισης του ΝiPAm και του AAc πραγµατοποιήθηκε παρουσία ΝΣΟΣ 
επικαλυµένων µε ολεϊκό οξύ, µε τίµηµα τον έλεγχο του µεγέθους και της πολυδιασποράς 
των τελικών νανοϋβριδικών. Παρεµφερή πειραµατικά πρωτόκολα, στα οποία η φάση των 
ΝΣΟΣ βρισκόταν οµοιογενώς διάσπαρτη στην φάση των µικροπηκτών PNiPAm οδήγησαν 
σε υλικά µε υψηλή πολυδιασπορά [105] ή σε απώλεια της θερµοαποκρισιµότητας [106]. 
Πολύ πρόσφατα, τα υλικά αυτού του τύπου προτάθηκαν ως λιπαντικά µέσα σε βιοµιµιτικές 
τριβολογικές εφαρµογές και συγκεκριµένα ως υποκατάστατα του αρθρικού υγρού [107]. 
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2.4 Φθορεσίνη: Φωτοφυσικές Ιδιότητες, Παράγωγα Μόρια και Εφαρµογές 

  Η φθορεσίνη (fluorescein, FL) ανήκει στην κατηγορία των χρωστικών του 
τριφαινυλοµεθυλίου [108]. Μαζί µε την φαινολφθαλεΐνη, το γνωστότερο ίσως µόριο της 
κατηγορίας εξαιτίας της διαδεδοµένης χρήσης του ως δείκτη του pH, ανακαλύφθηκαν από 
τον Αdolf von Bayern περί το 1871 [109]. Η µοναδική διαφορά στην χηµική δοµή των 
µορίων της φαινολφθαλεΐνης και της FL αποτελεί η γεφύρωση των φαινολικών δακτυλίων 
µε ένα άτοµο οξυγόνου προς σχηµατισµό της οµάδας του ξανθενίου. Ως αποτέλεσµα, η 
φαινολφθαλεΐνη εµφανίζεται απλώς έγχρωµη σε αλκαλικά διαλύµατα, ενώ στις ίδιες 
συνθήκες η φθορεσίνη εµφανίζει ισχυρό φθορισµό. Το “κλείδωµα” στην επίπεδη και 
άκαµπτη δοµή του ξανθενίου µειώνει την απώλεια ενέργειας µέσα στο µόριο (εσωτερική 
µετατροπή), µε απόρροια την απόδοση της ενέργειας µε φθορίζουσα εκποµπή. 
  Δοµικά, το µόριο της FL απαρτίζεται από δύο χαρακτηριστικές οµάδες: την 
ξανθενική και την φθαλική ή αλλιώς οµάδα του βενζοϊκού οξέος (Σχήµα 2.5). Οι Μartin και 
Linqvist το 1975 µελέτησαν τον φθορισµού της FL σε υδατικά διαλύµατα και βρήκαν ότι το 
µόριο µεταπίπτει σε διάφορες πρωτολυτικές µορφές σαν συνάρτηση του pH [110]. Η 
λακτοειδής µορφή υιοθετείται σε όξινες συνθήκες (2.2 < pH < 4.4), ενώ στην περιοχή 4.4 < 
pH < 6.7 υφίσταται ως µονοανιόν στην κινοειδή µορφή και ως διανιόν για pH > 6.7 (Σχήµα 
2.5). Στην ίδια εργασία, αντιπαραβλήθηκε η φωτοφυσική συµπεριφορά της FL µε αυτή της 
6-υδροξυ-9-φαινυλ-3H-ξανθεν-3-όνης (HPF), ενός πανοµοιότυπου µορίου στο οποίο η 
βενζοϊκή καρβοξυλοµάδα έχει αντικατασταθεί από ένα πρωτόνιο. Η κβαντική απόδοση , Φ, 1

Σχήµα 2.5 Στερεοχηµικός τύπος της λακτοειδούς (αριστερά) και κινοειδούς (δεξιά) δοµής συντονισµού 

στην ουδέτερη κατάσταση της φθορεσίνης. Οι δοµές σχεδιαστηκαν στο λογισµικό Molview [111] 

εφαρµόζοντας τον αλγόριθµο ενεργειακής ελαχιστοποίησης. Και στις δύο περιπτώσεις είναι εµφανής ο 

κάθετος προσανατολισµός του φθαλικού δακτυλίου σε σχέση µε την ξανθενική οµάδα. 

 Η έννοια της κβαντικής απόδοσης αποσαφηνίζεται και αναλύεται στα Κεφάλαια 3 και 5. Πρακτικά αποτελεί 1

ένα µέτρο για τον ποσοτικό προσδιορισµό της µετατροπής της απορροφόµενης ενέργειας σε ακτινοβολία 
φθορισµού.
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της HPF σε αλκαλικό pH βρέθηκε 4.4 φορές µικρότερη σε σχέση µε την FL, ενώ σε όξινο 
pH τα δύο µόρια χαρακτηρίζονται από την ίδια χαµηλή Φ. Σύµφωνα µε τους συγγραφείς, 
αφού η λακτοειδής πρωτολυτική µορφή δεν υφίσταται στην HPF, η ελάττωση του 
φθορισµού οφείλεται σε διεργασίες εσωτερικής µετατροπής. Έπειτα από τρεις δεκαετίες, η 
οµάδα του Nagano [112] απέδειξε ότι το βενζοϊκό καρβοξύλιο δεν επιτελεί κανέναν άλλο 
ρόλο πέραν από την διασφάλιση της καθετότητας του δακτυλίου µε την ξανθενική οµάδα 
και ως εκ τούτου είναι ανταλλάξιµο µε άλλον υποκαταστάτη. Αυτή η προσέγγιση αφενός 
ερµηνεύει την χαµηλή Φ της HPF και αφετέρου οδήγησε στην σύνθεση µίας νέας 
κατηγορίας χρωστικών, των TokyoGreens, όπου ο δακτύλιος είναι υποκατεστηµένος στις 
meta ή/και para θέσεις µε µεθυλικές ή/και µεθόξυ οµάδες.  
  Η FL χρησιµοποιείται ευρύτατα εξαιτίας της εύκολης και οικονοµικά συµφέρουσας 
διαδικασίας παρασκευής, καθώς επίσης και για την πολύ µεγάλη επιδεκτικότητα του µορίου 
σε αντιδράσεις τροποποίησης [113]. Πρόκειται για ουσία εγκεκριµένη από τον FDA εδώ και 
40 χρόνια [114], µε προεξέχουσα βιοϊατρική εφαρµογή την αγγειογραφία φθορίσµού [115]. 
Με βάση τα παραπάνω και µε δεδοµένη την ανάγκη ενσωµάτωσης χρωµοφόρων σε ένα 
εξαιρετικά ποικιλόµορφο σύνολο εφαρµογών, η σύνθεση παραγώγων µορίων της FL έχει 
αποτελέσει αντικείµενο εντατικής ερευνητικής δραστηριότητας. Η οµάδα του Bradley [116] 
χρησιµοποίησε στυρενικά παράγωγα (4-βινυλοφαινυλβορονικό οξύ και 4-βινυλοβενζυλο-
χλωρίδιο) για την σύνθεση επιδεκτικών σε πολυµερισµό (πολυµερίσιµων) παραγώγων της 
αµινοφθορεσίνης και της FL. Τα πολυµερίσιµα παράγωγα χρησιµοποιήθηκαν για την 
φθορίζουσα επισήµανση κολλοειδών PS παρασκευασθέντων µέσω µίας απλής διαδικασίας 
πολυµερισµού γαλακτώµατος απουσία σταθεροποιητή. Tο παράγωγο της αµινοφθορεσίνης 
επέδειξε ισχυρότερο φθορισµό σε σχέση µε τα παράγωγα της FL, υπογραµµίζοντας την 
εξάρτηση της Φ από χηµικές µεταβολές στην ξανθενική οµάδα. Οι Adamczyk et al. [117], 
συνέθεσαν -COOH λειτουργικά παράγωγα τροποποιώντας την FL στην 3-φαινολική θέση, 
χρησιµοποιώντας αλκύλια διαφορετικού µήκους ως συνδέτες. Οι Wrzesrien και Graham 
[118] πραγµατεύτηκαν το πρόβληµα της ενίσχυσης του σήµατος SERS (Surface Enhanced 
Raman Scattering) για την ανίχνευση βιοµορίων. Xρησιµοποιώντας έναν τριδραστικό 
συνδέτη (linker) ο οποίος συµπεριλάµβανε την FL ως δοµικό λίθο, δραστική 
καρβοξυλοµάδα προστατευµένη µε tert-βουτοξυκαρβόνυλο (Βοc) οµάδα, για την πρόσδεση 
σε ΝΗ2-τροποποιηµένο DNA και δισουλφιδική οµάδά για την συναρµογή στην επιφάνεια 
µεταλλικών ΝΣ, κατάφεραν να αξιοποιήσουν την οπτική ενεργότητα της FL στο ορατό για 
την ανίχνευση συγκεκριµένων αλληλουχιών βάσεων µε SERS. Η 5(6)-καρβόξυ FL και η 
5(6)-καρβόξυ ροδαµίνη έχουν χρησιµοποιηθεί για την επισήµανση των ακραίων αµινοµάδων 
σε συνθετικά πολυπεπτίδια [119]. Ο σχηµατισµός ζεύγους µεταφορά ενέργειας χωρίς 
εκποµπή ακτινοβολίας (fluorescence non-radiative energy transfer, FRET) µεταξύ των 
µορίων επέτρεψε την µελέτη αντίδρασεων της τρανσπεπτιδάσης Staphylococcus aureus 
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SrtA. Λιπόφιλα παράγωγα της FL συνετέθησαν από τους Brown et al. [120] µέσω της 
εστεροποίησης του βενζοϊκού καρβοξυλίου µε παράγωγο της χοληστερόλης. Η ανασύσταση 
του φθορίζοντος παραγώγου στον πυρήνα των λιποπρωτεΐνων χαµηλής πυκνότητας (LDL) 
αποτέλεσε χρήσιµο εργαλείο για την µελέτη του µεταβολισµού της χοληστερόλης. Στο πεδίο 
της πεπτιδικής σύνθεσης σε στερεά φάση, έχει αποδειχθεί ιδιαίτερα χρήσιµη η προετοιµασία 
φθορίζοντων αµινοξέων ξεκινώντας από την αµινοφθορεσίνη [121]. Μέσω συνθετικής 
πορείας τεσσάρων σταδίων, τα παράγωγα µόρια χαρακτηρίζονται από -COOH 
λειτουργικότητα στο τµήµα της ξανθενικής οµάδα και Fmoc προστατευµένη αµινοµάδα 
στον εστεροποιηµένο βενζοϊκό δακτύλιο. Στο ίδιο πλαίσιο, φθορίζοντα αµινοξέα µε Boc 
προστατευµένη αµινοµάδα συντέθηκαν µε βάση την FL [122]. Οι ΝΗΒοc/COOH 
λειτουργικότητες φέρονται σε συνδέτη ο οποίος βρίσκεται οµοιoπολικά ενωµένος µε 
αιθερικό δεσµό στο ξανθενικό τµήµα. Στο σχήµα 2.6 αποδίδεται ο συντακτικός τύπος 
ορισµένων εκ των λειτουργικών παραγώγων µορίων που αναφέρθηκαν παραπάνω. 

Σχήµα 2.6 Συντακτικοί τύποι λειτουργικών παραγώγων µορίων φθορεσίνης: Α-Β [116], C [117], D 

[118], E [121], F [122]. 
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We report herein a general method for the synthesis of
fluorescent amino acids from commercially available
fluorescein derivatives. These fluorescent compounds
demonstrate excellent chemical- and photostability and
can be used directly in solid phase peptide synthesis.
As a proof of concept, we synthesized a fluorogenic
papain substrate based on one of these fluorophores
using Methyl red as a fluorescence quencher and demon-
strated its application for directly measuring the papain
activity on TentaGel beads.

2. Results and discussion

2.1. Design and synthesis of fluorescein-based amino acids

Because of their commercial availability and low cost,
fluorescein and its derivatives provide an attractive
starting material for the synthesis of fluorescent amino
acids. One obvious way to the modification of fluoresce-
in derivatives is a conjugation of the 2 0 carboxylic group
with a nucleophile. However, such functionalization
chemistry is complicated by tautomeric equilibrium be-
tween a locked non-fluorescent spiro-lactone form and
an open fluorescent quinoid form as well as by ionic

equilibrium of multiple (de)protonated forms of fluores-
cein.17,18,21 This results in a highly heterogeneous chem-
ical composition, which depends on pH and solvent. Of
note, the multiplicity of fluorescein forms having differ-
ent spectral properties17,18,21 also limits its application as
a fluorescent probe.22 Two methods to avoid the tauto-
merization problem described in the literature are a cou-
pling of the 2 0 carboxylic group to secondary amines23,24

and its esterification.14,16 While the formation of 2 0 sec-
ondary amide of N,N,N 0,N 0-tetrasubstituted rhodamines
proceeds with a relatively high yield,24 the reaction is
less efficient with fluorescein and requires an additional
activation step.23 On the other hand, the esterification of
the 2 0 carboxylic group of fluorescein has been reported
to give an excellent yield.16 Consequently, we chose to
use esterification in our synthesis. Furthermore, we
thought it appropriate to start from commercially avail-
able 5 0- and 6 0-aminofluorescein derivatives in the
synthesis of fluorescent amino acids.

As shown in Figure 1, the esterification of aminofluores-
ceins in refluxing acidic ethanol afforded the correspond-
ing esters 3 and 4 with >85% yield. A new carboxylic
moiety was then introduced by alkylation of aminofluo-
rescein ethyl ester with tert-butyl bromoacetate

Figure 1. Synthetic scheme for Fmoc-protected fluorescent amino acids. Reagents: (i) H2SO4, EtOH; (ii) BrCH2COOBut, K2CO3, DMF; (iii) Ac2O,
DIEA, DCM; (iv) Fmoc-b-Ala, DCC, DCM; (v) diglycolic anhydride, DMAP, DIEA, DCM; (vi) NH2(CH2)2NHFmoc, DCC, DCM; (vii) TFA,
DCM.
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presence of piperidine in acetonitrile, 16 was coupled with thioctic
acid in the presence of DIC. Both the N-Boc and tert-butyl groups
were removed from 17 using TFA in DCM (1:1) giving 18. In contrast
to fluorescein, which exists in a non-fluorescent lactoid form at
acidic pH, rhodamines can exist in a fluorescent quinoid form at
neutral and acidic pH. The non-fluorescent lactoid form only exists
at basic pH.13 A large number of rhodamine conjugates are syn-
thesized from 40 or 50 activated rhodamine derivatives (active ester,
acid chloride).1 In the synthesis of this TAMRA linker the succini-
midyl ester of 5-tetramethyl rhodamine (TAMRA SE) was used. This
molecule was coupled with 18 to give the desired TAMRA linker
(19) in 27% overall yield (Scheme 5).

2.4. SERS active nanoparticleelinker conjugates

All of the synthesized linkers were used to functionalize the
following types of nanoparticles: citrate stabilized Au (18, 50 nm),
citrate stabilized Ag (40 nm), EDTA stabilized Ag (40 nm).

The plasmon band of the nanoparticles was red shifted after
addition of the linkers (typically 2e4 nm), which confirmed the
modification of the nanoparticle surface. Covalent attachment of
the linkers to the surface of the nanoparticles was also confirmed
by gel electrophoresis (Fig. 1). The attachment of the amino-
fluorescein linker to the Au nanoparticles caused an increase in the
mobility of the nanoparticles in agarose gel. The opposite was ob-
served for Ag EDTA nanoparticles functionalized with the same
linker. The same was observed for all types of conjugates prepared.
It has been reported34 that only covalent attachment of a molecule
to a nanoparticle surface causes changes in the nanoparticle mo-
bility in agarose gel. This means that the mobility of bare nano-
particles is the same as the mobility of nanoparticles with
oligonucleotides electrostatically attached to their surface, i.e., they
don’t move.

The number of linker molecules attached to each type of
nanoparticles was calculated using the method described by
Demers et al.23 (Table 1). The only exception was the 50 nm Au
nanoparticles functionalized with the 6-aminofluorescein linker.
Dithiothreitol did not displace the linker from the nanoparticle
surface hence the lack of value for this conjugate. The highest
surface coverage was obtained for nanoparticles functionalized
with the TAMRA linker.

Zeta particle size and zeta potential of all linkerenanoparticle
conjugates were measured (Tables 2 and 3). As expected the
hydrodynamic diameter of both types of Au nanoparticles slightly
increased after attachment of a linker. Interestingly the size of
linker modified silver nanoparticles (citrate and EDTA stabilized)
was smaller than the size of the bare silver nanoparticles. This is
likely due to the fact that the electrostatic and steric repulsion
potential of the modified nanoparticles is higher than the one
for bare nanoparticles. Therefore the repulsive force between
linkerenanoparticle conjugates is larger than the same force
between citrate or EDTA capped nanoparticles. Linker function-
alized silver nanoparticles are better separated from each

Fig. 1. Agarose gel (1.5%, 0.5!TBE, 60 min, 120 mV) of all the aminofluorescein con-
jugates: 1d18 nm Au colloid; 2d18 nm Aue6; 3d18 nm Aue6eDNA; 4d50 nm Au
colloid; 5d50 nm Aue6; 6d50 nm Aue6eDNA; 7dAgEDTA colloid; 8dAgEDTAe6;
9dAgEDTAe6eDNA.

Scheme 4. Synthesis of the fluorescein linker (15): (i) HATU, DIPEA, DMF, 60%; (ii) TFA,
DCM, 57%.

Scheme 5. Synthesis of the TAMRA linker (19): (i) 20% piperidine, CH3CN, 92%; (ii)
thioctic acid, DIC, DCM, 85%; (iii) TFA, DCM, 89%; (iv) TAMRA SE, 37%.
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Η εστιασµένη µελέτη της φωτοφυσικής συµπεριφοράς παραγώγων µορίων της FL, χωρίς 
απαραίτητα την πρόσδωση λειτουργικών χαρακτηριστικών, έχει αποτελέσει το θέµα 
αρκετών ερευνητικών εργασιών. Οι Zhao, Shen και Xu [123] εξέτασαν το φάσµα 
απορρόφησης του αιθυλ 2-(6-αιθοξυ-3-οξο-3Η-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκού εστέρα σε 
διαφορετικές τιµές του pH, “κλειδώνοντας” το µόριο της FL στην κινοειδή µορφή. Λόγω της 
µοναδικής πρωτολυτικής µορφής για pH > 2.2, η απορρόφηση επέδειξε ασθενή εξάρτηση 
στο εύρος 4.03 < pH < 9.28. Στην παρεµφερή εργασία των Song et al. [124] συνετέθη µία 
σειρά από αλκυλιωµένα παράγωγα της FL τα οποία µελετήθηκαν µε φασµατοσκοπία 
απορρόφησης και φασµατοσκοπία φθορισµού τόσο σε υδατικά διαλύµατα παρουσία 
ανιοντικών, κατιοντικών και ουδέτερων τασιενεργών όσο και σε οργανικούς διαλύτες µε 
διαφορετική πολικότητα. Βρέθηκε ότι το σχήµα της καµπύλης απορρόφησης, όπως ορίζεται 
από την θέση και την σχετική αναλογία έντασης των κορυφών, παρουσιάζει εξάρτηση από 
την πολικότητα του περιβάλλοντος. Οι Liu et al. [125] συνέθεσαν έναν λειτουργικό 3-O-
άλκυλο αιθέρα της FL. H κβαντική απόδοση σε pH = 8 βρέθηκε ίση µε 0.22, η οποία είναι 
άµεσα συγκρίσιµη µε δηµοσιευµένες τιµές για 3-Ο-αλκυλιωµένα παράγωγα της FL. Οι 
ερευνητές απέδωσαν την διεύρυνση της κορυφής εκποµπής και την ελάττωση της κβαντικής 
απόδοσης σε σχέση µε την FL (0.92) σε µεταβολές της D2h µοριακής συµµετρίας στο 
ξανθενικό τµήµα. 

2.4.1 Πολυµερικά Υλικά και Νανοϋβριδικές Δοµές µε Επισήµανση Παραγώγων 
Φθορεσίνης 

  H στρατηγική της οµοιοπολικής επισήµανσης πρωτεϊνών µε ισοκυανικό εστέρα της 
FL (FTIC) εφαρµόζεται στον κλάδο της βιοχηµείας από την δεκατία του 1960 [126], ενώ 
από το 1975 [127] έχει αναφερθεί η υποκατάσταση βιοπολυµερών υαλουρονικού οξέος µε 
FITC σε χαµηλά ποσοστά της τάξης του 0.1% - 5%. Στο πλαίσιο της παρούσας 
βιβλιογραφικής ανασκόπησης, η πρώτη αναφορά οµοιοπολικής σύζευξης FITC σε γραµµικά 
πολυµερή πολυακρυλαµιδίου εντοπίζεται το 1987 [128] και πραγµατοποιήθηκε έπειτα από 
µερική αναδιάταξη των αµιδικών δεσµών κατά Hoffman προς σχηµατισµό ελεύθερων 
αµινοµάδων. Σηµειώνεται, ότι οι θειοκαρβαµιδικοί δεσµοί [-ΝΗ(C=S)O-] και οι δεσµοί 
θειουρίας [-NH(C=S)NH-] δεν ενδείκνυνται για εφαρµογές όπου απαιτείται υψηλή χηµική 
σταθερότητα [129]. Μολαταύτα, υδρόφιλα πολυµερή πολυαιθυλενογλυκόλης (PEG) έχουν 
τροποποιηθεί µε παράγωγα FITC για την ανίχνευση ανιόντων θείου (S2-) [130]. Ο 
συµπολυµερισµός του Ο-µεθακρυλικού εστέρα της FL (FMA) µε υδρόφιλα και υδρόφοβα 
µονοµερή έχει αναφερθεί σε σχετικά πρόσφατες εργασίες. “Σκληρά” πολυµερικά κολλοειδή 
PS και PMMA επισηµασµένα µε FMA χρησιµοποιήθηκαν για εξωτερική τοπική χορήγηση 
ενεργής φαρµακευτικής ουσίας [131]. Ο FMA έχει χρησιµοποιηθεί επίσης για την 
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παρασκευή νανοϋβριδικών δοµών, καθώς συµπολυµερίστηκε επιτυχώς µε µεθακρυλικό 
εστέρα της PEG (PEGMA) για την επιφανειακή τροποποίηση ανόργανων κβαντικών 
τελειών ZnS/CdSe, ΝΣ µαγγεµίτη και νανοδιάστατων ντοπαρισµένων ηµιαγωγών ZnS/Mn 
[132]. To ίδιο φθορίζον µονοµερές χρησιµοπoιήθηκε κατά την επικάλυψη νανοράβδων Αu 
µε PEGMA [133]. Στο εν λόγω σύστηµα, η κβαντική απόδοση σηµείωσε µείωση στο 9% 
από 96% λόγω της αλληλεπίδρασης των καταλοίπων του FMA µε την επιφάνεια των 
ανόργανων ΝΣ, ενώ αξίζει να σηµειωθεί ότι η απόδοση του φθορισµού παραµένει 
αναλλοίωτη στη φάση του πολυµερούς. Η χρωστική επέτρεψε την παρακολούθηση της 
µετάβασης της νανοϋβριδικής δοµής από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα. Πολύ πρόσφατα 
έχει αναφερθεί η σύνθεση φθορίζοντων πολυµερικών ιοντικών ρευστών, έπειτα από τον 
συµπολυµερισµό του FMA µε ριζικό πολυµερισµό µεταφοράς ατόµων (ATRP) [134]. Το 
πολυµερές χρησιµοποιήθηκε για την φθορίζουσα επικάλυψη πυριτικών και υάλινων 
υποστρωµάτων. Οι Henna Vihola et. al [135] µελέτησαν την αλληλεπίδραση της κυτταρικής 
σειράς µακροφάγων RAW264.7 και της σειράς καρκινικών κυττάρων Caco-2 µε core/shell 
πολυµερικά νανοσωµατίδια, αποτελούµενα από πυρήνα πολυ(στυρενίου-co-O,O΄-
διµεθακρυλικού εστερά της FL) και κέλυφος PNiPAm, PVCL και PEO. Η µελέτη µε 
συνεστιακή µικροσκοπία φθορισµού απέδειξε την εφαρµοσιµότητα του PNiPAm σε 
βιοτεχνολογικές/φαρµακευτικές εφαρµογές και την µικρορύθµιση των αλληλεπιδράσεων 
κυττάρων/πολυµερούς µε έλεγχο του µεγέθους, του επιφανειακού φορτίου, της 
υδροφοβικότητας, των στερικών αλληλεπιδράσεων και της θερµοκρασίας. 

2.4.2 Θερµοαποκρίσιµα Πολυµερικά Συστήµατα µε Βάση το PNiPAm Επισηµασµένα 
µε Φθορίζουσες Χρωµοφόρες.  

  Η µετάπτωση φάσης των θερµοαποκρίσιµων µικροπηκτών έχει µελετηθεί µέσω 
του εγκλεισµού, της προσρόφησης ή της οµοιοπολικής πρόσδεσης χρωµοφόρων στο 
εσωτερικό τους αξιοποιώντας πλείαδα φαινοµένων όπως ο χρόνος ζωής φθορισµού, η 
απόσβεση φθορισµού και η FRET [13]. Οι µη-χρονοεξαρτηµένες τεχνικές χαρακτηρισµού 
και οι τεχνικές που δεν βασίζονται στην πολωσιµότητα είναι περισσότερο εύχρηστες γιατί 
δεν απαιτούν ιδιαίτερα εξειδικευµένη οργανολογία. Στα πλαίσια της παρούσας 
ανασκόπησης, το ενδιαφέρον επικεντρώθηκε, ως επί το πλείστον, σε µελέτες οι οποίες 
συντελέστηκαν µε συµβατική φασµατοσκοπία φθορισµού.  
  Σε µία από τις πρώτες εργασίες στο πεδίο, η οµάδα της F. M.Winnik προσδιόρισε 
µεταξύ άλλων το νεφελώδες σηµείο γραµµικών οµοπολυµερών PNiPAm τα οποία είχαν 
συµπολυµεριστεί σε χαµηλή στοιχειοµετρική αναλογία µε πυρένιο, µέσα από µετρήσεις του 
λόγου έντασης φθορισµού Ι3 : Ι1. Το πυρένιο είναι ο πιο διαδεδοµένος ιχνηθέτης 
πολικότητας, εξαιτίας της χαρακτηριστικής εξάρτησης του λόγου των εντάσεων της 3ης 
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προς την 1η κορυφή στο φάσµα εκποµπής απο µεταβολές της πολικότητας του άµεσου 
περιβάλλοντος: όσο µεγαλύτερο το µέτρο του Ι3 : Ι1, τόσο πιο υδρόφοβο είναι το 
µικροπεριβάλλον της χρωµοφόρας. H πρώτη αναφορά χρησιµοποίησης πυρενίου για την 
εξερεύνηση των λεπτών χαρακτηριστικών της µετάπτωσης φάσης µικροπηκτών PNiPAm 
υφίσταται το 1998 [136]. Στο ίδιο πλαίσιο, ο Khan εκµεταλεύτηκε την θερµοκρασιακή 
µεταβολή του λόγου Ι3 : Ι1 για τον ακριβή προσδιορισµό της VPTT µικροπηκτών P(NiPAm-
co-AAc) µέσω της φυσιορόφησης πυρενίου [137]. Πολύ πρόσφατα, ένα σουλφωνιωµένο 
παράγωγο του πυρενίου, η πυρανίνη, χρησιµοποιήθηκε ως συστατικό κατά τον συµβατικό 
πολυµερισµό κατακρήµνισης του PNiPAm όπου καταδείχθηκε ότι µπορεί να συµβάλλει 
στον έλεγχο του µεγέθους των µικροπηκτών [138].  
  Η µεταβολή µήκους του κύµατος της εκποµπής φθορισµού αποτελεί εξίσου ικανή 
ένδειξη για την παροχή πληροφορίας σχετικά µε αλλαγές στην πολικότητα, όπως 
αναδείχθηκε στην εργασία των Matsumura και Iwai [139], όπου χρησιµοποιήθηκε ένα 
µεθακρυλικό παράγωγο του ιχνηθέτη 3-(2-προπενυλ)-9-(4-N,N-διµεθυλαµινοφαινυλ)-
φαινανθρένιο κατά την παρασκευή µικροπηκτών PΝiPAm. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα 
της φασµατοσκοπίας φθορισµού, παρατηρήθηκε η αντιστρεπτή µετατόπιση της κορυφής 
φθορισµού προς το κυανό όταν το σύστηµα µετέπιπτε στην συρρικνωµένη κατάσταση. 
Περαιτέρω, η µικρή ολίσθηση της κορυφής πριν από την πλήρη µετάβαση συσχετίστηκε µε 
τη βαθµιαία συρρίκνωσης σε Τ < VPTT. Η ίδια οµάδα σε µεταγενέστερη εργασία [140], 
χρησιµοποίησε τον ιχνηθέτη 4-N-(2-ακρυλοϋλοξυαιθυλ)-N-µεθυλαµινο-7-N,N-
διµεθυλαµινοσουλφονυλ- 2,1,3-βενζοξαδιαζόλη και κατάφερε µε παρεµφερή µελέτη της 
µικροπολικότητας να εξερευνήσει την δοµική ετερογένεια µικροπηκτών PNiPAM µε υψηλά 
ποσοστά διασταύρωσης, χρησιµοποιώντας τον  παράγοντα σχηµατισµού σταυροδεσµών 
MBA. 
  To λειτουργικό παράγωγο της FL, 2-(6-((2-βρωµο-2-µεθυλ προπανοϋλ)οξυ)-3-
όξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκό οξύ, έχει συντεθεί από την αλκυλίωση της FL µε τον κοινό 
εκκινητή ΑΤRP 2-βρωµοϊσοβουτυρικό βρωµίδιο (BIBB). O φθορίζων εκκινητής έχει 
χρησιµοποιηθεί µε τα ανάλογα καταλυτικά συστήµατα για την σύνθεση γραµµικών 
οµοπολυµερών PMMA [141] και PNiPAm [142] µέσω ΑTRP. Στον αντίποδα, γραµµικά 
τελεχηλικά οµοπολυµερή PNiPAm µε φθορίζουσα επισήµανση έχουν συντεθεί µέσω της  
σύζευξης µε χηµεία καρβοδιιµιδίων, της αµινοφθορεσίνης και των ακραίων -COOH 
δραστικών οµάδων του πολυµερούς [143]. Η συσσωµάτωση των γραµµικών πολυµερών 
πάνω από την LCST οδήγησε στον σχηµατισµό νανοσωµατιδίων µε DH ~ 200 nm, η 
θερµοκρασιακή εξάρτηση της πρόσληψης των οποίων από κύτταρα της σειράς RAW264.7 
µελετήθηκε in vitro. Η παρασκευή µικροπηκτών P(NiPam-co-AAc), µε ελεγχόµενες 
υδροδυναµικές διαστάσεις µέσω της προσθήκης SDS στην αντίδραση πολυµερισµού, 
φθορίζουσα λειτουργικότητα και περιφερική τροποποίηση µε οµάδες α-λακτόζης 
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πραγµατοποιήθηκε σε τρία στάδια [144]. Πρώτον, εφαρµόστηκε χηµεία καρβοδιιµιδιών για 
την εναλλαγή των -COOH θέσεων σε -ΝΗ2 µε σύζευξη αιθυλενοδιαµίνης, δεύτερον ένα 
µέρος των οµάδων -ΝΗ2 αντέδρασε µε FITC και τρίτον ακολούθηκε η αντίδραση 
γαλακτοζυλίωσης. Παρά το προφανές πρόβληµα διασταυρωµένης δραστικότητας λόγω της 
χρήσης διδραστικής αµίνης σε καρβόξυλο-δραστικές µικροπηκτές, οι ερευνητές 
τροφοδότησαν υπατικά καρκινικά κύτταρα µε τις µικροπηκτές και αναγνώρισαν µηχανισµό 
κυτταρικής πρόσληψης µέσω υποδοχέων και εξάρτηση του ποσοστού πρόσληψης από την 
δοσολογία. Νανοκάψουλες PNiPAm παρασκευάστηκαν µέσω του συµβατικού πολυµερισµό 
του NiPAm παρουσία νανοσίλικας µε εγκλωβισµένη FITC [145]. H αποικοδόµηση του 
ανόγανου πυρήνα µε υδροφθόριο απελευθέρωσε την FITC στο εσωτερικό της 
νανοκάψουλας. Η ελεύθερη FITC επιτέλεσε τον ρόλο του ενθυλακωµένου “ενεργού µορίου” 
και αποδείχθηκε ότι η διάχυση µέσα από τους πόρους της νανοκάψουλας ελέγχεται από την 
θερµοκρασία. Μία ελκυστική και αποδοτική µέθοδος για την παρασκευή διττά pH-
αποκρίσιµων και θέρµοαποκρίσιµων µικροπηκτών µε βάση το PNiPAm υιοθετήθηκε από 
τον Garcia και τους συνεργάτες του [146]. Μετά τον συµπολυµερισµό του NiPAm µε το 
λειτουργικό συµµονοµερές αλλυλαµίνη, ακολούθησε η σύζευξη ενός καρβοξυλικού 
παραγώγου της σπιροπυράνης µε χηµεία καρβοδιιµιδίων. Σε µία από τις σηµαντικότερες 
εργασίες στο πεδίο [147], η οµάδα του Lyon απέδειξε την δυνατότητα ορθογώνιας χηµικής 
τροποποίησης [148] σε µικροπηκτές P(NiPAm-co-AAc), οι οποίες επιπλέον έφεραν 
εποξειδικές και αλκινικές θέσεις έπειτα από τον συµπολυµερισµό του NiPAm/ΜΒΑ σε 
δεύτερο στάδιο µε γλυκιδυλοµεθακρυλικό και προπαργυλακρυλικό εστέρα. Μετά την 
περαιτέρω µετατροπή των εποξειδίων σε αζίδια, κατέστη εφικτή η ταυτόχρονη και 
συνδυαστική σύζευση αλκενύλ- και άζιδο παραγώγων της FL µε χηµεία click και άµινο 
παραγώγων της ροδαµίνης µε χηµεία καρβοδιιµιδίων (Σχήµα 2.7Α). Πολύ πρόσφατα ο FMA 
και το πολυµερίσιµο παράγωγο µεθακρυλοξυαιθυλ-θειο-καρβαµόυλo ροδαµίνη B 
χρησιµοποιήθηκαν κατά την παρασκευή φθορίζοντων µικροπηκτών µε συµβατικό 
πολυµερισµό κατακρήµνισης [149]. Τα “µαλακά” φθορίζοντα κολλοειδή χρησιµοποιήθηκαν 
για την σταθεροποίηση Pickering o/w γαλακτώµάτων πολυδιµεθυλοσιλοξάνης (PDMS) και 
λόγω των σχετικά µεγάλων διαστάσεων (DH ~ 640 nm) κατέστη εφικτή η απεικόνιση τους 
µε συνεστιακή µικροσκοπία φθορισµού (Σχήµα 2.7Β).  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Σχήµα 2.7 Α) Συνθετική πορεία παρασκευής µικροπηκτών µε βάση το PNiPAm και επισήµανση µε δύο 

διαφορετικές χρωµοφόρες (ροδαµίνη και φθορεσίνη) εφαρµόζοντας ταυτόχρονα ορθογώνια χηµεία click 

και χηµεία καρβοδιιµιδίων σε υδατικά µέσα [147]. Β) Pickering o/w γαλάκτωµα: ελαιώδης σταγόνα 

PDMS (πράσινο υπόβαθρο) σταθεροποιηµένη µε φθορίζουσες µικροπηκτές PNiPAm [149]. 

2.4.3 Φθορίζουσες Μικροπήκτές µε Βάση το PNiPAm για Εφαρµογές Αισθητήρων. 

  Η οµάδα του Seung Lee [150] συνέθεσε το πολυµερίσιµο φθορίζον µονοµερές 
αιθυλ-2-µεθακρυλαµίδιο της Ν-(Ροδαµίνη B) λακτάµης το οποίο σε χαµηλό pH µεταβαίνει 
στην πρωτολυτική µορφή ανοικτού δακτυλίου, εµφανίζοντας έντονο ερυθρόχρωµο 
φθορισµό. Αξιοποιώντας την συµπληρωµατική ευαισθησία του FMA σε αλκαλικό pH, 
κατάφεραν µέσω του παράλληλου συµπολυµερισµού των δύο λειτουργικών µονοµερών να 
παρασκευάσουν οπτικούς αισθητήρες του pH. Oι ερευνητές αναφέρουν την αντιστρεπτότητα 
της διεργασίας για 20 κύκλους µετάβασης απο pH = 4 σε pH = 12 (Σχήµα 2.8). Όλως 
παραδόξως, δεν γίνεται καµµία νύξη για ενδεχόµενα προβλήµατα σταθερότητας έναντι της 
υδρόλυσης ενώ από βιβλιογραφικά δεδοµένα είναι γνωστό ότι η ταχύτητα υδρόλυσης 
φαινολικών εστέρων εµφανίζει εκθετική εξάρτηση από µεταβολές του pH [151]. 

Σχήµα 2.8 Φθορίζουσες µικροπηκτές P(NiPAM-co-RhBLΜΑc-co-FMA) κάτω από UV ακτινοβολία µε 

αντιστρεπτή οπτική αποκρισιµότητα σε µεταβολές του pH [151]. 
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for the synthesis of core-shell microgel particles,41 one-pot
multifeed polymerization is a much more straightforward tech-
nique, which still produces particles with a flexible control
of functionality distribution.42 The one-pot, three-stage
copolymerization of NIPAm, AAc, and GMA with NaN3 is
shown in Scheme 1 (see Supporting Information for synthetic
protocols). For all schemes below, carboxylic acid groups for
EDC coupling are denoted by red, whereas azido and alkynyl
groups for the click reactions are denoted by purple and blue,
respectively.

Scheme 1 contains three synthetic stages in a multifeed
polymerization. Stage I consists of the copolymerization of
NIPAm, AAc, and N,N0-methylenebis(acrylamide) (BIS) initi-
ated by ammonium persulfate (APS) in deionized (DI) water at
65 !C for an hour. Stage II consists of the addition ofGMA to the
microgel copolymerization mixture. The late addition of GMA
was performed to circumvent phase segregation of hydrophobic
GMA into the core of pNIPAm-based microgels.43 At this stage,
residual NIPAm, AAc, and BIS copolymerized with the added
GMA, suggesting that the GMA or derived AzPMA units are
distributed close to the surface ofmicrogel particles,which should
facilitate subsequent bioconjugation. After another hour of
copolymerization, stage III was started with the addition of
NaN3 to the copolymerization mixture for the azidation of the
GMAmoieties in situ. Note that the amount of NaN3 added was

divided into several portions to avoid an abrupt ionic strength
increase, which induces the rapid coagulation of microgels at
elevated temperature. The in situ azidation of GMA did not
inhibit the copolymerization process if the NaN3 was added 2 h
after initiation. Under these conditions, it is not known whether
the azidation occurs before or after GMA copolymerization with
NIPAm or AAc, although given the late addition of NaN3, it
is likely that the majority of the azidohydrin formation occurs
after GMA incorporation into the microgel. The detailed
mechanism of this polymerization is currently under further
investigation in our group.

Similarly, we also used propargyl acrylate (PA) as comonomer
in a one-pot, two-stage, multifeed approach for the preparation
of alkynyl-containing microgels, which is shown in Scheme 2 (see
Supporting Information for synthetic protocols). To avoid phase
separation of PA into the microgel core, we also delayed the
addition of PAuntil 1 h after the initiation.Note that the reaction
time required for high conversion is longer for PA copolymeriza-
tions, which is likely due to its relatively slow propagation rate.32

The azido and alkynyl groups in the resultant copolymer
microgels were confirmed via FTIR,29 giving strong IR absorp-
tions at 2105 and 2125 cm-1, respectively (Supporting Informa-
tion, Figure S1). The existence of carboxylic acid group was
confirmed by pH responsivity of microgels in aqueous buffer
(Supporting Information Figure S3). The thermoresponsivity of
the microgels (Supporting Information, Figure S4) was essen-
tially identical to that of a pNIPAm homopolymer microgel
under these conditions, where the molar ratio in the monomer
feed solution was 90:5:5 NIPAm:AAc:GMA/PA.

To examine the click reaction between microgels and fluore-
scent dyes, the clickable fluorophores, fluorescein propargyl
thiourea (FPTU) and 5-azidofluorescein (AzF), were synthesized
and purified in our laboratory using published procedures
(see Supporting Information for synthetic details). Furthermore,
to test the orthogonality of click reaction to EDC coupling
between carboxylic acid groups on microgels and fluorescent
dyes with amino groups, tetramethylrhodamine-5,6-carbox-
amide cadaverine (TMRC) was used. The chemical function-
alities on the two clickable microgels and the structures of the
fluorophores are shown in Chart 1.

The fluorescence spectra of fluorophores 3-5 (1 μM in pH 5.0
buffer) are shown in Figure 1. The azido-containing fluorescent
dye 3 (AzF) shows a structured excitation spectrum with a

Scheme 3. One-Pot Click and EDC Coupling on Microgels

Figure 2. Top row: microscopy images of microgel 6. Bottom row: microscopy images of microgel 7. Images in the left and central columns show
fluorescence of the microgels excited by irradiation of 450-490 and 510-560 nm, respectively. Transmission microscopy images are displayed in the
right column. Scale bar=5 μm.

Fig. 4 A) Fluorescence CLSM 3D reconstruction of a pyrromethene-stained silicon oil

droplet decorated with MG12 microgels. B) 2D g(r) corresponding to the arrangement of

MG12 microgels adsorbed at the interface of a silicon oil droplet (inset; scale bar is 2 µ

m). C-E) Fluorescence CLSM micrographs showing the interface of a silicon oil droplet

to which MG12 microgels are adsorbed. The oil droplet is stained with pyrromethene 546.

C) and D) show green and red fluorescence, respectively, recorded in sequential mode,

whereas in C) red and green fluorescences are combined. The white circle represents the

apparent hydrodynamic diameter dH .
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Fig. 5. Changes in fluorescence ration (I514/I586)  of the PNFR microgel as a  function
of  pH at 25 ◦C. I514 and I586 correspond to the fluorescence intensity at 514 nm and
586  nm,  respectively. Excitation wavelengths: 490 nm (for I514) and 560 nm (for I586).

respectively, in which the emission at 514 nm (fluorescein) is more
affected at higher pH and the emission at 586 nm (rhodamine) is
more influenced at lower pH. Therefore, the intensity ratio of the
PNFR microgel at such wavelengths was employed as the sensing
signal. Fig. 4 exhibits the fluorescence response to relationship
between temperature and pH. In basic pH range, the fluorescence
ratio (I514 nm/I586 nm) tends to slightly decrease as increase in  the
temperature, while fluorescence ratio increases as the tempera-
ture increases in acidic pH. In this respect, the PNFR is responsive
to dual change of temperature and pH.

To elucidate further the pH-dependent emission change of the
PNFR microgel, the relationship between emission intensity ratios
and pH was investigated, as shown in  Fig. 5. The microgel showed a
linear relationship between the fluorescence ratio and pH in two  pH
windows such as 2–6 and 7–12. The photographic images in  Fig. 6
show that use of the PNFR microgel is an easy and effective strategy
for monitoring pH, by observing the fluorescent color change from
orange to green upon increasing pH. Though the specific pH can be

Fig. 7.  Fluorescence emission response of the PNFR microgel to pH  cycles (pH 4 and
10). Inset photographs were taken under UV illumination at 365 nm. I514 and I586

correspond to  the emission intensities at 514 nm and 586 nm,  respectively.
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Fig. 8.  Effect of the ionic strength on  the fluorescence change of PNFR microgel in
the  presence of NaCl, KCl, CaCl2 (10 mM each). Relative fluorescence intensity (a) at
514 nm (pH 12) and (b) at 586 nm (pH 4). Excitation wavelengths for (a):  490 nm;
for (b): 560 nm.

Fig. 6. Photographs of the PNFR microgels (16.4 mg)  in 10 mL water at various pH  under hand-held UV lamp (365 nm).



Σε επακόλουθη µελέτη [152], η ίδια οµάδα αξιοποίησε το ίδιο σύστηµα για την ανίχνευση 
γλυκόζης ενθυλακώνοντας στο πορώδες του δικτύου το ένζυµο οξειδάση της γλυκόζης. 
Σύµφωνα µε τον προτεινόµενο µηχανισµό, η γλυκόζη µετατρέπεται σε D-γλουκονο-1,5-
λακτόνη υπό την δράση του ενζύµου, παράγοντας υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), το 
οποίο οι συγγραφείς ισχυρίστηκαν ότι διασπάται περαιτέρω σε οξυγόνο, πρωτόνια και 
ηλεκτρόνια! Σε κάθε περίπτωση είναι γεγονός ότι το H2O2, σύµφωνα µε τις αρχές της 
κλασσικής χηµείας και σε κανονικές συνθήκες, διασπάται αργά σε Η2Ο(l) και Ο2(g), ενώ η 
ένωση είναι εµπορικά διαθέσιµη ως υδατικό διάλυµα. Η µείωση του pH οφείλεται στην 
παραγωγή γλουκονικού οξέος [153]. Οι Gan και Lyon υπήρξαν πρωτοπόροι, όσον αφορά 
την ενσωµάτωση µονοµερικών στοιχείων ζέυγους δότη και δέκτη FRET στο δίκτυο 
µικροπηκτών PNiPAm µε σκοπό την µελέτη της µετάπτωσης φάσης [154]. Η ιδέα 
αξιοποιήθηκε οµάδα του Shiyong Liu [155] για την παρασκευή µικροπηκτών µε δράση ως 
διπλοί αισθητήρες γλυκόζης-θερµοκρασίας. Συγκεκριµένα, συµπολυµερίστηκαν µαζί µε 
NiPAM το APBA ως η µονάδα ανίχνευσης γλυκόζης, η 4-(2-ακρυλοϋλ-οξυαιθυλαµινο)-7-
νιτρο-2,1,3-βενζοξαδιαζόλη (NBDAE) ως χρωµοφόρα δότης FRET και το χλωρίδιο του N-
(9-(2-((2-(ακρυλοϋλοξυ)αιθοξυ)-καρβονυλ)φαινυλ)-6-(διαιθυλαµινο)-3H-ξανθεν-3-υλιδεν)-
N-αιθυλαιθαναµινίου (RhAc) ως χρωµοφόρα δέκτης FRET. H µεταβολή της απόστασης 
µεταξύ των υποκατεστηµένων θέσεων δότη και δέκτη FRET στο εσωτερικό των 
µικροπηκτών P(NiPAm-co-APBA-co-NBDAE-co-RhAc) σαν συνάρτηση της θερµοκρασίας, 
σε συνδυασµό µε την παρουσία των οµάδων APBA όπου πραγµατοποιείται η συναρµογή 
της γλυκόζης, οδήγησαν στην εξάρτηση του λόγου έντασης κορυφών φθορισµού από τις 
παραπάνω παραµέτρους. 
  Παραµένοντας στο πεδίο της ανίχνευσης µικρών µορίων, ο Rubio-Retama και οι 
συνεργάτες του [156] παρασκεύασαν φθορίζουσες µικροπηκτές PNiPAm µέσω της 
αλληλοεµπλοκή µε το υδρόφιλο συζυγιακό πολυµερές πολυ[2-(3-θειενυλ)-αιθοξυ-4-βουτυλ 
σουλφονικό εστέρα]. Η ένταση του φθορισµού εµφάνισε µείωση κατά την µετάπτωση στην 
συρρικνωµένη κατάσταση και η συνακόλουθη παρατηρούµενη µετατόπιση του µήκους 
κύµατος αποδόθηκε στην παρεµπόδιση των π-π αλληλεπιδράσεων από το πολυµερικό 
δίκτυο. Αυτή η ιδιότητα βρήκε περαιτέρω εφαρµογή στην ανίχνευση µορίων πικρικού οξέος 
στην κλίµακα των ppm. Ενδεικτικά, αξίζει να αναφερθεί ότι οι φθορίζουσες 
θερµοαποκρίσιµες µικροπηκτές PNiPAM έχουν βρει επίσης εφαρµογή στην ανίχνευση 
ιόντων Cu2+ [157]. 

2.4.4 Μακροµοριακά και Νανοσκοπικά Θερµόµετρα µε Βάση το PNiPAm 

  Η συσχέτιση φωτοφυσικών µεγεθών όπως η µεταβολή της έντασης φθορισµού, η 
µετατόπιση του µεγίστου της κορυφής ή η µεταβολή του λόγου µεταξύ της έντασης δύο 
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χαρακτηριστικών κορυφών εκποµπής φθορισµού και η εµφάνιση του φαινοµένου FRET, µε  
δοµικές αλλάγες σε φθορίζοντα θερµοαποκρίσιµα πολυµερή έχει συγκροτήσει µία 
ξεχωριστή κλάση υλικών, τα λεγόµενα “µοριακά θερµόµετρα”. Για πρώτη φορά το 2003 οι 
οµάδες των Uchiyama και Iwai παρασκεύασαν φθορίζοντα γραµµικά πολυµερή από τον 
συµπολυµερισµό του NiPAm µε πολυµερίσιµα ανάλογα της βενζοφουράνης [158]. Ενώ 
αναφέρουν ότι η αύξηση της έντασης φθορισµού απορρέει ευθέως από την αύξησης της 
υδροφοβικότητας δεν διευκρινίζεται αν σχετίζεται µε ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις ή µε 
τον σχηµατισµό συσσωµατωµάτων. Σε µεταγενέστερη δηµοσίευση ο Uchiyama πρότεινε ότι 
ο µηχανισµός της ενίσχυσης του φθορισµού προέρχεται από ενδοµοριακές υδροφοβικές 
αλληλεπιδράσεις, ενώ µε σκοπό την ελαχιστοποίηση τους και επακολούθως την αύξηση της 
διακριτικής ικανότητας, προστέθηκαν ιοντικά µονοµερή στο ίδιο πολυµερικό σύστηµα 
[159]. Eµβόλιµα, αξίζει να αναφερθεί η µελέτη των Gota et al. [160] πάνω στην 
θερµοκρασιακή εξάρτηση του χρόνου ζωής φθορισµού, τfl, γραµµικών τυχαίων 
συµπολυµερών P(NIPAM-co-DBD-AA) όπου DBD-AA: σουλφονιωµένο ανάλογο της 
βενζοφουράνης. Η αύξηση του τfl από 4.22 σε 14.1 ns στο θερµοκρασιακό εύρος 30 - 35 °C 
µεταφράζεται σε αύξηση κατά 27 % ανά °C και παρέχει εξαιρετική διακριτική ικανότητα. To 
ίδιο λειτουργικό µονοµερές είχε χρησιµοποιηθέι στο παρελθόν από τον Iwai για την 
παρασκευή µικροπηκτών µε βάση µονοµερή ακρυλαµιδίου διαφορετικού βαθµού 
υδροφιλικότητας, καταφέρνοντας µε αυτόν τον τρόπο να παρασκευάσει υλικά µε οπτική 
απόκριση σε διαφορετικά φάσµατα θερµοκρασίας [161]. Οι Shiraishi et al. [162] συνέθεσαν 
γραµµικό τυχαίο συµπολυµερές P(NiPAm-co-N-ακρυλοσουκινιµίδιου) [P(NiPAM-co-
ΝΑSI)] σε αναλογία [ΝiPAm]:[NASI] = 92:1, και έπειτα από την σύζευξη του άµινο 
αιθυλεναµιδίου της ροδαµίνης Β (RhBΑEAm) στις σουκινιµιδικές θέσεις παρασκεύασαν το 
φθορίζων πολυµερές P(NiPAM-co-RhBΑEAm). To πολυµερές επέδειξε off-on-off 
συµπεριφορά φθορισµού στο θερµοκρασιακό παράθυρο 10 °C - 55 °C παρουσίαζοντας 
µέγιστη ισχύ εκποµπής στους 33 °C εξαιτίας του αντιστρεπτού σχηµατισµού µικροσκοπικών 
συσσωµατωµάτων και της εγγενούς ευαισθησίας της ροδαµίνης σε αλλαγές της 
πολικότητας.  
  Η διακρίβωση του µηχανισµού ενίσχυσης του φθορισµού συντελέστηκε µε 
ευκρίνεια στην εργασία των οµάδων των Tang και Sun [163], όπου εξετάστηκε η 
θερµοκρασιακή εξάρτηση της φωτοφυσικής συµπεριφοράς γραµµικών τυχαίων 
συµπολυµερών P(NiPAm-co-TPE), όπου ΤPE ένα πολυµερίσιµο ανάλογο του τετραφανυλ-
αιθυλενίου. Καθώς είναι γνωστό ότι το TPE εµφανίζει φθορισµό εξαρτώµενο από την 
µοριακή συσσωµάτωση (δεν παρουσιάζει φθορισµό όταν είναι διαλυµένο σε καλούς 
διαλύτες αλλά φθορίζει όταν βρίσκεται σαν αιώρηµα σε κακούς διαλύτες) και παράλληλα 
είναι υδρόφοβο, η απότοµη αύξηση της έντασης µετά τους 28 °C αποδόθηκε στον 
σχηµατισµό συσσωµατωµάτων του πολυµερούς, όπως αποδείχθηκε από µετρήσεις DLS. Στο 
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ίδιο πνεύµα, η οµάδες των Liu και Zhang [164] παρασκεύασαν δισυσταδικά τυχαία 
συµπολυµερή P[(NiPAm-co-FITC)-b-(OEGMA-co-RhBAm)], όπου OEGMA: ολιγοµερικός 
µεθακρυλικός εστέρας της αιθυλενογλυκόλης και RhBAm: ακρυλικό υδραζίδιο της 
ροδαµίνης Β (RhBEAm). Πάνω από την LCST αναφέρεται ο σχηµατισµός µικυλίων µε καλά 
καθορισµένες διαστάσεις (DH = 44 nm) και χαµηλή πολυδιασπορά (PDI = 0.065) και 
σηµαντική άνοδο του λόγου εκποµπής φθορισµού I582 : I522 σε pH = 5.5 ως αποτέλεσµα της 
εµφάνισης FRET µεταξύ των καταλοίπων FTIC και RhBAm. Οι Chen και Chen [165] 
παρέκαµψαν την στρατηγική ενσωµάτωσης δύο διαφορετικών χρωµοφόρων, µέσω της 
ενσωµάτωσης πολυµερίσιµου παραγώγου της 3-υδροξυφλαβόνης σε µικροπηκτές PNiPAm. 
H ανίχνευση θερµοκρασιακών µεταβολών πραγµατοποιείται δια γυµνού οφθαλµού, καθώς 
το µέγιστο της φθορίζουσας εκποµπής µεταπίπτει από τα 438 nm (κυανό) στα 533 nm 
(πράσινο). Το εν λόγω σύστηµα υπερτερεί έναντι των αντίστοιχων συστηµάτων µε 
ιχνηθέτηση πυρενίου όπου η µεταβολή του λόγου εκποµπής Ι3 (391 nm) : Ι1 (371 nm) δεν 
αντιστοιχεί στο ορατό. 
  Συγγενικά συστήµατα µε όσα έχουν περιγραφεί παραπάνω έχουν βρει εφαρµογή 
στον προσδιορισµό της ενδοκυτταρικής θερµοκρασίας µε οπτικά µέσα σε in-vitro µελέτες. 
Μία εκδοχή των µακροµοριακών θερµοµέτρων του Uchiyama [166] απέφερε για πρώτη 
φορά την θερµική χαρτογράφηση κυττάρων της σειράς COS7 (Εικόνα 2.9Α), µε χωρική 
διακριτική ανάλυση κοντά στο όριο της περίθλασης του ορατού φωτός (~200 nm) και 
θερµοκρασιακή ανάλυση στο εύρος των 0.18 - 0.58 °C. H µίξη δύο διαφορετικών        
γραµµικών πολυµερών του τύπου P(NiPAm-co-RhBAm) και P(NiPAm-co-NBDAA) σε 
µοριακή αναλογία 1:100 (όπου RhBAm και NBDAA: πολυµερίσιµα ανάλογα της ροδαµίνης 
Β και της βενζοξαδιαζόλης) παρείχε την απαραίτητη αναλογικότητα στο οπτικό σήµα για την 
συσχέτιση θερµοκρασιακών διαφορών στον ενδοκυττάριο χώρο της σειρας HeLa [167] 
(Εικόνα 2.9B). H θερµοκρασία της ίδιας κυτταρικής σειρας απεικονίστηκε οπτικά µέσω της 
συνέργειας της ανόργανης φάσης ΝΣ Αu και του φθορίζοντος πολυµερούς PNiPAM-co-
NBDAA [168]. Η ανόργανη φάση πρόσεδωσε την οπτική αναλογικότητα και η φάση του 
πολυµερούς αποτέλεσε την µονάδας οπτικής µετάφρασης του θερµοκρασιακού ερεθίσµατος, 
επιτυγχάνοντας διακρισιµότητα της τάξης των 0.3 µε 0.5 °C (Εικόνα 2.9C). Οι Liu et al.  
[169] παρασκεύασαν ένα καινοτόµο σύστηµα FRET για την χρωµατικά ευκρινή αποτύπωση 
θερµοκρασιακών µεταβολών: ένα πολυµερίσιµο παράγωγο της χρωµοφόρας διπυρέν-1-
υλ(2,4,6-τριισοπροπυλφαινυλ)βοράνιο ενσωµατώθηκε σε µικροπηκτές PNiPAM, στο 
πορώδες των οποίων φυσιοροφήθηκε η χρωστική κόκκινο του Νείλου. Η χρωµατική 
διαφορά ανάµεσα στους 25 °C και στους 37 °C σε κύτταρα NIH/3T3 παρατίθεται στην 
Εικόνα 2.9D. 
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Σχήµα 2.9 Α) Τοπική παραγωγή θερµότητας κοντά στα µιτοχόνδρια ζωντανών κυττάρων της σειράς 

COS7. (Κάτω δεξιά): Με βέλη σηµειώνονται οι περιοχές παραγωγής θερµότητας, Ν:πυρήνας [166]. Β) 

Φωτογραφίες συνεστιακής µικροσκοπίας φθορισµού σε διαφορετικές θερµοκρασίες σε κύτταρα της 

σειράς HeLa. (1η σειρά): σήµα καναλιού GFP. (2η σειρά): σήµα καναλιού CY3. (3η σειρά): ανασύνθεση 

των σηµάτων από το λογισµικό [167]. C)  Αναλογική ανασύνθεση των σηµάτων από τα κανάλια GFP 

και CY3 για την χρωµατική απεικόνιση της θερµοκρασίας καρκινικών κυττάρων HeLa [168]. D) 

(Aριστερά): Χρωµατικό διάγραµµα CIE όπου αποδίδεται η εξάρτηση των (x, y) χρωµατικών 

συντεταγµένων από την θερµοκρασία. (Δεξιά): Απεικόνιση των κυττάρων NIH/3T3 µε συνεστιακή 

µικροσκοπία φθορισµού στους 25 °C και 37°C [169]. 

  Περισσότερο “εξωτικές” εφαρµογές των θερµοαποκρίσιµων φθορίζοντων 
πολυµερικών δοµών αφορούν την ενσωµάτωση σε συστήµατα φωτονικής λογικής. Ένα 
γραµµικό τυχαίο πολυµερές P(NiPMAm-co-MDCPDP), όπου ΝiPMAm: N-ισοπροπυλ-
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Then the spontaneous uptaking efficiencies of the 
polymer-TfAuNCs into the HeLa cells at 25 °C were 
investigated by the Flow CytoMetry method taken at 
different incubation time ranging from 20 min to 3 h 
(Figure S15 in Supporting Information). The florescent 
intensity of the cells incubated with the polymer-
TfAuNCs increased with the incubation time. The data 
indicated that the polymer-TfAuNCs could be 
spontaneously introduced into the HeLa after treatment 
for only 20 min and the uptake efficiency of the polymer-
TfAuNCs into HeLa cells increased as the incubation 
time increased. Finally, 3 h incubation of the cells with 
the polymer-TfAuNCs solution has been chosen for 
further study.  

 

 

Figure 5. Flow Cytometric quantification of intracellular polymer 
and polymer-TfAuNCs in HeLa cells (histograms). The polymer-
TfAuNCs were composed of P(NIPAm-NBD-NSVB)-TfAuNCs (5.0 
mg mL-1: 0.8 mM).  

To demonstrate the applicability of polymer-TfAuNCs 
for sensing of the intracellular temperature variation 
more directly and accurately, the detailed fluorescence 
imaging analysis was studied using the prepared 
polymer-TfAuNCs for the temperature sensing. The 
intracellular calibration experiment was investigated in 
HeLa cells firstly by the polymer-TfAuNCs and the 
representative fluorescence imaging with temperature 
increasing ranging from 25 oC to 39.7 oC was displayed 
in Figure 6A. The results also revealed that the polymer-
TfAuNCs were dispersed in the cytoplasm without 
transferring to the nucleus. During the process of the 
experiment, the ratio imagings were obtained in the 
emission ranges of the GFP dye (about 510–560 nm) 
and the Cy3 dye (about 570–670 nm) and the 
photomicrogram instrument (Olympus ix83) was applied 
for generating of the ratio channel temperature sensing 
images. The imaging of the ratio channel, which was 
collected based on the GFP and Cy3 channels, indicated 
a characteristic temperature-dependent signal and a 
good linear calibration curve was generated. The 
calibration curve for intracellular temperature sensing 
within the temperature range from 31.8 oC to 38.5 oC 
(Figure 6B, insert) was calculated based on the 
relationship between the whole cells fluorescence 
intensity ratio (GFP/CY3) in the images and temperature, 
which got the good linear calibration (y= 0.094x-2.13) 

with a correlation coefficient of 0.973. Based on the 
imaging collecting instrument, the temperature resolution 
of the thermal response of polymer-TfAuNCs in the HeLa 
cells was about 0.3-0.5 oC, which could be comparable 
to other optical thermometers.[22] 
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Figure 6. (A) Fluorescent images ratio channel generated by 
Olympus software (FV10-ASW) of HeLa cells at different 
temperatures 25.0, 31.2, 33.0, 36.6, 38.7, and 39.7 C, respectively. 
The images are ratiometric results of the GFP channel (P(NIPAm-
NBD-NSVB)) and the CY3 channel (TfAuNCs) were collected in the 
ranges of about 510–560 nm and 570–670 nm, respectively. The 
polymer-TfAuNCs were composed of P(NIPAm-NBD-NSVB)-
TfAuNCs (5.0 mg mL-1: 0.8 mM). (B) The intracellular fluorescent 
intensity ratios (R at y-axis) obtained from the images changed with 
increasing temperature. Inset figure: intracellular temperature 
responsive calibration curve of polymer-TfAuNCs obtained from five 
different cells in the fluorescence images. 

For further illustrating the temperature sensing and 
imaging capability of polymer-TfAuNCs, a chemically 
induced thermogenesis method was developed to 
investigate subcellular temperature responses in single 
living cells on the basis of linear curve. Calcium ion 
shock was applied to boost intracellular heat production, 
possibly by accelerating the activities of ion pumps by 
the ionomycin calcium complex and promoting the 
respiration rates of the mitochondrion. For detail process, 
the polymer-TfAuNCs were incubated with the HeLa 
cells firstly, then calcium ion (10 nM) were incubated with 
the HeLa cells for 30 min before the ionomycin calcium 
complex solution (1 μM) was added. Finally, 2 min later, 
the time course of the relationship between the 
fluorescence intensity ratio (GFP/CY3) of five different 
single HeLa cells in the images and temperature were 
determined. After the calcium ion burst, the intracellular 
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distribution in cells. Moreover, the linearity of ratio calculated
from the emission change with temperature obtained from
intracellular data would avoid the interference of different
aggregate behaviours, the cellular uptake efficiency and distri-
bution of the two parts PNIPAm-co-RhBAM and PNIPAm-co-
NBDAA.

For displaying more applications of the intracellular thermal
response properties of the RFPs, the temperature alterations
inside the HeLa cells were induced by external chemical stimuli
using a classical uncoupler of oxidative phosphorylation in
mitochondria, carbonyl cyanide 4-(triuoromethoxy) phenyl-
hydrazone (FCCP), which could cause heat production by
respiration.6 Firstly, the RFPs were incubated with the HeLa
cells, then the uorescence signal alterations were detected
aer FCCP was added for 35 min. The time course of the ratio
variation of the RFPs in HeLa cells exposed to FCCP and the
corresponding temperature calculated from the linearity curve
indicate that the uorescence intensity ratio was enhanced and
the intracellular temperature was provoked by FCCP to about
2 !C in the rst 10 min and then kept invariant (Fig. S18B†).
This result conrms that the RFPs can detect the temperature
increase provoked by the uncoupling of the oxidative
phosphorylation.

To study the intracellular temperature variation more
directly and accurately, a detailed uorescence imaging analysis
was further carried out using the RFPs for the temperature
sensing.

First, intracellular temperature variations in HeLa cells were
explored by the RFPs. Fig. 5A shows the representative uores-
cence images changing with increasing temperature. The envi-
ronment temperature of the RFPs loaded HeLa cells was varied
from 28.0 !C to 40.0 !C. The ratio imagings were collected in the
emission ranges of the GFP dye (about 510–560 nm) and the Cy3
dye (about 570–670 nm), and the temperature sensing images of
the ratio channel were generated by photomicrogram instru-
ment (Olympus ix83). These results provided clear evidence that
the emitted uorescence intensity of PNIPAm-co-NBDAA
channel arose with the increasing temperature while the
intensity of PNIPAm-co-RhBAM channel changed slightly, thus
the color of the ratio channel changed from red to green with
the increasing temperature (Fig. 5A, the third row). During the
process of the experiment, the RFPs were dispersed in the
cytoplasm and did not transfer to the nucleus. Moreover, the
photobleaching of the RFPs could be counteracted by the ratio
methods. The results indicate that the uorescent intensity
changed obviously with the temperature change and the cali-
bration curve for intracellular temperature sensing with RFPs
was calculated based on the relationship between the uores-
cence intensity ratio of the whole cells in the images and
temperature, which generated a good linear calibration (y ¼
0.0921x # 2.328) ranging from 34.0 !C to 39.0 !C with a corre-
lation coefficient of 0.945 (Fig. 5B, inset gure). The tempera-
ture resolution, based on the thermal response of RFPs in the
HeLa cells, was about 0.3–0.5 !C and comparable to other
reported optical thermometers (Table S3†).6,8,16

Then, the uorescence intensity variation with the intracel-
lular increasing temperature induced by FCCP was also studied

by the uorescence imaging analysis. The obvious changing of
uorescent images displayed that the RFPs could sense the
temperature variation inside the living cells (Fig. 5D). We
observed that the temperature variation is different among the
living cells, which may be related to the cell respiration effects
under the inducing of the FCCP. Meanwhile, temperature
variation and trends aer the addition of FCCP were calculated
based on the average uorescent intensity ratios in the images
(Fig. 5C). The results reveal that the cellular events related to the
temperature variation could be investigated by using the novel
RFPs as the nanothermometer.

4 Conclusions
In this work, in vivo intracellular temperature determination
and imaging have been realized by using novel RFPs as a
nanothermometer. The RFPs demonstrated their high thermal
sensitivity features in both uorescence intensity ratio and

Fig. 5 (A) Fluorescent images of HeLa cells at different temperatures
33.3, 35.0, 36.1, 37.5, 38.3, and 39.2 !C, respectively. The images of the
first row (PNIPAm-co-NBDAA, GFP channel) and the second row
(PNIPAm-co-RhBAM, CY3 channel) were collected in the ranges of
about 510–560 nm and 570–670 nm, respectively. The images of the
third row were the ratio channel generated by Olympus software
(FV10-ASW). (B) The intracellular fluorescent intensity ratios obtained
from the images changed with increasing temperature. Inset figure:
intracellular temperature responsive calibration curve of RFPs
obtained from the fluorescence images. (C) Changes of the temper-
ature after the additions of FCCP in HeLa cells calculated from the
fluorescence images. (D) Ratiometric images of HeLa cells after the
additions of FCCP. Scale bar, 20 mm.
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a mitochondria indicator, respectively (Fig. 6a). The enlarged  
fluorescence lifetime image clearly showed localized thermogen-
esis near the mitochondria (Fig. 6a, arrowheads). It is notable that 
this mitochondria-mediated heat production was supported by the 
intracellular distribution of our previous nanogel thermometer 
FNT (Supplementary Figs S11 and S12). As described in our previ-
ous paper22, FNT inside living COS7 cells moderately aggregates 
at culture medium temperatures greater than 27 °C (Supplementary 
Fig. S11a). Considering that the aggregation of FNT is triggered by 
heat, it probably began at the warmest place within the cytosol. To 
determine the location of aggregated FNT, representative organelles 
(that is, mitochondria, lysosomes, endoplasmic reticulum (ER) 
and the Golgi apparatus) were co-visualized. As a result, aggre-
gated FNT was found to reside near mitochondria (Supplementary  
Fig. S11b, c), but not near other organelles, including lysosomes, ER 
and the Golgi apparatus (Supplementary Fig. S12). Thus, it could 
be concluded that the local temperature near the mitochondria is 
higher than the temperature of the rest of the space in the cytosol 
(aside from the centrosome).

Furthermore, this local heat release from the mitochondria is 
accelerated when ATP synthesis is stalled by an uncoupling rea-
gent36. Thus, a temperature increase due to local heat production 
from the mitochondria following the addition of an uncoupling rea-
gent, 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP)37, was imaged 
in FPT-filled COS7 cells (Fig. 6b, c). As evaluated from fluorescence 
lifetime images of whole COS7 cells, this heat production by FCCP 
resulted in an average temperature increase of 1.02  0.17 °C (avg.   
s.d., n = 7) inside COS7 cells 30 min after the chemical stimuli.

Temperature mapping in a different cell line. With the method 
established in this study, intracellular temperature imaging was 
also performed in living HeLa cells. The functionality of FPT was 
confirmed in a HeLa cell extract (Supplementary Fig. S13) and in 
living HeLa cells (Supplementary Fig. S14). Intracellular tempera-
ture imaging in HeLa cells indicated the higher temperature of the 

nucleus (Supplementary Fig. S15), the centrosome (Supplementary 
Fig. S16) and mitochondria (Supplementary Fig. S17), as seen in the 
imaging of COS7 cells. The results demonstrating the temperature 
gradient in both living HeLa and COS7 cells display the universal 
characteristics of our findings among mammalian cells.

Discussion
In this study, we have established a method for imaging the temper-
ature distribution inside living cells by performing TCSPC-FLIM 
of our novel FPT. By exploiting the high spatial resolution of FPT, 
intracellular temperature imaging revealed the thermal profiles of 
living cells, that is, the higher temperatures of the nucleus, centro-
some and the areas near the mitochondria.

Recently, numerous temperature sensors have been developed to 
meet the urgent demand for measuring temperature in a tiny intrac-
ellular space. Among these emerging thermometers, which are based 
on lanthanide nanoparticles13,16,17,19,20, dye-coated nanoparticles14, 
quantum dots15, semiconducting polymer dots18 and temperature-
responsive polymers21,22, FPT in this study is the only thermometer 
that allows the mapping of intracellular temperatures due to its abil-
ity to diffuse throughout living cells and its sensitivity to tempera-
ture. In terms of sensitivity, the intracellular temperature variations 
unveiled in this study indicated that fluorescent molecular thermom-
eters for intracellular temperature mapping must have the ability to 
distinguish a temperature difference of less than 1 °C. Related to this 
requirement, an appropriate evaluation of temperature resolution 
should be carefully considered for reliable intracellular thermometry 
(cf. Fig. 2b and Methods). It should also be noted that a fluorescence 
response of FPT to temperature change was observed in the range 
of 20–50 °C (Fig. 1c, d), which was much wider than that of our 
previous thermometer, FNT (27–33 °C). This is a bonus property of 
FPT. Consequently, the intracellular temperature of a wider range of  
subjects can be measured using our present thermometry.

In addition to our novel FPT, the TCSPC-FLIM technique also 
contributed to the realization of intracellular temperature mapping 

N
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Before 30 min (No treatment)

FPT
Mitochondria
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Fluorescence lifetime (ns)

5.4 (31 °C) 6.5 (35 °C)

Fluorescence lifetime (ns)

4.6 (28 °C) 7.6 (40 °C)
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Figure 6 | Local heat production near the mitochondria in living COS7 cells. (a) Confocal fluorescence images of FPT (green) and MitoTracker Deep Red 
FM (red; upper and left lower) and fluorescence lifetime image of FPT (right lower). The region of interest, as shown in the square in the upper panel, is 
enlarged in the lower panels. Arrowheads point to local heat production. In the right lower panel, N indicates the nucleus. (b) Temperatures increase near 
the mitochondria after the inhibition of ATP synthesis by the uncoupler FCCP. Confocal fluorescence images of FPT (green) and MitoTracker Deep Red FM 
(red; left) and fluorescence lifetime images of FPT (middle and right). (c) Control experiment for (b) No significant change in the fluorescence lifetime of 
FPT was detected without a chemical stimulus. In (a–c), the temperature of the medium was maintained at 30 °C. Scale bar represents 10 m.
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should have to experience the widest range of color over the
temperature range of 30−50 °C. The ratio of green
fluorescence intensity at 470 nm and red fluorescence intensity
at 625 nm also shows a 13-fold leap from 32 to 56 °C and a
good linear relationship with temperatures from 34 to 56 °C
(Figure 4b). The same high temperature resolution (0.2 °C)
with PNDP is also achieved.
For further evaluation of the reversibility of PNDP-NR, we

conducted multiple-runs to examine the fluorescence responses
of PNDP-NR to temperature change. The result indicates that
PNDP-NR has excellent reversibility (Figure 4c).The improve-
ment of the reproducibility compared with the RSD without
ratiometry may be attributed to the signal of the single emission
readout affected by some other factors, such as the distribution
of the probes, excitation power, and detectors. When the
temperature rises to 70−80 °C, the solubility of PNIPAM
becomes very small. Therefore, the reversibility cannot be
maintained. Meanwhile, the fluorescence spectra of the fresh
nanogel, 1 week and 2 week old nanogels also indicate minor
differences, which show PNDP-NR has good stability (Figure
4d). The absorption and normalized emission spectra of
PNDP-NR with different concentrations are recorded as Figure
S4 in the Supporting Information. The highly consistent shape
of the fluorescence spectra with different concentrations
confirm that the process of FRET only occurs at the interior
of single nanoparticle, which is further confirmed by another
feature as shown in Figure S5 in the Supporting Information,
that is, efficient FRET between PNDP and NR does not occur
in the solution in which PNDP and NR are dissolved separately
and they are too far from each other.28

Since the ratio changes greatly with raising temperature, the
color may experience a significant change from red, yellow,
white to green-blue over 30 to 55 °C as shown in Figure 5. The

temperature-dependent spectra are transformed to the
Commission Internationale de L’Eclairage (CIE) 1931
coordinates. Figure 5 also shows the color changes of the
luminescence in the CIE (x, y) chromaticity diagram at
different temperatures. Such an obvious color switching makes

it convenient for measuring directly with a colorimeter or even
distinguishing easily by bare eyes.
To explore the temperature sensing mechanism, we further

measured the fluorescence spectra by photoexcitation at 525
nm (the maximum UV absorption of NR). The fluorescence
intensity at 625 nm is much weaker than the emission of NR in
PNDP-NR, which further demonstrates that the strong
luminescence of NR in PNDP-NR results from FRET. With
elevating temperature, instead of slightly decreasing by
photoexcitation at 405 nm, the fluorescence intensity of NR
increases about double from 32 to 50 °C resulting from the
slightly decreasing polarity around NR (Figure S6 in the
Supporting Information). This proves that the efficiency of
FRET reduces with the temperature rising which is attributed
to the slight decreasing overlap between the emission of the
energy donor and the absorption of the energy acceptor
(Figure 3).
To demonstrate the application of PNDP-NR in vivo, it was

introduced into NIH/3T3 cells by the same way with PNDP.
The intracellular temperature sensing was also conducted with
confocal fluorescence microscopy, and a heating stage was used
to control the temperature of the cell solution. The green
channel exhibits brighter fluorescence at 37 °C (Figure 6e)

than that at 25 °C (Figure 6a). Meanwhile, the fluorescence
intensity in the red channel basically keeps with rising
temperature, which is consistent with the results in vitro
(Figure 4a). The two fluorophores inside the nanogel particles
are revealed by the overlay of the two images (Figure 6c,g) and
their bright field images are shown in parts d and h of Figure 6,
respectively. The results demonstrate that PNDP-NR could
sense the intracellular temperature change in living cells with
ratiometric readout.
Photobleaching and cytotoxicity are other problems that

limit the application of many organic dyes in cells. Good
photostability can effectively reduce the impact of photo-
bleaching. Figure 7 and Figure S7 in the Supporting
Information show that the fluorescence intensity in the green
and red channels is almost unchanged even after 30 scans with
a laser (405 nm) power of 100 μW. Fluctuations of light
sources during the process of scanning also can be well
eliminated by the ratio of green and red fluoresce intensities
(blue line in Figure S7 in the Supporting Information).The
cytotoxicity of PNDP-NR on NIH/3T3 cells was examined by
standard 3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyltetrazolium

Figure 5. CIE chromaticity diagram showing the temperature
dependence of the (x, y) color coordinates of PNDB-NR; photographs
of PNDB-NR in aqueous solution at different temperatures.

Figure 6. Confocal fluorescence images of NIH/3T3 cells labeled with
PNDP-NR at λexc = 405 nm at 25 °C (a−c) and 37 °C (e−g). The
green channels shown in parts a and e were acquired by collecting the
green fluorescence from 450 to 500 nm, while the red channels shown
in parts b and f were from 600 to 650 nm. Parts c and g are the overlay
of parts a and b, parts e and f, respectively. Parts d and h are their
corresponding bright-field images.
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at 625 nm also shows a 13-fold leap from 32 to 56 °C and a
good linear relationship with temperatures from 34 to 56 °C
(Figure 4b). The same high temperature resolution (0.2 °C)
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For further evaluation of the reversibility of PNDP-NR, we
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readout affected by some other factors, such as the distribution
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4d). The absorption and normalized emission spectra of
PNDP-NR with different concentrations are recorded as Figure
S4 in the Supporting Information. The highly consistent shape
of the fluorescence spectra with different concentrations
confirm that the process of FRET only occurs at the interior
of single nanoparticle, which is further confirmed by another
feature as shown in Figure S5 in the Supporting Information,
that is, efficient FRET between PNDP and NR does not occur
in the solution in which PNDP and NR are dissolved separately
and they are too far from each other.28
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white to green-blue over 30 to 55 °C as shown in Figure 5. The
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luminescence in the CIE (x, y) chromaticity diagram at
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it convenient for measuring directly with a colorimeter or even
distinguishing easily by bare eyes.
To explore the temperature sensing mechanism, we further
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nm (the maximum UV absorption of NR). The fluorescence
intensity at 625 nm is much weaker than the emission of NR in
PNDP-NR, which further demonstrates that the strong
luminescence of NR in PNDP-NR results from FRET. With
elevating temperature, instead of slightly decreasing by
photoexcitation at 405 nm, the fluorescence intensity of NR
increases about double from 32 to 50 °C resulting from the
slightly decreasing polarity around NR (Figure S6 in the
Supporting Information). This proves that the efficiency of
FRET reduces with the temperature rising which is attributed
to the slight decreasing overlap between the emission of the
energy donor and the absorption of the energy acceptor
(Figure 3).
To demonstrate the application of PNDP-NR in vivo, it was

introduced into NIH/3T3 cells by the same way with PNDP.
The intracellular temperature sensing was also conducted with
confocal fluorescence microscopy, and a heating stage was used
to control the temperature of the cell solution. The green
channel exhibits brighter fluorescence at 37 °C (Figure 6e)

than that at 25 °C (Figure 6a). Meanwhile, the fluorescence
intensity in the red channel basically keeps with rising
temperature, which is consistent with the results in vitro
(Figure 4a). The two fluorophores inside the nanogel particles
are revealed by the overlay of the two images (Figure 6c,g) and
their bright field images are shown in parts d and h of Figure 6,
respectively. The results demonstrate that PNDP-NR could
sense the intracellular temperature change in living cells with
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limit the application of many organic dyes in cells. Good
photostability can effectively reduce the impact of photo-
bleaching. Figure 7 and Figure S7 in the Supporting
Information show that the fluorescence intensity in the green
and red channels is almost unchanged even after 30 scans with
a laser (405 nm) power of 100 μW. Fluctuations of light
sources during the process of scanning also can be well
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µεθακρυλαµίδίο και MDCPDP: ένα παράγωγο του δικυανο-µεθυλενο-4Η-πυρανίου, 
εξυπηρέτησε ως οπτική λογική πύλη NOR ή ΙΝΗΙΒΙΤ ανάλογα µε τον συνδυασµό των 
ερεθισµάτων (pH, T, [Cu2+]) που δεχόταν στην “είσοδο” [170]. Η Sambe και οι συνεργάτες 
της εκµεταλεύτηκαν την υστέρηση θερµοαποκρίσιµων φθορίζοντων πολυµερών για την 
παρασκευή ενός υλικού το οποίο έχει την δυνατότητα να αποµνηµονεύει και να απεικονίζει 
χρωµατικά την θερµική ιστορία του διαλύµατος [171]. 

2.5 Μαγνητικά-Φθορίζοντα Νανοϋβριδικά Συστήµατα 

  Oι Corr et al. [172] ταξινόµησαν τα µαγνητικά-φθορίζοντα νανοϋβριδικά 
συστήµατα για εφαρµογές στην βιολογία και την βιοϊατρική µε γνώµονα την αρχιτεκτονική 
της νανοδοµής (Σχήµα 2.10) χωρίς να επιχειρείται διάκριση σχετικά µε την προέλευση του 
φθορισµού (µοριακές χρωµοφόρες ή κβαντικές τελείες). H συγκεκριµένη κλάση των υλικών 
αποτέλεσε επίσης το αντικείµενο άρθρου ανασκόπησης από την οµάδα του Elaissari [173].  

Σχήµα 2.10 Πιθανές αρχιτεκτονικές για την παρασκευή φθορίζοντων-µαγνητικών υλικών [172]. 

   
  Ο συνδυασµός µαγνητικών και φθορίζοντων ιδιοτήτων είναι επιθυµητός σε πιθανές 
εφαρµογές στην βιοϊατρική τεχνολογία καθώς έχει επιτρέψει την ταυτόχρονη απεικόνιση µε 
µαγνητική τοµογραφία (ΜRI) και την οπτική απεικόνιση µε συµβατική µικροσκοπία [174, 
175]. Πληθώρα υλικών έχει επιστρατευτεί ως το “µαλακό” συστατικό στην ανάπτυξη διττώς 

G31

within a polymer or silica matrix. This classification is
mainly based on the structure and synthesis strategies for

these materials.

Fluorophore Encapsulated Silica-coated Magnetic
Nanoparticles

There are several reasons for choosing silica as a coating
for magnetic particles in the fabrication of fluorescent-

magnetic nanocomposites. First of all, the silica coating
provides an effective barrier to quenching of any fluoro-

phores by the magnetic cores. In fact quenching can be

controlled by the thickness of the silica shell. Second of
all, the silica shell is relatively inert and optically trans-

parent allowing incorporation of fluorescent dyes or QDs

directly into the shell. Thirdly, the silica surface can be
easily functionalised, enabling chemical bonding of vari-

ous fluorescent and biological species to the surface.

Another important aspect is that the silica coating may
reduce any potential toxic effects of the bare nanoparti-

cles. It also helps to prevent particle aggregation and

increase their stability in solution. Because the isoelectric
point of magnetite is at pH 7, it is necessary to further

coat the particles in order to make them stable in the pH
region 6–10. Application of a thin layer of silica lowers

this isoelectric point to approximately pH 3, which

increases the stability near neutral pH [20]. Finally silica
coating has a significant advantage over traditional sur-

factant coating such as lauric acid and oleic acid because

there is no risk of desorbtion of the strongly covalently
bound silica shells. There are a number of reports on the

preparation of fluorescent-magnetic nanocomposites using
a silica-coating approach. A general description is given

in Fig. 3.

Lu et al. [21] have prepared a silica encapsulated com-
mercial ferrofluid (EMG 304, Ferrofluids) and have

controlled the thickness of the silica shell between 2 and

100 nm by changing the concentration of the TEOS pre-
cursor. The authors have found that the particle

monodispersity can be influenced by increasing the thickness

of the silica coating. The number of magnetic nanoparticles
per shell can also be controlled, with an increase in

monomers noted with decreasing iron oxide concentration.

By incorporating dyes such as 7-(dimethylamino)-4-meth-
ylcoumarin-3-isothiocyanate and tetramethylrhodamine-

5-isothiocyanate into the silica shell, magnetic-fluorescent

Fig. 2 Main types of magnetic-
fluorescent nanocomposites
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λειτουργικών µαγνητικών/φθορίζοντων νανοϋβριδικών υλικών, συµπεριλαβανοµένων 
εναλλασόµενων στρωµάτων πολυηλεκτρολυτών αντίθετου φορτίου [176], µοριακώς 
αποτυπωµένων πολυµερών [177], αµφίφιλων πολυµερών [178], δενδριµερών [179, 180], 
πολυσακχαριτών [181, 182], συµπλόκων βιοµορίων [183], βιοδιασπώµενων πολυεστέρων 
[184] ή PEG [185]. Σε όλες τις παραπάνω αναφορές η οργανική φάση επιτελεί τον ρόλο του 
παθητικού στρώµατος µέσω του οποίου i) η χρωµοφόρα ακινητοποιείται µε µόνιµο χηµικό ή 
άλλου τύπου δεσµό και ii) ταυτόχρονα επιτυγχάνεται ο διαχωρισµός της χρωµοφόρας από 
τον µαγνητικό πυρήνα για την αποφυγή της απόσβεσης του φθορισµού [186]. Από την άλλη 
πλευρά, οι πολυµερικές µικροπηκτές µε βάση το PNiPAm συνιστούν µία ευρεία κλάση 
υλικών, πάνω στην οποία µπορεί να βασιστεί η ανάπτυξη λειτουργικών υλικών µε πολλαπλή 
αποκρισιµότητα. 
  Στην παρούσα βιβλιογραφική ανασκόπηση δόθηκε µεγαλύτερη έµφαση στις 
στρατηγικές ανάπτυξης µαγνητικών-φθορίζοντων νανοϋβριδικών υλικών µε χρήση 
µοριακών χρωµοφόρων, λόγω της καλύτερης βιολογικής ανεκτικότητας των τελευταίων 
έναντι των κβαντικών τελειών που ως επί το πλείστον περιλαµβάνουν βαρέα µέταλλα (Cd, 
Hg, Se, Te, In, As, Pb). Oι Govindaiah et al. [187] εφαρµόζοντας συµβατικό πολυµερισµό 
γαλακτώµατος απουσία τασιενεργού, παρασκεύασαν φθορίζοντα “σκλήρά” κολλοειδή P(St-
co-MAAc-co-NMA), όπου St: στυρένιο, ΜΜΑc: µεθακρυλικό οξύ και ΝΜΑ: ακρυλικός 
εστέρας της ναφθαλεν-2-όλης. H υδροφιλικότητα του ΜΑΑc οδήγεί στον εγγενή 
εµπλουτισµό της επιφάνειας του κολλοειδούς µε δραστικές -COOH θέσεις κατά τον 
πολυµερισµό γαλακτώµατος. Το φθορίζον-µαγνητικό νανοϋλικό προήλθε από την 
συναρµογή προσχηµατισµένων ΝΣΟΣ Fe3O4 τα οποία συνετέθησαν µε υδροθερµική µέθοδο 
(Σχήµα 2.11Α). Ο ίδιος συγγραφέας σε µεταγενέστερη εργασία ακολούθησε την αντίστροφη 
πορεία, “διακοσµώντας” την επιφάνεια των ΝΣΟΣ Fe3O4 µε παραµένοντες διπλούς 
χρησιµοποιώντας το µεθακρυλοϋλπρόπυλ τριαίθοξυ σιλάνιο και ακολούθως πολυµερίζοντας 
τον FMA [188] (Σχήµα 2.11Β). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το πρωτόκολο που ακολουθήθηκε 
από την οµάδα του Konno [189], όπου αρχικά ΝΣ Fe3O4 παρασκευάστηκαν µε συµβατική 
συγκαταβύθιση αλάτων Fe παρουσία παράγοντα επιφανειακής συλιλίωσης. Ακολούθησε 
ετεροθρόµβωση µε προσχηµατισµένα ΝΣ SiO2, ενώ τα προκύπτοντα υβριδικά ΝΣ 
SiO2@Fe3O4 υαλώθηκαν εκ νέου πριν από τον seeded πολυµερισµό γαλακτώµατος St 
παρουσία πυρενίου. Σε µία προσέγγιση τύπου “grafting-from”, η έναρξη του ATRP µέσω 
ενεργοποίησης από µεταφορά ηλεκτρονίων (activators generated from electron transfer, 
AGET) από την επιφάνεια -Βr τροποποιηµένων ΝΣΟΣ έχει αναφερθεί για τον διαδοχικό 
πολυµερισµό του φθορίζοντος µονοµερούς 9-(4-βινυλοβενζυλο)-9H-καρβαζόλιο και του 
µεθακρυλικού µεθυλαιθέρα της PEG-300 [190]. 
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Σχήµα 2.11 “Σκληρά” φθορίζοντα κολλοειδή Α) µε βάση το PSt και επιφανειακή τροποποίηση µε 

ΝΣΟΣ Fe3O4 [187] και Β) µε πυρήνα ΝΣΟΣ Fe3O4 και επιφανειακή τροποποίηση µε πολυµερές FMA 

[188]. 

2.5.1 Βιολογικές Εφαρµογές Φθορίζοντων-Μαγνητικών Νανοϋβριδικών Συστηµάτων 

  Ένα από τα πιο δυναµικά αναπτυσσόµενα πεδία εφαρµογής των εν λόγω 
συστηµάτων αποτελεί η πρόσληψη σε καρκινικά κύτταρα και η εκµετάλευση του 
µαγνητικού σήµατος. Οι Lee et al. [191] παρασκεύασαν νανοϋβριδικά µαγνητικού πυρήνα 
και πολυµερικού κελύφους µε συζευµένη την χρωστική Cy5.5 για την διττή απεικόνιση in 
vivo καρκινικών όγκων µε µικροσκοπία φθορισµού και µαγνητική τοµογραφία Τ2 χρόνου 
αποκατάσης. Υιοθετώντας την ίδια αρχιτεκτονική, η οµάδα του Zhao [192] παρασκεύασε 
νανοϋβριδικά σωµατίδια µε κέλυφος µοριακώς αποτυπωµένου φθορίζοντος συµπολυµερούς 
µε βάση το PNiPAm. Το υλικό προσιδιάζει την δράση των αντισωµάτων, επιτρέποντας την 
ενδοκυτταρική σύζευξη µε πρωτεΐνες. Πολύ πρόσφατα ένα ανάλογο σύστηµα, όπου η 
φθορίζουσα λειτουργικότητα ενσωµατώθηκε στην υαλώδη επικάλυψη του µαγνητικού 
πυρήνα ΝΣΟΣ Fe3O4 και η πολυµερική επικάλυψη µε πολυαιθυλενοϊµίνη προσέφερε θέσεις 
σύζευξης µε φολικό οξύ, χρησιµοποιήθηκε για την απόδοση siRNA καρκινικά κύτταρα της 
σειράς MDA-MB-231 [193]. 
   Οι νανοφάσεις του άνθρακα έχουν χρησιµοποιηθεί επίσης ως πλατφόρµες για την 
ανάπτυξη φθορίζοντων-µαγνητικών συστηµάτων. Οι Chang, Hwang και Chiang [194] 
παρασκεύασαν µαγνητικά νανοδιαµάντια (ΜΝDs) µέσω της της in situ αποικοδόµησης 
φεροκενίου υπό την επίδραση µικροκυµατικής ακτινοβολίας και εν συνεχεία εισήγαγαν την 
φθορίζουσα λειτουργικότητα µέσω της έναρξης του συµπολυµερισµού AΑc και FMA από 
την επιφάνεια των MNDs. Η επιτυχηµένη πρόσληψη του υλικού από κύτταρα HeLa 
επιβεβαιώθηκε µε συνεστιακή µικροσκοπία φθορισµού. Μεταγράφοντας αυτούσια την 
προηγούµενη µεθοδολογία, οι Ganesh και Ling [195] παρασκεύασαν την γραφενική εκδοχή 
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gation of monomers in aqueous phase lead to the small aggregates
of amphiphilic or hydrophobic oligomers (more than z-mer chain
length). Small aggregates composed of these oligomers are so
called precursor particles. The precursor particles undergo coagu-
lation until they become stable due to the increase in electrical
charge density. They continue to grow and become more stable
due to the entries of monomers and reactive oligomers from the
aqueous phase. Particle size and surface functionality of the
copolymer nanoparticles are dependent on styrene, MAA, and
NMA feed ratios. In this work, NMA was used with the composition
range being 0–7 wt.%. The composition of the poly(St/MAA/NMA)
copolymer particles is given in Table 1.

Second, iron oxide (Fe3O4) nanoparticles with –NH surface (pyr-
rolidone functionalized magnetic nanoparticles) were absorbed
onto the –COOH functional surface of poly(St/MAA/NMA) copoly-
mer particles.

As listed in Table 1 of GPC data, an apparent change in the num-
ber-average molecular weight (Mn) can be noted. TheMn decreased
from 195,580 to 45,500g/mol with increasing NMA concentration

from 0 to 7 wt.%. This indicates that the copolymerization rate of
poly(St/MAA/NMA) is slower than that of poly(St/MMA). The naph-
thyl group in NMA is a sort of strong chain transfer agent due to the
stabilization of the transition state when electron accepting radi-
cals interact with electron donor molecules so it may retard the
copolymerization process, resulting in the lower molecular weight
of copolymer particles [44].

Fig. 1 shows the 1H NMR spectrum of poly(St/MAA/NMA) parti-
cles with 5 wt.% NMA concentration in CDCl3 to analyze the struc-
ture of copolymer. The chemical shifts of the aliphatic groups –CH3,
–CH2 and –CH, is at 1.2 ppm, 1.5 ppm and 1.9 ppm, respectively,
and the signals around 6.2–6.9 ppm and 7.0–8.0 ppm can be attrib-
uted to the phenyl group and naphthyl group, respectively, in the
repeat unit of the poly(St/MAA/NMA) copolymer.

Fig. 2 compares the FT-IR spectra of poly(St/MAA) and poly(St/
MAA/NMA) particles. The peaks at 1700 cm!1 and 1745 cm!1 arose
from C@O stretching vibration of MAA, and NMA repeating units,
respectively, in the poly(St/MAA/NMA) particles. A peak at
1150 cm!1 corresponds to C–O–C stretching vibration of NMA unit

Scheme 1. A schematic for the preparation of poly(St/MAA/NMA)/Fe3O4 composite particles.

Table 1
Chemical composition and characteristics of poly(St/MAA/NMA) copolymer particles.

Sample name Copolymer compositiona (wt.%) GPC data Tg (!C) CHDF data PL intensity (a.u.)d

St MAA NMA Mn(g/mol) PDIb(!) Dn(nm) Dw(nm) PDIc(!)

NMA-0 90 10 0 195,580 2.4 123 124 136 1.096 –
NMA-3 87 10 3 80,770 2.2 121 120 125 1.041 756
NMA-5 85 10 5 63,880 2.3 110 113 119 1.053 840
NMA-7 83 10 7 45,500 2.4 109 100 108 1.080 968

a Composition at feed.
b PDI =Mw/Mn, Mw and Mn were measured by GPC.
c PDI = Dw/Dn, Dw and Dn were measured by CHDF.
d Excited wavelength kUVmax

! "
at 390 nm.

Fig. 1. 1HNMR spectra of poly(St/MAA/NMA) copolymer particles with 5 wt.% NMA concentration.
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FMA monomer. The amount of Fe3O4 nanoparticles was varied to
control the shell thickness and particle morphology while the
amount of FMA monomer was kept constant.

Fig. 2 shows the 1H NMR spectrum of poly(FMA), which con-
firms the polymer structure. For the poly(FMA) shell, the character-
istic peaks for the vinyl ACH3 and ACH2 protons appear between 1
and 2 ppm while the chemical shift at 3.6 ppm is attributed to the
ACH2 protons of the surface-grafted MPTS. The chemical shifts in
the range of 6.0–8.5 ppm are attributed to the aromatic protons
of fluorescein in the poly(FMA) shell. The complete disappearance
of the signal for the vinyl double bond protons at 5.8 ppm con-
firmed the polymerization of FMA.

Fig. 3 shows the FT-IR spectra of MPTS-functionalized Fe3O4 and
Fe3O4/poly(FMA) core/shell nanoparticles. The stretching bands
around 2960, 2930, and 2850 cm!1 are attributed to aliphatic
ACAH bonds, and the peak around 3090 cm!1 indicates the vibra-

tion of the aromaticACAHprotons of the fluorescein unit. The char-
acteristic peaks at 1710 and 1745 cm!1 correlate with the AC@O
stretching bands of surface-grafted MPTS and poly(FMA), respec-
tively. The stretching bands around 1610 and 1160 cm!1 originate
fromAC@CA andACAOACA, respectively. The broad peaks around
3400 cm!1 are attributed to the AOH group of the fluorescein moi-
ety. In addition, characteristic peaks for theAFeAOASiA stretching
vibrations are evident at 630 and 580 cm!1, indicating the grafting
of MPTS onto the surface of the Fe3O4 nanoparticles.

Fig. 4 shows the powder X-ray diffraction (XRD) spectra of
MPTS-functionalized Fe3O4 and Fe3O4/poly(FMA) core/shell nano-
particles. The broad amorphous hollow at "20! corresponds to
the surface-grafted MPTS and poly(FMA). The diffraction patterns
were indexed to the (220), (311), (400), (422), (511), and (440)
planes of the Fe3O4 nanoparticles [19]. These FT-IR and XRD results
confirmed that Fe3O4 nanoparticles were present inside the
poly(FMA) polymer matrix.

3.2. Morphology control

The Fe3O4/poly(FMA) core/shell nanoparticles were character-
ized in the terms of their morphology, size, optical and magnetic
properties. The morphology of the nanoparticles was investigated

Fig. 1. Schematic illustration of the synthesis procedure for Fe3O4/poly(FMA) core/
shell nanoparticles.

Fig. 2. 1H NMR spectrum of the poly(FMA) in DMSO-d6. Prior to analysis, the Fe3O4 nanoparticles were selectively removed from the Fe3O4/poly(FMA) nanoparticles by
dissolving them in DMSO followed by separation using a magnet.

Fig. 3. FT-IR spectra of (a) MPTS-functionalized Fe3O4 and (b) Fe3O4/poly(FMA)
core/shell nanoparticles.
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του υλικού, όπου µελετήθηκε επίσης η πρόσληψη από κύτταρα HeLa και η in vivo 
τοξικότητα σε έµβρυα ψαριών ζέµπρα. H εξαιρετική προοπτική των ΝΣΟΣ ως δοµικά 
στοιχεία σε συστήµατα µεταφοράς και ελεγχόµενης απόδοσης φαρµακευτικών ουσιών στον 
εγκέφαλο, παρακάµπτωντας τον αιµατοεγκεφαλικό φραγµό (blood brain barrier, BBB) [196, 
197], οδήγησε την οµάδα του Dringen [198] στην παρασκευή ΝΣΟΣ επικαλυµµένων µε την 
φθορίζουσα χρωστική BODIPY και την µελέτη της in vitro πρόσληψης από µικρογλοιακά 
κύτταρα του εγκεφάλου. H ερευνητική οµάδα της Pellegrino [178] ανέπτυξε φθορίζοντα-
µαγνητικά νανοϋλικά από την ελεγχόµενη συσσωµάτωση ΝΣΟΣ γ-Fe2O3 και ενός αµφίφιλου 
εναλασσόµενου συµπολυµερούς πολυ(µαλεϊκού ανυδρίτη-alt-οκταδεκενίου) το οποίο ήταν 
ενοφθαλµισµένο µε ολιγοµερή θειοφαινείου. Το µέγεθος κυµάνθηκε από 30 εως 400 nm 
µεταβάλλοντας τις συνθήκες και τα νανοϋλικά χρησιµοποιήθηκαν µε επιτυχία για την 
ταξινόµηση καρκινικών κυττάρων.  

2.5.2 Φαινόµενα Απόσβεσης Εκποµπής σε Φθορίζοντα-Μαγνητικά Νανοϋβριδικά Υλικά 

  Κρίνεται απαραίτητο σε αυτό το σηµείο να πραγµατοποιηθεί µία σύντοµη 
περιγραφή του φαινοµένου της απόσβεσης της εκποµπής φθορισµού, όταν µοριακές 
χρωµοφόρες βρίσκονται στο άµεσο περιβάλλον ανόργανων νανοδοµών. Κατ’ αντιστοιχία µε 
τα µοριακά συστήµατα FRET, η µεταφορά ενέργειας πραγµατοποιείται µέσω ενός 
σχηµατιζόµενου ζεύγους δότη (χρωµοφόρα) - δέκτη (νανοσωµατίδιο) [199]. Το φαινόµενο 
δεν εξαντλείται σε µεταλλικά ΝΣ αλλά εγείρεται επίσης τόσο σε νανοδοµές άνθρακα [194] 
και µεταλλικά οξείδια, όπου ο ακριβής µηχανισµός έχει προταθεί ότι εµπλέκει την εκδίωξη 
ενός ηλεκτρονίου από το µόριο και την µετάβαση στην ζώνη αγωγιµότητας της ανόργανης 
δοµής [200]. Η µείωση της εκπεµπόµενης ισχύος φθορισµού από την άµεση επαφή της 
χρωµοφόρας µε την επιφάνεια των ΝΣ, όταν συγκρίνεται µε την εκποµπή της χρωµοφόρας 
σε διάλυµα, έχει αναφερθεί ότι κυµαίνεται σε ποσοστά της τάξης του 34% [201],  ~ 70% 
[202] ή ακόµα και µέχρι την σχεδόν πλήρη απόσβεση (95 - 99%) [199]. Η απόσβεση του 
φθορισµού αποτελεί µία αναπόφευκτη πειραµατική περιπλοκή κατά τον σχεδιασµό 
φθορίζοντων µαγνητικών νανοδοµών και είναι αποδεκτή στα πλαίσια που ορίζονται από την 
εκάστοτε εφαρµογή [203]. Από την άλλη πλευρά, η απόσβεση φθορισµού της FITC από 
µεταλλικά ΝΣ Au έχει αξιοποιηθεί για την ανάπτυξη ενός καινοτόµου συστήµατος 
ανοσοφθορισµού για την ανίνευση της α-εµβρυϊκής πρωτεΐνης (AFP, Alpha-Fetal Protein) 
[204].  
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2.6 Εφαρµογές Μικροπηκτών και Νανοϋβριδικών Υλικών στην Μεταφορά και 
Ελεχγόµενη Αποδέσµευση Φαρµάκων 

  Η εξαιρετική βιοσυµβατότητα και ο συνδυασµός ελκυστικών φυσικοχηµικών 
χαρακτηριστικών (νανοδιαστάσεις και έλεγχος του µεγέθους, πορώδης δοµή, δυνατότητα 
πολλαπλής αποκρισιµότητας, επιδεκτικότητα χηµικής τροποποίησης) έχουν οδηγήσει στην 
ενσωµάτωση των µικροπηκτών µε βάση το PNiPAM σε εφαρµογές ενθυλάκωσης και 
ελεγχόµενης αποδέσµευσης φαρµακευτικών ουσιών. H ποικιλότητα των αλληλεπιδράσεων  
µεταξύ του φορέα και της ουσίας προς ενθυλάκωση καταδεικνύεται στην εργασία των Hoare 
και Pelton [205], όπου σειρά κατιοντικών και ουδέτερων φαρµάκων προσροφήθηκαν σε 
µικροπηκτές του τύπου P(NiPAm-co-όξινο µονοµερές). Σε συνέχεια αυτής της σειράς 
µελετών, η οµάδα του Kohane [206] κατάφερε να αριστοποιήσει τις συνθήκες ενθυλάκωσης 
ενός τοπικού αναισθητικού (bupivacaine) σε µικροπηκτές P(NiPAm-co-AAc). Η ελεγχόµενη 
αποδέσµευση του αναισθητικού παράγοντα µελετήθηκε µε στόχο την επίτευξη του µέγιστου 
χρόνου αναισθησίας µετεγχειρητικά. H φτωχή υδατοδιαλυτότα ενός φαρµάκου µπορεί να 
αναστείλει σηµαντικά την δράση του εξατίας της ελλιπούς βιοδιαθεσιµότητας. Η 
αντιοξειδωτική δράση των κουρκουµινοειδών (κουρκουµίνη, δεµεθοξυκουρκουµίνη, δις-
δεµεθοξυκουρκουµίνη) είναι γνωστή αλλά τα µόρια επιδεικνύουν µικρή συστηµική 
κυκλοφορία και χαµηλή συγκέντρωση σε ιστούς. Πολύ πρόσφατα βρέθηκε ότι 
συµπολυµερικές µικροπηκτές του τύπου P(NiPAm-co-AAc-co-VI), µπορούν να 
εξυπηρετήσουν ως νανοφορείς για την ενθυλάκωση κουρκουµινοειδών [207]. Η ρινική 
χορήγηση των νανοθεραπευτικών σε πειραµατόζωα στα οποία είχε τεχνητά προκληθεί 
ισχαιµικό επεισόδιο, οδήγησε στην αποτελεσµατικότερη αποκατάσταση της 
νευροφυσιολογικής δραστηριότητας σε σχέση µε την ενδοφλέβια χορήγηση, όπως 
αποδείχθηκε από την in vivo µελέτη. Ένα αντιυπερτασικό φάρµακο (προπανολόλη) 
ενθυλακώθηκε σε µικροπηκτές P(NiPAm-co-ΗΕΑΜ) [208], όπου ΗΕΑΜ: N-
υδροξυαιθυλακρυλαµίδιο. Ο ρυθµός απελευθέρωσης του φαρµάκου εµφάνισε ισχυρή 
εξάρτηση από την θερµοκρασία: πάνω από την VPTT το φάρµακο διαχέεται ταχέως από τις 
µικροπηκτές ενώ για Τ > VPTT το προφίλ αποδέσµευσης χαρακτηρίζεται από γρήγορη 
αποδέσµευση για τα πρώτα 5 min και έπειτα από παρατεταµένη διάχυση.  
  Η ανοχή ευρέως διαδεδοµένων λοιµωδών βακτηριδίων σε κοινά αντιβιωτικά έχει 
στρέψει την ερευνητική δραστηριότητα στην αναζήτηση εναλλακτικών. Μικροπηκτές µε 
βάση το PNiPAm έχουν χρησιµοποιηθεί σαν οχήµατα για την µεταφορά αντιβακτηριδιακών 
παραγόντων. Συγκεκριµένα, βακτηριοφάγα Κ ενθυλακώθηκαν σε µικροπηκτές του τύπου 
P(NiPAm-co-AlAm), όπου AlΑm: αλλυλαµίνη και µελετήθηκε η δράση έναντι σε 
βακτηριακή λοίµωξη µε Staphylococcus aureus (S. aureus). Οι νανοφορείς επέδειξαν 
µέγιστη δραστικότητα σε θερµοκρασίες που σχετίζονται µε παθολογικές περιοχές της 

G35



επιδερµίδας (~37 °C) [209]. Στο ίδιο πλάσιο, η εξωτερική χορήγηση δραστικών ουσιών 
όπως το σαλικυλαµίδιο, o µεθυλικός 4-υδροξυβενζοϊκός εστέρας (methyl paraben) και o 
προπυλικός 4-υδροξυβενζοϊκός εστέρας (propyl paraben) έχουν µελετηθεί ως προς την 
δυνατότητα ενθυλάκωσης και απελευθέρωσης από µικροπηκτές του τύπου poly(ΝiPAm-co-
BA-co-MAAc), όπου ΒΑ: ακρυλικός βουτυλεστέρας [210].  
  Η ενθυλάκωση ενός πεπτιδίου µε αντιφλεγµονώδη δράση πραγµατοποιήθηκε 
αξιοποιώντας µικροπηκτές του τύπου P(NiPAm-co-AMPSA), όπου AMPSA: 2-
ακρυλαµιδο-2-µεθυλ-1-προπανοσουλφονικό οξύ. Οι δισουλφιδικοί δεσµοί του παράγοντα 
σχηµατισµού σταυροδεσµών που χρησιµοποιήθηκε (N,N′-δις-ακρυλόυλ κυσταµίνη) 
επήγαγαν την ελεγχόµενη απελευθέρωση σε αναγωγικά περιβάλλοντα ή σε όξινο pH [211]. 
Η ενθυλάκωση και απελευθέρωση βιοµoρίων έχει επίσης υπάρξει το αντικείµενο της 
µελέτης των Zhu et al. [212]. Η BSA χρησιµοποιήθηκε ως πρωτεΐνη-µοντέλο κατά την 
προσρόφηση από µικροπηκτές του τύπου poly(NiPAm-co-VAGA), όπου VAGA: 6-O-
βινυλαδιποϋλ-d-γαλακτόζη. Η κινητική της απελευθέρωσης της BSA βρέθηκε ότι ελέγχεται 
από παράγοντες όπως η σύσταση της µικροπηκτής και η θερµοκρασία. 
  Οι µικροπηκτές µέ βάση το PNiPAm έχουν επίσης µελετηθεί ως προς την 
ενθυλάκωση αντικαρκινικών παραγόντων. To χηµειοθεραπευτικό και ανοσοκατασταλτικό  
µεθοτρεξάτη, ενθυλακώθηκε σε µικροπηκτές του τύπου P(NIPAAm-co-PAAc)-g-PEI, όπου 
PEI: πολυαιθυλενοϊµίνη [213]. Το νανοθεραπευτικό σχήµα βρέθηκε ότι απελευθερώνει 
ελεγχόµενα το φάρµακο σε φυσιολογικές συνθήκες (Τ=37 °C, pH=7.4). Με σκοπό την 
ενεργή στόχευση σε καρκινικούς όγκους, οι Blanco et al. [214] τροποποίησαν την επιφάνεια 
µικροπηκτών µε βάση το PNiPAm µε φολικό οξύ καθώς είναι γνωστό ότι οι υποδοχείς του 
φολικού οξέος υπερεκφράζονται σε ορισµένα καρκινικά κύτταρα. Ενθυλακώθηκαν δύο 
χηµειοθεραπευτικά, η 5-φλουορακίλη (5-FU, υδρόφιλο) και η ταµοξιφένη (υδρόφοβο), τα 
οποία επέδειξαν σηµαντικά διαφορετικά προφίλ αποδέσµευσης. Το 5-FU έχει επίσης 
ενθυλακωθεί σε µικροπηκτές P(NiPAm-co-GMA) [215], όπου GMA: γλυκιδυλικός 
µεθακρυλεστέρας, αξιοποιώντας την ειδική αλληλεπιδραση µεταξύ του φαρµάκου και των 
εποξειδικών οµάδων στις µικροπηκτές. Η ενθυλάκωση του χηµειοθεραπευτικού δοσεταξέλη 
σε νανοφορείς P(NiPAm-co-Am), όπου Αm: ακρυλαµίδιο, έχει αναφερθεί στην 
βιβλιογραφία [216]. Όπως αποδείχθηκε στην µελέτη in vivo, η συστηµική χορήγηση του 
νανοθεραπευτικού επέφερε µεγαλύτερη επιβράδυνση της ανάπτυξης καρκινικών όγκων σε 
σχέση µε την περίπτωση όπου η δοσεταξέλη χορηγούνταν αυτούσια. 
  Οι νανοϋβριδικοί φορείς µε βάση το PNiPAm µπορούν να προσφέρουν περαιτέρω 
οφέλη, όπως η αύξηση των παραµέτρων ελέγχου της αποδέσµευσης πέρα από τις µεταβολές 
της θερµοκρασίας ή/και του pH (ακτινοβολία, µαγνητικά πεδία) ενώ ταυτόχρονα να 
παρέχουν διαγνωστική λειτουργικότητα. Εµφορούµενη από αυτή την ιδέα, η οµάδα της 
Shuiqin Zhou [217] παρασκεύασε core/shell νανοϋβριδικές πηκτές οι οποίες αποτελεούνταν 
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από πυρήνα ΝΣ Ag και κέλυφος από P(NiPAm-co-AAc). H νανοφάση του ευγενούς 
µετάλλου παρείχε την οπτική λειτουργικότητα, καθιστώντας τους νανοφορείς ανιχνεύσιµους 
σε µελέτες κυτταρικής απεικόνισης ενώ στο “µαλακό” κέλυφος ενθυλακώθηκε η 
διπυριδαµόλη ένα αντιαιµοπεταλιακό/αντιπηκτικό φάρµακο. H απελευθέρωση του 
φαρµάκου στους 37 °C βρέθηκε ότι εξαρτάται από το pH ενώ το ποσοστό φόρτωσης ήταν 
συνάρτηση τους πάχους του πολυµερικού κελύφους. Ακολουθώντας µία τροποποιηµένη 
εκδοχή του πρωτόκολου των Zafeiropoulos et al. [101], οι Lawes et al. [218] εναπόθεσαν 
προσχηµατισµένα ΝΣ Fe3O4 στην επιφάνεια µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA), οι οποίες 
εξυπηρέτησαν ως φορείς του αντικαρκινικού παράγοντα µιτοξανδρόνη. Η παρουσία της 
µαγνητικής νανοφάσης επέτρεψε την ελεγχόµενη µετάβαση στην “υδρόφοβη” κατάσταση 
πλην όµως ο ρύθµός απελευθέρωσης του φαρµάκου δεν παρουσίασε ισχυρή εξάρτηση από 
την µετάπτωση φάσης όγκου του φορέα. Σε µία αρκετά ενδιαφέρουσα εφαρµογή, 
µικροπηκτές PNiPAm και επιφανειακά τροποποιηµένα ΝΣΟΣ χρησιµοποιήθηκαν ως 
πληρωτικά υλικά σε µακροσκοπικές πηκτές PNiPAm παραγόµενες από την in-situ πήκτωση 
προπαρασκευασµένων λειτουργικών πολυµερών [219]. Η θέρµανση της νανοσύνθετης 
δοµής από τους 37 στους 43 °C µε εφαρµογή εναλλασσόµενου µαγνητικού πεδίου 
προκάλεσε την συρρίκνωση των διάσπαρτων µικροπηκτών. Επακόλουθα, αυξήθηκε ο 
ελεύθερος όγκος στο εσωτερικό της µακροπηκτής και προήχθη η διάχυση µίας πρότυπης 
µακροµοριακής θεραπευτικής ένωσης (δεξτράνη επισηµασµένη µε φθορεσίνη). Η 
αντιστρεπτότητα της διεργασίας (αυξοµείωση της διάχυσης ανάλογα µε την θερµοκρασία) 
επέτρεψε την παλµική απελευθέρωση (pulsatile release) της ουσίας. Το αντικείµενο της 
ενθυλάκωσης και αποδέσµευσης από µικροπηκτές PNiPAm και συναφή νανοϋβριδικά 
επανεξετάζεται στο Κεφ. 6, εστιάζοντας σε µελέτες όπου ως δραστική ένωση 
χρησιµοποιήθηκε η δοξορουβικίνη. 
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Κεφάλαιο 3 

Τεχνικές Χαρακτηρισµού - Οργανολογία 

ΣΥΝΟΨΗ: Οι εφαρµοσθείσες τεχνικές χαρακτηρισµού στην παρούσα διατριβή 
κατηγοριοποιούνται ως i) φασµατοσκοπικές ii) κολλοειδείς και iii) στερεάς κατάστασης. Οι 
τεχνικές της πρώτης κατηγορίας περιλάµβαναν τις φασµατοσκοπίες UV-Vis, FT-IR, 
φθορισµού και πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού πρωτονίου (1H-NMR) και άνθρακα (13C-
NMR). Στις κολλοειδείς τεχνικές συγκαταλέχθηκαν η δυναµική σκέδαση φωτός (dynamic 
light scattering, DLS) και η ηλεκτροφορετική σκέδαση φωτός (electrophoretic light 
scattering, ELS). Ιδιαίτερη έµφαση δόθηκε στην θεωρητική θεµελίωση της DLS καθώς 
αποτέλεσε την κύρια τεχνική χαρακτηρισµού. Ο χαρακτηρισµός σε στερεά κατάσταση 
πραγµατοποιήθηκε µε θερµική σταθµική ανάλυση (thermogravimetric analysis, TGA) και 
µαγνητοµετρία παλλόµενου δείγµατος (vibrating sample magnetometry, VSM). Η βασικές 
αρχές της συνεστιακής µικροσκοπίας σάρωσης µε laser (confocal laser scanning 
microscopy) περιγράφονται συνοπτικά. 

3.1 Χαρακτηρισµός σε Διάλυµα 

3.1.1 Φασµατοσκοπία UV-Vis  [220, 221] 

Η ατοµική και µοριακή φασµατοσκοπία ορατού-υπεριώδους (UV-Vis) παρέχει 
πληροφορία σχετικά µε τις ηλεκτροδονητικές-περιστροφικές ενεργειακές µεταβάσεις και η 
καταγραφή ενός φάσµατος UV-Vis συνίσταται στην µέτρηση της απορροφούµενης έντασης 
ακτινοβολίας συναρτήσει του µήκους κύµατος στην περιοχή από 180 εως 800 nm (6.89 - 
1,55 eV). Στην περίπτωση µελέτης πολυατοµικών µορίων, η τεχνική δεν χαρακτηρίζεται από 
υψηλή διακριτική ικανότητα όσον αφορά την λεπτή υφή των δονητικών-περιστροφικών 
ενεργειακών επιπέδων και πρακτικά αποτυπώνει τις µεταβάσεις µεταξύ ηλεκτρονικών 
επιπέδων. Για το λόγο αυτό καλείται επίσης ηλεκτρονιακή φασµατοσκοπία. Όπως 
αναφέρθηκε παραπάνω, γενεσιουργός αιτία της απορρόφησης αποτελεί η µετάβαση 
ηλεκτρονίων από την κατάσταση ελάχιστης ενέργειας (θεµελιώδης κατάσταση) σε µία 
ενεργειακά υψηλότερη στάθµη (διεγερµένη κατάσταση). Σύµφωνα µε την θεωρία των 
µοριακών τροχιακών, η απορρόφηση στην περιοχή ενεργειών UV-Vis σχετίζεται µε την 
µετάβαση ενός ηλεκτρονίου από το ανώτερο κατειληµµένο µοριακό τροχιακό (HOMO) στο 
κατώτερο µη-κατειληµµένο µοριακό τροχιακό (LUMO) που αποτελεί την πιθανότερη 
διεργασία, χωρίς να αποκλείονται µεταβάσεις από µοριακά τροχιακά χαµηλότερης ενέργειας 
από το ΗΟΜΟ σε µοριακά τροχιακά υψηλότερης ενέργειας από το LUMO. Στο Σχήµα 3.1 
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αποδίδονται σχηµατικά οι µεταβάσεις µεταξύ των κατειληµµένων επιπέδων που συγκροτούν 
τα π, σ δεσµικά τροχιακά µαζί µε το n αδεσµικό τροχιακό και των µη-κατειληµµένων 
επιπέδων που συγκροτούν τα π*, σ* αντιδεσµικά τροχιακά. 

Σχήµα 3.1 Διάγραµµα ηλεκτρονικών µεταβάσεων µεταξύ µοριακών τροχιακών για το ενεργειακό 

φάσµα που καλύπτει η φασµατοσκοπία UV-Vis. 

Η κβαντική θεωρία υπαγορεύει ότι η ενεργειακή διαφορά µεταξύ δύο επιπέδων 
λαµβάνει αυστηρά διακριτές τιµές, συνεπώς ακτινοβολία µε συγκεκριµένο µήκος κύµατος 
και µόνο είναι δυνατόν να απορροφηθεί. Σε αντίθεση µε τα ατοµικά φάσµατα τα οποία 
απαρτίζονται από οξείες κορυφές απορρόφησης, τα µοριακά φάσµατα χαρακτηρίζονται από 
ευρείες κορυφές µε διαπλάτυνση γύρω από την µέγιστη τιµή απορρόφησης, η οποία 
αντιστοιχεί στην ηλεκτρονική µετάβαση. Η αιτία όπως έχει ήδη αναφερθεί εδράζεται στην 
υπέρθεση  των περιστροφικών-δονητικών ενεργειακών επάνω στα ηλεκτρονικά ενεργειακά 
επίπεδα όπως αποδίδεται στο Σχήµα 3.2. Η κατανόηση του µηχανισµού απορρόφησης στο 
φάσµα UV-Vis είναι απαραίτητη για την ερµηνεία των φαινοµένων φωταύγειας στην 
συνέχεια. Αξίζει σε αυτό το σηµείο να τονιστεί ότι τα χρωµατικά φαινόµενα λόγω 
ηλεκτρονικών µεταβάσεων οφείλονται στην απορρόφηση σε ορισµένη περιοχή του ορατού 
φάσµατος: ενώ το σύνολο των λειτουργικών οµάδων που απορροφούν στο UV-Vis 
καλούνται χρωµοφόρες, µόρια µε συγκεκριµένη δοµή και υποκαταστάτες προκαλούν την 
εµφάνιση χρώµατος µε την συµβατική έννοια του όρου. Συγκεκριµένα για τα οργανικα 
µόρια διακρίνουµε τρεις κατηγορίες χρωστικών: τα γραµµικά πολυένια, τα µη-αρωµατικά 
συστήµατα δακτυλίων και τα αρωµατικά συστήµατα. Κοινός τόπος των οργανικών 
χρωστικών αποτελεί η παρουσία συζυγιακών µοριακών τροχιακών που προέρχονται από την 
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εναλλαγή απλών και διπλών δεσµών. Όσο ο βαθµός της συζυγίας αυξάνεται µε την 
προσθήκη περισσότερων ζευγών δεσµών τόσο το ενεργειακό χάσµα µεταξύ HOMO και 
LUMO µειώνεται προοδευτικά προκαλώντας την βαθοχρωµική µετατόπιση του φάσµατος 
απορρόφησης. Ο βαθµός της συζυγίας είναι δυνατόν να επεκταθεί µε την οµοιοπολική 
προσθήκη υποκαταστατών οι οποίοι δρουν είτε ως δότες (αµίνοµάδες, υδροξυλοµάδες) είτε 
ως δέκτες (κυανοµάδες, καρβοξυλοµάδες) ηλεκτρονίων. 

Σχήµα 3.2 Διάγραµµα των ηλεκτρονικών µεταβάσεων µεταξύ µοριακών τροχιακών όπου 

απεικονίζονται τα δονητικά και περιστροφικά ενεργειακά επίπεδα. 

Η µοριακή φασµατοσκοπία UV-Vis ποιοτικά χρησιµοποιείται για την ταυτοποίηση 
λειτουργικών οµάδων (αλδεϋδικών ή κετονικών καρβονυλίων, αρωµατικών δακτυλίων) και 
την µελέτη συζυγιακών συστηµάτων. Η τεχνική βρίσκει εξαιρετική χρησιµότητα στον 
ποσοτικό προσδιορισµό οργανικών ενώσεων (π.χ. φάρµακα, χρωστικές) σε διάλυµα µέσω 
της σχέσης Beer-Lambert: 

log(I/I0) = Α = ε.C.l 

όπου I: ένταση διερχόµενης δέσµης ακτινοβολίας, I0: ένταση προσπίπτουσας δέσµης 
ακτινοβολίας, Α: απορρόφηση, C: συγκέντρωση (mol.lit-1), l: µήκος διαδροµής κυψελίδας 
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(cm) και ε: συντελεστής απορρόφησης (lit.mol-1.cm-1). Η γραµµική εξάρτηση της 
απορρόφησης από την συγκέντρωση επιτρέπει τον κατασκευή καµπύλης βαθµονόµησης για 
ουσίες όπου ο συντελεστής απορρόφησης ε δεν είναι διαθέσιµος βιβλιογραφικά, 
καθιστώντας εύκολη την τιτλοδότηση διαλυµάτων άγνωστης συγκέντρωσης. 

3.1.2 Φασµατοσκοπία Φθορισµού [222, 223] 

 Ο όρος φωταύγεια χρησιµοποιείται για να περιγράψει φαινόµενα αυθόρµητης 
εκποµπής ακτινοβολίας κατά την αποδιέγερση ηλεκτρονικά ή δονητικά διεγερµένων 
ενεργειακών καταστάσεων σε  συστήµατα τα οποία δεν βρίσκονται απαραιτήτως σε θερµική 
ισορροπία µε το περιβάλλον. Η τελευταία πρόταση υποδηλώνει την ανεξαρτησία του 
φαινοµένου από την θερµοκρασία και για το λόγο αυτό η φωταύγεια είναι συνώνυµη του 
ψυχρού φωτισµού. Συγκεκριµένα, όταν η διέγερση προκαλείται µε απορρόφηση φωτός το 
φαινόµενο ονοµάζεται φωτοφωταύγεια (photoluminescence) και ο φθορισµός µαζί µε τον 
φωσφορισµό αποτελούν τις συνηθέστερες εκδηλώσεις του φαινοµένου. Ένα τυπικό φάσµα 
διέγερσης (απορρόφησης) - εκποµπής (φθορισµού) για µία οργανική φθορίζουσα ένωση 
αποδίδεται στο Σχήµα 3.3.  

Σχήµα 3.3 Τυπικό φάσµα απορρόφησης-εκποµπής οργανικής φθορίζουσας ένωσης. Η κορυφή 

εκποµπής εµφανίζεται µετατοπισµένη στο ερυθρό εξαιτίας ενεργειακών απωλειών που οφείλονται  µέσω 

στην µετατόπιση Stokes. 

Η αλληλουχία των διεργασιών για την εµφάνιση του φθορισµού και οι χαρακτηριστικοί 
χρόνοι ζωής που συνοδεύουν κάθε στάδιο µπορούν να συνοψιστούν ως εξής:  
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α) Απότοµη διέγερση του µορίου σε ανώτερο ηλεκτρονικό επίπεδο. Σύµφωνα µε την αρχή 
Frank-Condon  το στάδιο της διέγερσης πραγµατοποιείται ακαριαία (~10-15 s). 2

β) Κατά την παραµονή στην ηλεκτρονικά διεγερµένη κατάσταση λαµβάνει χώρα ανταλλαγή 
θερµικής ενέργειας µέσω κρούσεων µε περιβάλλοντα µόρια (εσωτερική µετατροπή, ΕΜ) και 
αποδιέγερση σε χαµηλότερες δονητικές στάθµες (δονητική αποδιέγερση, ΔΑ). Ως 
αποτέλεσµα το διεγερµένο µόριο χάνει ενέργεια χωρίς την εκποµπή ακτινοβολίας µε 
χαρακτηριστικούς χρόνους δονητικής αποδιέγερσης της τάξης των 10-12 s.  
γ) Στην πλειονότητα των περιπτώσεων το µόριο µέσω της δονητικής αποδιέγερση µεταπίπτει 
στο κατώτερο δονητικό επίπεδο της διεγερµένης στάθµης όπου µπορεί να παραµείνει για 
χρόνους της τάξης των 10-8 s προτού επιστρέψει σε κάποιο δονητικό επίπεδο της 
θεµελιώδους.  
δ) Όντας στο χαµηλότερο δονητικό επίπεδο της διεγερµένης κατάστασης και εφόσον τα 
περιβάλλοντα µόρια δεν είναι δυνατόν να δεχθούν το ποσό της ενεργειακής διαφοράς για 
την µετάβαση στην θεµελιώδη, πραγµατοποιείται αυθόρµητη εκποµπή ακτινοβολίας δηλαδή 
φθορισµός. Η παραπάνω πορεία µπορεί να αποδοθεί σχηµατικά σε ένα διάγραµµα Jablonski 
(Σχήµα 3.4).  

Οι λεπτοµέρειες του µηχανισµού εκποµπής φθορισµού αποτυπώνονται στο φάσµα 
διέγερσης - εκποµπής (Σχήµα 3.3). Η πρώτη παρατήρηση σχετίζεται µε την βαθοχρωµική 
µετατόπιση του φάσµατος εκποµπής σε σχέση µε το φάσµα απορρόφησης και οφείλεται στο 
µικρότερο ενεργειακό περιεχόµενο της εκπεµπόµενης ακτινοβολίας σε σχέση µε αυτό της 
απορροφούµενης εξαιτίας των απωλειών Stokes (ΕΜ και ΔΑ). Περαιτέρω, σε πολλές 
περιπτώσεις το φάσµα εκποµπής εµφανίζεται ως κατοπτρικό είδωλο του φάσµατος 
απορρόφησης. Ο συµµετρική φύση των φασµάτων είναι αποτέλεσµα της παρεµφερούς 
δοµής των δονητικών επιπέδων της θεµελιώδους και των διεγερµένων ηλεκτρονικών 
κατάστασεων. Δηλαδή η διέγερση και αποδιέγερση µεταξύ δονητικών επιπέδων µε 
παρεµφερές ενεργειακό χάσµα παράγει µία κατοπτρικά όµοια περιβάλλουσα καµπύλη γύρω 
από την µέγιστη κορυφή η οποία αντιπροσωπεύει την πιθανότερη µετάβαση, τόσο στο 
φάσµα απορρόφησης όσο και στο φάσµα εκποµπής όπως υπαγορεύεται από την αρχή 
Franck-Condon. Τέλος, το σηµείο διασταύρωσης στο Σχήµα 3.3 αντιστοιχεί σε αµιγώς 
ηλεκτρονικές µεταβάσεις . Η εισχώρηση του φάσµατος εκποµπής µέσα στο φάσµα 3

απορρόφησης δεν παραβιάζει την αρχή διατήρησης της ενέργειας καθώς ένα µικρό ποσοστό 

 Αµελητέα µοριακή κίνηση σε αυτή την χρονική κλίµακα → η απορρόφηση παρέχει πληροφορία µόνο για το 2

κατώτερο δονητικό επίπεδο. Πυρήνες πρακτικά αµετακίνητοι → δονητικά επίπεδα µεταξύ διεγερµένης και 
θεµελιώδους συναφή.

 Ως αµιγώς ηλεκτρονικές µεταβάσεις ορίζονται οι µεταβάσεις µεταξύ των θεµελιωδών δονητικών επιπέδων σε 3

δύο ηλεκτρονικές στάθµες και για το λόγο αυτό καλούνται επίσης “0-0” µεταβάσεις. Σηµειώνεται ότι για τις 0-0 
µεταβάσεις τόσο η ενέργεια (λ) όσο και η πιθανότητα (σχ. ένταση) είναι η ίδια και στα δύο φάσµατα.
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µορίων µπορεί να βρίσκεται σε ανώτερο δονητικό επίπεδο όπως προβλέπεται από την 
στατιστική Boltzmann. Η επικάλυψη των φασµάτων αίρεται σε χαµηλές θερµοκρασίες. 

Σχήµα 3.4 Απλοποιηµένο διάγραµµα Jablonski. EM: εσωτερική µετατροπή, ΔΑ: δονητική αποδιέγερση, 

Α: απορρόφηση, F: φθορισµός, P: φωσφορισµός, Sx: µονή κατάσταση και Tx: τριπλή κατάσταση. 

Μία από τις σηµαντικότερες πληροφορίες που µπορούν να εξαχθούν µέσω της 
φασµατοσκοπίας φθορισµού σχετίζεται µε την ένταση της φθορίζουσας ακτινοβολίας ενός 
διαλύµατος χρωµοφόρας δεδοµένης συγκέντρωσης. Η ισχύς του φθορισµού µίας ένωσης 
περιγράφεται φορµαλιστικά µέσα από την κβαντική απόδοση (quantum yield), Φ, δηλαδή 
τον λόγο του αριθµού των εκπεµπόµενων προς τον αριθµό των απορροφούµενων φωτονίων 
από το δείγµα. Οι ουσίες µε Φ → 1 επιδεικνύουν την υψηλότερη λαµπρότητα φθορισµού. 
Είναι εύκολα αντιληπτό ότι η Φ δεν µπορεί να υπερβεί ή να λάβει την τιµή της µονάδας 
εξαιτίας των απωλειών Stokes. Εξίσου σηµαντικό µέγεθος αποτελεί και ο χρόνος ζωής 
φθορισµού τF διότι ορίζει το χρονικό πλαίσιο κατά το οποίο η χρωµοφόρα µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί για την µελέτη του άµεσου µικροπεριβάλλοντος. Ο χρόνος ζωής φθορισµού 
απουσία φαινοµένων αποδιέγερσης χωρίς εκποµπή καλείται φυσικός ή ενδογενής χρόνος 
ζωής φθορισµού, τFΝ. Τονίζεται ότι η αποδιέγερση είναι µία τυχαία διεργασία και ως εκ 
τούτου ένα µέρος των µορίων εκπέµπουν σε t = τFΝ. Όταν η αποδιέγερση διέπεται από έναν 
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εκθετικό νόµο, το 63% των µορίων θα εκπέµψει µε φθορισµό σε t < τFΝ και το 37% θα σε t 
> τFΝ. Τα παραπάνω µεγέθη µπορούν να παρασταθούν µέσω του ρυθµού εκποµπής µε 
ακτινοβολία, kR, και του ρυθµού αποδιέγερσης χωρίς ακτινοβολία,  kΝR σύµφωνα µε τις εξής 
σχέσεις: 

Φ = Ν εκπεµπόµενων φωτονίων / Ν απορροφούµενων φωτονίων = kR / kR+ kΝR 

 τF = 1 / kR+ kΝR και  τFΝ = 1 / kR, συνεπώς Φ = τF / τFΝ. 

Σχήµα 3.5 Απεικόνιση  χαρακτηριστικών χρόνων αποδιέγερσης σε απλοποιηµένο διάγραµµα Jablonski.  

Ο απόλυτος προσδιορισµός της Φ απαιτεί την χρήση εξεζητηµένης οργανολογίας για την 
ακριβή µέτρηση της έντασης της προσπίπτουσας ακτινοβολίας στο δείγµα. Για τις 
περισσότερες εφαρµογές αρκεί ο προσδιορισµός της σχετικής κβαντικής απόδοσης, ΦR, 
όπου η αποδοτικότητα µίας άγνωστης φθορίζουσας ένωσης συσχετίζεται µε αυτή µίας 
πρότυπης ένωσης σύµφωνα µε την σχέση: 

ΦX = (AS/AX) (FX/FS) (nX/nS)2 ΦS 

όπου Α είναι η απορρόφηση στο µήκος κύµατος της διέγερσης, F είναι το εµβαδό κάτω από 
καµπύλη του φάσµατος εκποµπής και n είναι ο δείκτης διάθλασης του διαλύτη. Οι όροι Α 
και F αντιστοιχούν στον αριθµό των απορροφούµενων και εκπεµπόµενων φωτονίων. Το 
πηλίκο των δεικτών διάθλασης υπεισέρχεται ως διορθωτικός παράγοντας για την περίπτωση 
όπου υπάρχουν σηµαντικές αποκλίσεις µεταξύ του πρότυπου και του µετρούµενου 
διαλύµατος, πρακτικά όµως λόγω των πολύ χαµηλών πειραµατικών συγκέντρωσεων 
ταυτίζεται µε την µονάδα. 

Η ένταση του φθορισµού είναι δυνατόν να υποστεί µείωση (ή επικρατέστερα 
απόσβεση, quenching) µε πληθώρα µηχανισµών. Η απόσβεση µέσω κρούσης 
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πραγµατοποιείται όταν η διεγερµένη χρωµοφόρα απενεργοποιείται κατά την επαφή µε 
έταιρο µόριο στο διάλυµα. Πρόκειται για δυναµική δυναµική διεργασία καθώς βασίζεται 
στον ρυθµό διάχυσης µικρών µορίων και στις αντίστοιχες µοριακές κρούσεις. Στην στατική 
απόσβεση η χρωµοφόρα και το µόριο-αποσβέστης σχηµατίζουν ένα µη-φθορίζον σύµπλοκο 
στην θεµελιώδη κατάσταση. Τέλος, σηµαντική είναι η απόσβεση φθορισµού λόγω 
µεταφοράς ενέργειας µε συντονισµό (fluorescence resonance energy transfer, FRET). Για να 
σηµειωθεί FRET, είναι απαραίτητο να υφίσταται επικάλυψη του φάσµατος εκποµπής 
φθορισµού της χρωµοφόρας (δότης) µε το φάσµα απορρόφησης έταιρου µόριου 
(αποδέκτης). Η FRET δεν εµφανίζεται ως το αποτέλεσµα εκποµπής ενός φωτονίου από τον 
δότη και απορρόφησης από τον αποδέκτη αλλά εξαρχής τα δύο µόρια είναι συζευγµένα µε 
αλληλεπίδραση διπόλου-διπόλου. 

3.1.3 Φασµατοσκοπία NMR [224, 225] 

Η φασµατοσκοπία NMR βασίζεται στην κβαντοµηχανική ιδιότητα του spin. Τα 
πρωτόνια (1H) όπως και ο άνθρακας-13 (13C) διαθέτουν ηµιακέραιο κβαντικό αριθµό spin 
(1/2). Όταν τοποθετούνται εν µέσω µαγνητικού πεδίου υιοθετούν δύο διακριτές καταστάσεις 
spin (up και down) µε µία µικρή ενεργειακή διαφορά, ΔΕ, µεταξύ τους, µε παρεπόµενη µία 
επίσης µικρή διαφορά µεταξύ των δύο πληθυσµών η οποία παράγει το σήµα στην 
φασµατοσκοπία NMR. Το µέτρο της ΔΕ δίνεται από την σχέση 

όπου γ, ο γυροµαγνητικός λόγος, h, η σταθερά του Planck και Β, το εφαρµοζόµενο 
µαγνητικό πεδίο. Η ποσότητα της ενέργειας είναι τόσο µικρή που εµπίπτει στην περιοχή των 
ραδιο συχνοτήτων. Ως αποτέλεσµα, όταν οι πυρήνες (1H ή 13C) απορροφούν στα 
ραδιοκύµατα, αλλάζει ο προσανατολισµός του άξονα της µαγνήτισης. H µελέτη της 
απορρόφησης σε ένα εύρος συχνοτήτων παρέχει πληροφορία σχετικά µε το χηµικό 
περιβάλλον του κάθε ατόµου, καθώς άτοµα σε διαφορετικά χηµικά περιβάλλοντα 
απορροφούν σε διαφορετικές συχνότητες ή όπως είναι αποκαλείται συνηθέστερα 
απορροφούν σε διαφορετικές χηµικές µετατοπίσεις, δ.  
Το µέτρο της δ δίνεται µέσω της σχέσης 

όπου νref , η χηµική µετατόπιση ενός προτύπου το οποίο συνήθως είναι το τετραµέθυλ 
σιλάνιο (TMS). Η δ εκφράζεται σε ppm επί της συχνότητας. 
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3.2 Χαρακτηρισµός σε Αιώρηµα 

3.2.1 Προσδιορισµός Υδροδυναµικής Διαµέτρου µε Δυναµική Σκέδαση Φωτός 

 Στο Σχήµα 3.6 αποδίδεται η κάτοψη µίας κλασσικής διάταξης για την διεξαγωγή 
πειράµατων σκέδασης. Το δείγµα ακτινοβολείται από πηγή ορατού φωτός και η 
δευτερογενής ακτινοβολία σκεδάζεται προς όλες τις διευθύνσεις. Η περιοχή του δείγµατος η 
οποία δέχεται την ακτινοβολία και ταυτόχρονα σκεδάζει φως προς τον ανιχνευτή καλείται 
σκεδάζων όγκος. Η προσπίπτουσα ακτινοβολία µπορεί να περιγραφεί µαθηµατικά ως ένα 
επίπεδο ηλεκτροµαγνητικό κύµα, το ηλεκτρικό πεδίο του οποίου στην θέση r δίνεται µέσα 
από την σχέση: 

όπου k το κυµατάνυσµα µε µέτρο , ω η γωνιακή συχνότητα, n, Ε0 το διάνυσµα πόλωσης και 
το πλάτος ταλάντωσης του ηλεκτρικού πεδίου αντίστοιχα. 

Σχήµα 3.6 Κάτοψη πειραµατικής διάταξης δοκιµών σκέδασης φωτός. 
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Τα µεγέθη n και το k ορίζουν αντίστοιχα το επίπεδο πόλωσης και την διεύθυνση διάδοσης 
του προσπίπτοντος κύµατος. Το µέγεθος q ονοµάζεται διάνυσµα σκέδασης και το µέτρο του 
είναι ίσο µε 

Το φαινόµενο της σκέδασης εκδηλώνεται όταν i) υπάρχει διαφορά στην τιµή του δείκτη 
διάθλασης των διάσπαρτων σωµατιδίων συγκριτικά µε την τιµή του µέσου διασποράς και ii) 
όταν τα διάσπαρτα σωµατίδια διαθέτουν διαστάσεις συγκρίσιµες µε το µήκος κύµατος της 
προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Για σταθερή γωνία σκέδασης, οποιαδήποτε µεταβολή στην 
καταγραφόµενη ένταση της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας οφείλεται αποκλειστικά στην 
τυχαία, περιστροφική και µεταφορική, κίνηση των σκεδαστών. Πρέπει να υπογραµµιστεί 
πως η ανάλυση που ακολουθεί προϋποθέτει σφαιρική συµµετρία. Ειδάλλως, είναι 
απαραίτητη η πραγµατοποίηση πειραµάτων δυναµικής σκέδασης φωτός σε πολλαπλές 
γωνίες (Multi Angle DLS). Σε κάθε δεδοµένη χρονική στιγµή το µέτρο της έντασης 
αντικατοπτρίζει την δυναµική του σκεδάζοντος όγκου, καθώς η αναιρετική ή ενισχυτική 
συµβολή των επιµέρους σκεδαζόµενων κυµάτων εξαρτάται από την σχετική θέση των 
σκεδαστών. Το αποτέλεσµα της κίνησης Brown δύο σκεδάζοντων σωµατιδίων στο µοτίβο 
συµβολής αναπαρίσται στο Σχήµα 3.7. 

Σχήµα 3.7 Αναπαράσταση της µεταβολής του σκεδαζόµενου πεδίου προς τον ανιχνευτή εξαιτίας της 

αλλαγής της σχετικής θέσης των δύο σωµατιδίων [226]. 

Το συνολική ένταση του προσπίπτοντος πεδίου στον ανιχνευτή λαµβάνει συνεχώς 
µεταβαλλόµενες τιµές και έχει τα χαρακτηριστικά σήµατος θορύβου. Το µέτρο της 
σκεδαζόµενης έντασης για την περίπτωση σκεδαστών µε χαρακτηριστικές διαστάσεις 
αρκετά µικρότερες από το µήκος κύµατος της προσπίπτουσας δέσµης (d < λ/20) [227] 
δίνεται προσεγγιστικά από την σχέση του Rayleigh [228]: 
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όπου α η πολωσιµότητα λ το µήκος κύµατος και R η απόσταση από τον ανιχνευτή. Διάφορα 
συµπεράσµατα µπορούν να εξαχθούν από την παραπάνω σχέση. Η ένταση της σκεδαζόµενης 
ακτινοβολίας, Ι, εξαρτάται αντιστρόφως ανάλογα από το µήκος κύµατος της προσπίπτουσας 
υψωµένο στην τέταρτη δύναµη, µε συνέπεια να υφίσταται ισχυρή µη γραµµική εξασθένηση 
όσο το λ αυξάνεται. Για το λόγο αυτό µία πηγή laser πράσινου φωτός (532 nm) θα 
προκαλούσε την παραγωγή εντονότερης δευτερογενούς ακτινοβολίας συγκριτικά µε ένα 
κόκκινο laser (633 nm) για την ίδια φωτεινή ροή. Ο όρος της πολωσιµότητας δίνεται από 
την σχέση  

όπου E, το προσπίπτον ηλεκτρικό πεδίο και p, η επαγόµενη διπολική ροπή [229]. Η 
πολωσιµότητα αποτελεί το µέτρο της ευκολίας µε την οποία µετατοπίζεται το ηλεκτρονικό 
νέφος των ατόµων του σκεδαστή και στο Ηλεκτροστατικό Σύστηµα Μονάδων (esu) 
λαµβάνει διαστάσεις όγκου (cm3). Μέσω της εξίσωσης Rayleigh προκύπτει ότι η ένταση του 
σκεδαζόµενου πεδίου εξαρτάται από την χαρακτηριστική διάσταση του σκεδαστή υψωµένη 
στην έκτη δύναµη (I ~ d6). Ως εκ τούτου, µεταβολή µίας τάξης µεγέθους στην διάµετρο των 
σκεδάζοντων σωµατιδίων επιφέρει 106 φορές αύξηση της έντασης (Σχήµα 3.8). 

Σχήµα 3.8 Η διαφορά ανάµεσα στις ποσοστιαίες κατανοµές ως προς τον αριθµό, τον όγκο και την 

ένταση της σκεδαζόµενης έντασης για µία 1:1 συλλογή νανοσωµατιδίων 5 και 50 nm [230]. 

Πρακτικά, η ένταση της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας από µία υποθετική κολλοειδή διασπορά 
µε όµοια σύσταση, αποτελούµενη από ένα εκατοµµύριο σωµατίδια διαµέτρου 5 nm και ενός 
σωµατιδίου 50 nm είναι µοιρασµένη ισόποσα µεταξύ των δύο ειδών. 
 Η θεωρία στην οποία βασίζεται ο πειραµατικός προσδιορισµός του µεγέθους των 
κολλοειδών σωµατιδίων προϋποθέτει ότι η καταγραφόµενη ένταση στον ανιχνευτή 
προέρχεται αποκλειστικά από την υπέρθεση των σκεδαζόµενων πεδίων από το κάθε 
σωµατίδιο ξεχωριστά. Συνεπώς, το εξεταζόµενο δείγµα απαιτείται να έχει χαµηλή 
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συγκέντρωση για την εξάλειψη φαινοµένων πολλαπλής σκέδασης. Στην αντίθετη περίπτωση 
το καταγραφόµενο σήµα θα περιείχε πληροφορίες όχι µόνο για την δυναµική του δείγµατος 
αλλά και για την δοµή του ή την φύση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των σκεδαστών. Το 
µεγαλύτερο µέρος της ακτινοβολίας διέρχεται από το δείγµα χωρίς να αλληλεπιδράσει µε τα 
σωµατίδια µε συνέπεια να απαιτούνται φωτεινές πηγές που διαθέτουν υψηλή λαµπρότητα 
(πλήθος φωτονίων / διατοµή δέσµης) και ικανές να παράγουν πολωµένη και σύµφωνη 
(coherent) ακτινοβολία. Τα παραπάνω χαρακτηριστικά δεν πληρούνται από τις συµβατικές 
φωτεινές πηγές και για το λόγο αυτό η δυναµική σκέδαση φωτός αναπτύχθηκε και 
καθιερώθηκε ως τεχνική χαρακτηρισµού µόνο µετά από την ανακάλυψη των laser. 
 Στο πλαίσιο της προσέγγισης Rayleigh θεωρείται ότι η το φως αλληλεπιδρά 
ελαστικά µε τους σκεδαστές χωρίς να ανταλλάσεται ενέργεια. Στην πραγµατικότητα το 
σκεδαζόµενο πεδίο υπόκειται σε ολίσθηση φάσης Δω η οποία οφείλεται στην σχετική 
κίνηση των σκεδαστών ως προς τον ανιχνευτή. Σωµατίδια µε συνιστώσα ταχύτητας κάθετη 
στην επιφάνεια του ανιχνευτή σκεδάζουν φως υψηλότερης ή χαµηλότερης συχνότητας, όταν 
πλησιάζουν ή αποµακρύνονται αντίστοιχα, εξαιτίας του φαινοµένου Doppler. Μπορεί να 
αποδειχθεί ότι η κατανοµή συχνοτήτων της έντασης των σκεδαζόµενων φωτόνιων 
περιγράφεται από µία λορεντζιανή συνάρτηση (Σχήµα 3.9) [231, 232].  

Η τιµή του πλάτους της κατάνοµης στο ήµισυ του µέγιστου ύψους (Full Width at Half-
Maximum) είναι ανάλογη του γινοµένου του συντελεστή αυτοδιάχυσης, D, των διάσπαρτων 
σωµατιδίων και του τετραγώνου του διανύσµατος σκέδασης, q2.  

Σχήµα 3.9 Διεύρυνση της συχνότητας του σκεδαζόµενου Η/Μ πεδίου εξαιτίας του φαινοµένου Doppler. 
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Τα πειράµατα δυναµικής σκέδασης πραγµατοποιούνται συνήθως υπό σταθερή γωνία, οπότε 
από τα πρωτογενή δεδοµένα µπορεί να υπολογιστεί ο D. Η υδροδυναµική διάµετρος, dH , 
προσδιορίζεται µέσω της σχέσης Stokes - Einstein  

όπου kB, η σταθερά του Boltzmann, Τ, η θερµοκρασία σε Kelvin και η, το ιξώδες. Η µέτρηση 
στηρίζεται στην διαχυτική ικανότητα των νανοσωµατιδίων µέσα στο ρευστό, οπότε ως 
υδροδυναµική διάµετρος ορίζεται η ισοδύναµη διάµετρος µίας σκληρής σφαίρας µε 
συντελεστή αυτοδιάχυσης ίσο µε τον µετρούµενο [233]. Για την αποσαφήνιση της έννοιας 
της υδροδυναµικής διαµέτρου στο Σχήµα 3.10 παρατίθενται τα χαρακτηριστικά µεγέθη για 
µία πρωτεΐνη. Με κόκκινο χρώµα αναπαρίσταται η µέση γυροσκοπική ακτίνα, Rg, η οποία 
µαθηµατικά ορίζεται από την σχέση: 

όπου mi, η µάζα του i-οστού ατόµου στην πρωτεΐνη και  η απόσταση του i-οστού ατόµου 
από το κέντρο µάζας. Με µαύρο χρώµα απεικονίζεται η ακτίνα RΜ η οποία θα χαρακτήριζε 
ένα άπόλυτα σφαιρικό µόριο µε την ίδια ακριβώς µάζα και πυκνότητα µε την πρωτεΐνη, ενώ 
µε πράσινο η περιφέρεια του κύκλου µε ακτίνα RR, o οποίος παράγεται από την περιστροφή 
του µορίου γύρω από το γεωµετρικό του κέντρο. Η υδροδυναµική διάµετρος, RH, 
προσδιορίζεται ανάµεσα στις RΜ  και RR. Όσον αφορά την φυσική σηµασία, η RH εµπεριέχει 
τόσο την συνεισφορά του διαλύτη στον τελικό όγκο του κολλοειδούς όσο και το φαινόµενο 
µέγεθος λόγω δυναµικών φαινοµένων (περιστροφή). 

Σχήµα 3.10 Σύγκριση της υδροδυναµικής διαµέτρου µε λοιπά χαρακτηριστικά µεγέθη για ένα βιοµόριο 

[234].  
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 Η ΔΣΦ εναλλακτικά ονοµάζεται Φασµατοσκοπία Συσχετισµού Φωτονίων (Photon 
Correlation Spectroscopy, PCS). H ονοµασία ΦΣΦ οφείλεται στην µαθηµατική τεχνική που 
χρησιµοποιείται για τον υπολογισµό της υδροδυναµικής διαµέτρου των σκεδαστών. Όπως 
έχει ήδη αναφερθεί η κυµατοµορφή Ι(t) λαµβάνει πλήρως τυχαίες τιµές καθώς αποτυπώνει 
µία στοχαστική διεργασία, την κίνηση Brown των διάσπαρτων σκεδαστών. 
Κατασκευάζοντας την κανονικοποιηµένη χρονική συνάρτηση αυτοσυσχέτισης g2(τ) από τα 
πρωτογενή δεδοµένα της  σκεδαζόµενης έντασης είναι δυνατή η ποσοτική ανάλυση της 
κινητικότητας των σωµατιδίων στο σκεδάζοντα όγκο: µικρά σωµατίδια µε µεγάλο 
συντελεστή αυτοδιάχυσης D θα χαρακτηρίζονται από χαµηλότερες τιµές της g2(τ) σε σχέση 
µε µεγαλύτερα σωµατίδια της ίδιας σύστασης και µορφολογίας και για το ίδιο χρονικό 
διάστηµα συσχέτισης, τ. Η g2(τ) ορίζεται ως: 

Η σχέση (2) ορίζει την χρονική συνάρτηση αυτοσυσχέτισης της σκεδαζόµενης έντασης. Για 
τις περισσότερες περιπτώσεις πρακτικού ενδιαφέροντος η g2(τ) συνδέεται µε την συνάρτηση 
αυτοσυσχέτισης του σκεδαζόµενου πεδίου  

µέσω της σχέσης Siegert: 

όπου β, σταθερά που εξαρτάται από την πειραµατική διάταξη και Β, σταθερά που ορίζει το 
επίπεδο ευαισθησίας του ανιχνευτή (baseline) και στις συνήθεις περιπτώσεις λαµβάνει την 
τιµή 1. Η αναλυτική έκφραση της g1(τ) για σκέδαση µονοδιάσπαρτων σκεδαστών είναι µία 
φθίνουσα εκθετική συνάρτηση και δίνεται από την σχέση g1(τ)=exp(-Γτ), όπου Γ = Dq2. Η 
µορφή του καταγρφόµενος σήµατος και της συνάρτησης αυτοσυσχέτισης αποδίδονται στο 
Παράρτηµα του Κεφαλαίου. Η αριθµητική προσαρµογή των πειραµατικών δεδοµένων πάνω 
στην θεωρητική έκφραση αποδίδει τον συντελεστή αυτοδιάχυσης και επακόλουθα την 
υδροδυναµική διάµετρο από την σχέση Stokes-Einstein. Η αντίστροφη ποσότητα του 
ρυθµού εκθετικής απόσβεσης Γ ονοµάζεται χρόνος χαλάρωσης (τrel = 1/Dq2) και ισούται µε 
το χρονικό διάστηµα στο οποίο ένα νανοσωµατίδιο έχει µετακινηθεί κατά q-1. 
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Ανακεφαλαιώνοντας, το σήµα Ι(t) καταγράφεται ανα χρονικό διάστηµα Δτ της τάξης των µs 
στον ανιχνευτή, οδηγείται σε ηλεκτρονική διάταξη συσχετιστή όπου κατασκευάζεται η g2(τ) 
και εν συνεχεία γίνεται η προσαρµογή στην εκθετική συνάρτηση.  
 Στην ανάλυση που προηγήθηκε δεν λαµβάνεται υπόψιν η πολυδιασπορά του 
εξεταζόµενου δείγµατος. Η πλειονότητα των συνθετικών κολλοειδών χαρακτηρίζεται από 
κατανοµή µεγεθών µε συνέπεια το δείγµα να περιγράφεται πλέον από µία κατανοµή τιµών 
των συντελεστών αυτοδιάχυσης, G(Γ) [235, 236]. Η συνάρτηση αυτοσυσχέτισης του πεδίου 
g1(τ) αναπαρίσταται ως ένα ολοκλήρωµα όπου η κάθε εκθετική συνάρτηση σταθµίζεται µε 
το ανάλογο στατιστικό βάρος G(Γ): 

όπου η G(Γ) είναι κανονικοποιηµένη έτσι ώστε G . Έπετα από µαθηµατικούς 
χειρισµούς (βλ. Παράρτηµα Κεφαλαίου), εξάγεται η σχέση:    

Τα πρωτογενή δεδοµένα προσαρµόζονται στο πολυώνυµο µε την µέθοδο των γραµµικών 
ελάχιστων τετραγώνων, οι συντελεστές του οποίου ταυτίζονται µε τις ροπές της αθροιστικής 
κατανοµής. Η ροπή πρώτης τάξης αντιστοιχεί στον µέσο ρυθµό απόσβεσης G και από αυτήν 
την υπολογίζεται η µέση υδροδυναµική διάµετρος κατά z (z-average). H ροπή δεύτερης 
τάξης αντιστοιχεί στην τυπική απόκλιση G , ενώ η ροπή τρίτης τάξης σχετίζεται µε την 
ασυµµετρία (skewness) της κατανοµής. Το πηλίκο 

ορίζεται ως ο δείκτης πολυδιασπορά της κατανοµής (polydispersity index, PDI) σύµφωνα µε 
το πρότυπα ISO 13321:1996 E και 22412. 
 Υπογραµµίζεται ότι η παραπάνω συζήτηση προϋποθέτει οιονεί σηµειακούς 
σκεδαστές, όµως η δυναµική σκέδαση φωτός χρησιµοποιείται εξίσου για την µελέτη 
δειγµάτων µε υδροδυναµικές διαµέτρους συγκρίσιµες µε το µήκος κύµατος της 
προσπίπτουσας δέσµης. Μέχρι τώρα υποτέθηκε εµµέσως ότι δεν υπάρχει επιπλέον εξάρτηση 
της σκεδαζόµενης έντασης ως προς την γωνία σκέδασης πέρα από αυτήν που ορίζει η σχέση 
του Rayleigh G . Αποδεικνύεται ότι η συνεισφορά των µεγαλύτερων 
σωµατιδίων στην σκεδαζόµενη ένταση σε ένα πολυδιάσπαρτο δείγµα µειώνεται όσο το 
µέτρο του διανύσµατος σκέδασης q αυξάνεται, εξαιτίας φαινοµένων συµβολής που 
οφείλονται στην σκέδαση από διαφορετικές περιοχές των σωµατιδίων [226]. Δεδοµένου ότι 
τα µεγαλύτερα σωµατίδια σκεδάζουν 106 φορές εντονότερα, ζητούµενο είναι η προαγωγή 
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της συνεισφοράς των µικρότερων σωµατιδίων στο καταγραφόµενο σήµα. Για το λόγο αυτό, 
το όργανο δυναµικής σκέδασης φωτός Zetasizer της Malvern Instruments υιοθετεί 
οπισθοσκεδαζόµενη γεωµετρία (backscattering geometry) µε τον ανιχνευτή τοποθετηµένο 
στις 173°, ελαχιστοποιώντας παράλληλα το ποσοστό της σκεδαζόµενης έντασης που 
οφείλεται σε σωµατίδια σκόνης.. 

3.2.2 Προσδιορισµός Δυναµικού-ζ µε Ανάλυση Φάσης Σκεδαζόµενης Ακτινοβολίας 
Φωτός (PALS) 

 Όπως έχει ήδη αναφερθεί, µεταξύ των σωµατιδίων µίας διασποράς αναπτύσσονται 
µέσω επαγόµενων διπόλων ελκτικές δυνάµεις Van der Waals, µε απόρροια την τάση για 
σχηµατισµό συσσωµατωµάτων. Η σταθερότητα της διασποράς επιτυγχάνεται µε την 
εισαγωγή πρόσθετων αλληλεπιδράσεων µεταξύ των σωµατιδίων οι οποίες αντιτίθενται στις 
ελκτικές δυνάµεις Van der Waals. Μία από τις τεχνικές σταθεροποίησης των κολλοειδών 
αποτελεί η ανάπτυξη ενός καθαρού φορτίου στην επιφάνεια τους µε σκοπό την επαγωγή 
απωστικών αλληλεπιδράσεων. Η παρουσία της επιφανειακής κατανοµής φορτίου έχει ως 
αποτέλεσµα την δηµιουργία ενός κελύφους αντισταθµιστικών ιόντων, φορτίων δηλαδή µε 
αντίθετο πρόσηµο, γύρω από τα κολλοειδή. Καθώς η επιφάνεια απαρτίζεται από δύο 
αντίθετα φορτισµένα είδη, γίνεται λόγος για την ανάπτυξη ηλεκτρικής διπλοστοιβάδας 
(electric double layer, EDL) [237].  
 Σύµφωνα µε την θεωρία των Gouy και Chapman τα αντισταθµιστικά ιόντα 
αντιµετωπίζονται ως σηµειακά φορτία τα οποία κατανένονται διάχυτα όσο η απόσταση από 
την επιφάνεια δυναµικού ψs αυξάνει. Η τιµή του δυναµικού σε απόσταση x από την 
επιφάνεια παρέχεται από την προσεγγιστική λύση του προβλήµατος από τους Debye και 
Huckel σύµφωνα µε την σχέση: 

ψ(x) = ψs exp(-κx) 

Το µέγεθος κ έχει διαστάσεις αντιστρόφου µήκους και ως 1/κ ορίζεται το µήκος της διάχυτης 
διπλοστοιβάδας (µήκος Debye), η απόσταση δηλαδή όπου το δυναµικό έχει µειωθεί στο 
37% του ψs. Τυπικές τιµές του 1/κ είναι της τάξης του 1 nm για συγκέντρωση 
αντισταθµιστικών ιόντων C = 10-1 M εως και 100 nm για C = 10-5 M. Η θεωρία των Gouy 
και Chapman επεκτάθηκε περαιτέρω από τον Stern λαµβάνοντας υπόψιν τις διαστάσεις των 
ιόντων: σύµφωνα µε το µοντέλο Stern η ηλεκτρική διπλοστοιβάδα συνίσταται από µία 
εσωτερική περιοχή όπου τα αντισταθµιστικά ιόντα βρίσκονται σε επαφή µε την φορτισµένη 
επιφάνεια και από µία εξωτερική περιοχή όπου τα ιόντα είναι διάχυτα (Σχήµα 3.11) [238].  
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Σχήµα 3.11 Οι περιοχές της ηλεκτρικής διπλοστοιβάδας φορτισµένου σωµατιδίου: στοιβάδα Stern, 

διάχυτη στοιβάδα και θέση του δυναµικού-ζ (αριστερά). Πειραµατική διάταξη PALS του οργάνου 

Zeatasizer Nano (δεξιά) [230]. 

  Στην προηγούµενη περιγραφή της ηλεκτρικής διπλοστοιβάδας τόσο τα διάσπαρτα 
σωµατίδια όσο και τα αντισταθµιστικά ιόντα θεωρήθηκε ότι βρίσκονται ακίνητα. Η µελέτη 
της σχετικής κίνησης των σωµατιδιών έναντι των αντισταθµιστικών ιόντων µέσα στο 
αιώρηµα είναι αντικείµενο της ηλεκτροκινητικής. Από την ποσοτική ανάλυση των 
ηλεκτροκινητικών χαρακτηριστικών ενός συστήµατος  µπορούν να εξαχθούν συµπεράσµατα 
σχετικά µε την φύση της επιφάνειας των σωµατιδίων, όσον αφορά το είδος και την 
κατανοµή του φορτίου και τις αλλαγές που επιφέρει σε αυτό η προσθήκη ηλεκτρολύτη ή η 
µεταβολή του pH. Είναι επίσης δυνατό να εκτίµηθεί η έκταση της επίδρασης που έχει πάνω 
στο επιφανειακό φορτίο των σωµατιδίων η προσρόφηση υδατοδιαλυτών πολυµερών ή 
τασιενεργών. Η προσρόφηση, για παράδειγµα, πολυµερικής τασιενεργής ένωσης στην 
επιφάνεια διάσπαρτων κολλοειδών τα οποία αρχικά φέρουν ελάχιστο ή µηδενικό φορτίο θα 
προκαλέσει µία µετρήσιµη αλλαγή στην κινητικότητα των σωµατιδίων όταν αυτά 
τοποθετηθούν σε ηλεκτρικό πεδίο. 
 Τα κύρια µεγέθη που προσδιορίζονται µέσω ηλεκτροκινητικών πειραµάτων είναι η 
ηλεκτροφορητική κινητικότητα, µ, δηλαδή ο λόγος της ταχύτητας των σωµατιδίων όταν 
υπόκεινται σε οµογενές ηλεκτρικό πεδίο προς το µέτρο του πεδίου (µ=u/E) και το δυναµικό-
ζ, το µετρούµενο δυναµικό στο επίπεδο διάτµησης (shear plane) το οποίο εντοπίζεται µεταξύ 
της στοιβάδας Stern και της διάχυτης στοιβάδας. Το σηµείο στο οποίο το δυναµικό-ζ 
λαµβάνει την τιµή µηδέν καλείται ισοηλεκτρικό σηµείο (isoelectric point). Το απλούστερο 
µοντέλο για την συσχέτιση της ηλεκτροφορετικής κινητικότητας και του δυναµικού-ζ σε 
ισχυρά πολικούς διαλύτες όπως το νερό, θεωρώντας σφαιρικά σωµατίδια µε καλά 
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Operation of the Zetasizer Nano 
            - Zeta potential measurements

In a similar way to the typical DLS system described in the size theory chapter, a 
zeta potential measurement system comprises six main components. First of all a 
laser � is used to provide a light source to illuminate the particles within the 
sample; for zeta potential measurements this light source is split to provide an 
Incident and Reference beam. The reference beam is also ‘modulated’ to 
provide the Doppler effect necessary. 

The laser beam passes through the centre of the sample cell �, and the scattering 
at an angle of 13° is detected.

ill 6778

When an electric field is applied to the cell, any particles moving through the 
measurement volume will cause the intensity of light detected to fluctuate with a 
frequency proportional to the particle speed. 

A detector � sends this information to a digital signal processor �. This 
information is then passed to a computer �, where the Zetasizer software 
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καθορισµένες διαστάσεις, δίνεται από την σχέση Smoluchowski µ=ε0εrζ/η ,όπου ε0,εr οι 
διηλεκτρική σταθερά του µέσου και των κολλοειδών αντίστοιχα, ζ το δυναµικό-ζ και η το 
ιξώδες. Τυπικές τιµές της µ για ζ=10-100 mV, η=10-3 Pa και εr=80 είναι της τάξης των 
0.7-7.0 10-8 m2.s-1.V-1 [239]. H εξίσωση Smoluchowski είναι εφαρµόσιµη στην περίπτωση 
όπου το µέγεθος των µετρούµενων σωµατιδίων είναι αρκετά µεγαλύτερο από το µήκος 
Debye [240] κάτι που ισχύει πρακτικά για όλα τα µελετούµενα κολλοειδή στην παρούσα 
διατριβή. Η µέτρηση της ηλεκτροφορετικής κινητικότητας πραγµατοποιείται µε πειράµατα 
Ανάλυσης Φάσης Σκεδαζόµενης Ακτινοβολίας Φωτός (Phase Analysis Light Scattering, 
PALS), η οποία αποτελεί εξέλιξη της Ταχυµετρίας Laser-Doppler (Laser-Doppler 
Velocimetry, LDV). Οι δύο τεχνικές στηρίζονται στην µεταβολή της συχνότητας που 
υφίσταται η σκεδαζόµενη ακτινοβολία εξαιτίας της συλλογικής κίνησης των φορτισµένων 
σκεδαστών µέσα σε ηλεκτρικό πεδίο και αναλύονται εκτενέστερα στο Παράρτηµα του 
Κεφαλαίου. 

3.3 Χαρακτηρισµός σε Στερεά Κατάσταση 

3.3.1 Θερµική Σταθµική Ανάλυση [225] 

  Μέσω της τεχνικής της θερµοσταθµικής ανάλυσης (thermogravimetric analysis, TGA) 
προσδιορίζεται η µεταβολή της  µάζας (βάρος) ενός δείγµατος όταν αυτό θερµαίνεται κάτω υπό 
συγκεκριµένες συνθήκες (ατµοσφαιρικές  ή αδρανείς). Στα πιο κοινά πειράµατα, η θερµοκρασία 
αυξάνεται γραµµικά σαν συνάρτηση του χρόνου, ενώ υπάρχει η δυνατότητα εκτέλεσης ισόθερµων 
πειραµάτων ή πειραµάτων όπου η θερµοκρασία µεταβάλλεται βηµατικά (temperature ramp). Στα 
πλαίσια της παρούσης διατριβής πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα γραµµικής αύξησης της 
θερµοκρασίας και από τα δεδοµένα εξήχθη η απώλεια µάζας (%) ως προς την θερµοκρασία. Μία 
καµπύλη αυτού του τύπου καλείται θερµογράφηµα, από την οποία είναι δυνατόν να εξαχθούν 
ποικίλες πληροφορίες. Πρωτίστως, αναγνωρίζονται οι θερµοκρασίες στις οποίες το δείγµα χάνει (ή 
κερδίζει) βάρος. Η απώλεια βάρους σηµατοδοτεί την αποικοδόµηση ή εξάτµιση του δείγµατος. Για 
την περίπτωση στερεών υγροσκοπικών δειγµάτων µπορεί να προσδιοριστεί το ποσοστό 
προσροφηµένης υγρασίας. Από την άλλη πλευρά, η πρόσληψη βάρους µπορεί να συνεπάγεται την 
προσρόφηση ενός συστατικού από την ατµόσφαιρα ή την χηµική οξείδωση του δείγµατος 
(αντίδραση µε τον ατµοσφαιρικό αέρα). Δευτερευόντως, οι περιοχές της καµπύλης όπου το βάρος 
παραµένει αµετάβλητο υποδεικνύουν το εύρος της θερµικής σταθερότητας του δείγµατος. Η τρίτη 
παράµετρος που προσδιορίζεται από ένα θερµογράφηµα αφορά την σύσταση του δείγµατος, καθώς 
η απώλεια µάζας σε συγκεκριµένη θερµοκρασία µπορεί να συσχετιστεί µε το % κ.β ποσοστό ενός 
συστατικού. 
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3.3.2 Μαγνητοµετρία Παλλόµενου Δείγµατος [241] 

  H µαγνητοµετρία παλλόµενου δείγµατος (vibrating sample magnetometry, VSM) 
παρέχει πληροφορία σχετικά µε τις µαγνητικές ιδιότητες ενός δείγµατος. Συγκεκριµένα, 
αποτελεί µία εύκολη και γρήγορη τεχνική για την λήψη της καµπύλης µαγνήτισης. Το δείγµα 
τοποθετείται µέσα σε ένα οµογενές µαγνητικό πεδίο, το οποίο παράγεται από έναν 
ηλεκτροµαγνήτη, µε αποτέλεσµα τα µαγνητικά δίπολα που απαρτίζουν το δείγµα να 
προσανατολιστούν στην διεύθυνση του πεδίου. Κοντά στο δείγµα βρίσκονται τοποθετηµένα 
τα πηνία λήψης (pickup coils). To δείγµα τίθεται σε περιοδική κίνηση χρησιµοποιώντας 
συνήθως πιεζοηλεκτρικό κρύσταλλο. Ανάλογα µε την ισχύ του εφαρµοζόµενου µαγνητικόυ 
πεδίου, η µαγνητική ροή στα πηνία µεταβάλλεται. Συνακόλουθα, στα άκρα του πηνίου 
παραγεται ηλεκτρικό σήµα ανάλογο µε την µαγνητική ροπή του δείγµατος. Αν αυτή η 
διαδικασία επαναληφθεί για πολλές διαφορετικές τιµές του εφαρµοζόµενου µαγνητικού 
πεδίου λαµβάνεται η καµπύλη µαγνήτισης από την οποία εξάγονται σηµαντικές πληροφορίες 
όπως είδος το είδος του δείγµατος (παραµαγνητικό, σιδηροµαγνητικό) και η τιµή της 
µαγνήτισης κόρου. 

3.3.3 Φασµατοσκοπία FT-IR [242] 

To φάσµα απορρόφησης στο µέσο υπέρυθρο (mid IR, 400 cm-1 - 4000 cm-1) 
συνιστά µία αποτύπωση των οµοιοπολικών δεσµών σε ένα µόριο ή υλικό. Η κύρια 
χρησιµότητα της τεχνικής έγκειται στην γρήγορη ποιοτική αναγνώριση λειτουργικών 
οµάδων. Η ακτινοβολία IR είναι υψηλότερης ενέργειας από τα ραδιοκύµατα και 
χαµηλότερης από την ορατή. Ο κανόνας επιλογής για την εµφάνιση απρρόφησης στο IR 
αποτελεί η µεταβολή της διπολικής ροπής του µορίου στην διεγερµένη κατάσταση. Η 
απορρόφηση πραγµατοποιείται όταν η συχνότητα της ακτινοβολίας συµπίπτει µε τις 
ιδιοσυχνότητες δόνησης των δεσµών και δόνησης-περιστροφής του µορίου. Οι πιο κοινοί 
τρόποι δόνησης είναι οι δονήσεις έκτασης (stetching) και οι δονήσεις κάµψης (bending). 
Kατά την διέγερση κάποιοι δεσµοί εκτείνονται συµφασικά  (συµµετρική έκταση) και 
κάποιοι εκτός φάσης (ασύµµετρη έκταση). Τα σύγχρονα φασµατοφωτόµετρα δεν 
περιλαµβάνουν µονοχρωµάτορες για την σάρωση του δείγµατος και βασίζονται στην 
παραγωγή συµβολογραµµάτων (interferograms). Η πληροφορία που φέρουν τα 
συµβολογράµµατα εξάγεται µέσω µεταχηµατισµών Fourier. 
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Σχήµα 3.12 Σχηµατική αναπαράσταση των δονήσεων έκτασης και κάµψης. 

3.4 Συνεστιακή Μικροσκοπία Σάρωσης µε laser [243, 244] 

  Η συνεστιακή µικροσκοπία σάρωσης µε laser (confocal laser scanning microscopy, 
CLSM) χρησιµοποιείται για την οπτική παρατήρηση ενός δείγµατος σε µικρές κλίµακες 
µεγέθους, οι οποίες είναι αδύνατον να προσεγγιστούν σε την συµβατική µικροσκοπία. Στην 
πλειονότητα των συνεστιακών µικροσκοπίων, η εικόνα σχηµατίζεται είτε από την ανάκλαση 
του φωτός από την επιφάνεια του δείγµατος, είτε από το φως που προκύπτει από φθορίζουσα 
εκποµπή στο δείγµα. Η δεύτερη εκδοχή είναι συνηθέστερη για την µελέτη βιολογικών 
δειγµάτων και χρησιµοποιήθηκε στα πλαίσια της παρούσης διατριβής. Ουσιαστικά, το 
συνεστιακό µικροσκόπιο φθορισµού µε laser αποτελεί µία αναβαθµισµένη µορφή του 
µικροσκόπιου φθορισµού. Στην συµβατική µικροσκοπία φθορισµού, η παρεµβολή της 
εκπεµπόµενης ακτινοβολίας φθορισµού από τµήµατα του δείγµατος τα οποία εντοπίζονται 
στον κάθετο άξονα παρατήρησης έχει ως αποτέλεσµα την απώλεια λεπτοµερειών από την 
εικόνα. Το φαινόµενο γίνεται ιδιαίτερα έντονο σε δείγµατα πάνω από ένα κρίσιµο πάχος (~2 
µm). Στην συνεστιακή µικροσκοπία, ο στόχος είναι η λήψη φωτεινής ακτινοβολίας από ένα 
µόνο επίπεδο εστίασης (focal plane) κάθετο στον άξονα παρατήρησης. Αυτό επιτυγχάνεται 
µε την παρεµβολή ενός πετάσµατος µε οπή ανάµεσα στην µονάδα παρατήρησης και στον 
αντικειµενικό φακό, επιτρέποντας µε αυτό τον τρόπο την σηµειακή εστίαση την δέσµης. Ο 
όρος “συνεστιακή µικροσκοπία” απόδώθηκε στην τεχνική διότι το κάθε επίπεδο 
παρατήρησης βρίσκεται συζευµένο µε το επίπεδο το οποίο ορίζει το πέτασµα µε την οπή. 
Για την καλύτερη εστίαση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, ακόµα ένα πέτασµα µε οπή 
τοποθετείται έπειτα από την φωτεινή πηγή. Οι πηγές laser έχουν επιτρέψει την 
ακτινοβόληση µικρών διατοµών µε υψηλή λαµπρότητα. Επίσης, η χρήση ευαίσθητων 
φωτοπολλαπλασιαστών στην µονάδα ανίχνευσης ελαχιστοποιεί την ανάγκη για υψηλή 
ένταση προσίπτουσας ακτινοβολίας και τα παρεπόµενα φαινόµενα δευτερογενούς 
φθορισµού από µόρια εκτός του επιπέδου εστίασης. Καθώς, η εικόνα από το συνεστιακό 
µικροσκόπιο αποτελεί µία “οπτική τοµή” του δείγµατος, µέσω της ανασύνθεσης της εικόνας 
από το λογισµικό µπορεί να προκύψει τρισδιάστατη αναπαράσταση. Με την χρησιµοποίηση 
δύο διαφορετικών χρωµοφόρων παρέχεται χωρική πληροφορία που αντιστοιχεί στην 
κατανοµή των µορίων στο δείγµα. 
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where m1 and m2 are the masses of the atoms at the ends of the bond. A practical
alternative way of expressing the reduced mass is:

µ = m1m2/(m1 + m2) (1.7)

The equation relating the force constant, the reduced mass and the frequency of
absorption is:

ν = (1/2π)
√

(k/µ)(1.8)

This equation may be modified so that direct use of the wavenumber values for
bond vibrational frequencies can be made, namely:

ν = (1/2πc)
√

(k/µ) (1.9)

where c is the speed of light.
A molecule can only absorb radiation when the incoming infrared radiation

is of the same frequency as one of the fundamental modes of vibration of the
molecule. This means that the vibrational motion of a small part of the molecule
is increased while the rest of the molecule is left unaffected.

SAQ 1.3

Given that the C–H stretching vibration for chloroform occurs at 3000 cm−1,
calculate the C–D stretching frequency for deuterochloroform. The relevant atomic
masses are 1H = 1.674 × 10−27 kg, 2H = 3.345 × 10−27 kg and 12C = 1.993 ×
10−27 kg.

Vibrations can involve either a change in bond length (stretching) or bond
angle (bending) (Figure 1.6). Some bonds can stretch in-phase (symmetrical
stretching) or out-of-phase (asymmetric stretching), as shown in Figure 1.7. If
a molecule has different terminal atoms such as HCN, ClCN or ONCl, then the
two stretching modes are no longer symmetric and asymmetric vibrations of sim-
ilar bonds, but will have varying proportions of the stretching motion of each
group. In other words, the amount of coupling will vary.
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H
H H H

O O

Stretching StretchingBending

Figure 1.6 Stretching and bending vibrations.
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Figure 1.7 Symmetric and asymmetric stretching vibrations.

Bending vibrations also contribute to infrared spectra and these are summa-
rized in Figure 1.8. It is best to consider the molecule being cut by a plane
through the hydrogen atoms and the carbon atom. The hydrogens can move in
the same direction or in opposite directions in this plane, here the plane of the
page. For more complex molecules, the analysis becomes simpler since hydrogen
atoms may be considered in isolation because they are usually attached to more
massive, and therefore, more rigid parts of the molecule. This results in in-plane
and out-of-plane bending vibrations, as illustrated in Figure 1.9.

As already mentioned, for a vibration to give rise to the absorption of infrared
radiation, it must cause a change in the dipole moment of the molecule. The
larger this change, then the more intense will be the absorption band. Because
of the difference in electronegativity between carbon and oxygen, the carbonyl
group is permanently polarized, as shown in Figure 1.10. Stretching this bond
will increase the dipole moment and, hence, C=O stretching is an intense absorp-
tion. In CO2, two different stretching vibrations are possible: (a) symmetric and
(b) asymmetric (Figure 1.11). In practice, this ‘black and white’ situation does
not prevail. The change in dipole may be very small and, hence, lead to a very
weak absorption.
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Figure 1.8 Different types of bending vibrations.
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Figure 1.9 Out-of-plane and in-plane bending vibrations.
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Κεφάλαιο 4  

Ανάπτυξη Πρωτοκόλλου Πολυµερισµού για την Παρασκευή 
Πολυµερικών Μικροπηκτών Πολυ(Ν-ισοπροπυλακρυλαµιδίου-co-
ακρυλικού νατρίου) [P(NiPAm-co-SA)] µε Αριστοποιηµένα 
Χαρακτηριστικά 

ΣΥΝΟΨΗ: Στο παρόν Κεφάλαιο περιγράφεται η διαδικασία ανάπτυξης του πρωτοκόλου 
πολυµερισµού για την παρασκευή µικροπηκτών µε αριστοποιηµένα χαρακτηριστικά. Ως 
πρωταρχικοί στόχοι ετέθησαν i) ο έλεγχος των υδροδυναµικών διαστάσεων, του λόγου 
διόγκωσης και της πολυδιασποράς, ii) η ρύθµιση της κρίσιµης θερµοκρασίας µετάπτωσης 
φάσης κοντά στη φυσιολογική θερµοκρασία του ανθρώπινου σώµατος και iii) ο 
εµπλουτισµός της επιφάνειας των νανοσωµατιδίων µε δραστικές θέσεις για την διενέργεια 
αντιδράσεων µετατροποποίησης και την in-situ εναπόθεση ανόργανης νανοφάσης. Σε 
δεύτερο επίπεδο, κριτήριο στη διαδικασία ανάπτυξης αποτέλεσε η δυνατότητα παρασκευής 
των µικροπηκτών σε κλίµακα άνω του ενός γραµµαρίου. Η θερµοκρασιακή απόκριση των 
µικροπηκτών σε διαφορετικά pH µελετήθηκε µε δυναµική σκέδαση φωτός και για την 
ερµηνεία των αποτελεσµάτων προτείνονται κατάλληλα µορφολογικά µοντέλα. Το τελικώς 
αριστοποιηµένο προϊόν χαρακτηρίστηκε µε pH-µετρική και πολυηλεκτρολυτική 
τιτλοδότηση µε σκοπό τον προσδιορισµό του λόγου µεταξύ του επιφανειακού και του 
συνολικού φορτίου, καθώς επίσης και για τον υπολογισµό των δραστικών οµάδων ανά 
µονάδα επιφανείας. 

4.1 Εισαγωγή 

  Μία συνηθισµένη συνθετική στρατηγική για την αύξηση ή µείωση της VPTT 
θερµοαποκρίσιµων µικροπηκτών συνίσταται στην προσθήκη µονοµερών µε υδρόφιλο ή 
υδρόφοβο χαρακτήρα αντίστοιχα. Οι επαγόµενες αλλάγες είναι δυνατόν να κυµαίνονται από 
λίγους βαθµούς °C [245] εως την εξάλειψη της VPTT στο εξεταζόµενο θερµοκρασιακό 
εύρος [246]. Για ενδεχόµενες βιοϊατρικές εφαρµογές ελεγχόµενης αποδέσµευσης είναι 
επιθυµητή η ρύθµιση της VPTT σε θερµοκρασιακό παράθυρο το οποίο επιτρέπει δυνητικά 
την ελεγχόµενη µετάβαση στην συρρικνωµένη κατάσταση σε περιβάλλον in vivo. Ιδιαίτερο 
ενδιαφέρον παρουσιάζει ο συµπολυµερισµός µονοµερών µε όξινες [247] ή βασικές [55] 
οµάδες, αφού ο ελεγχόµενος από το pH βαθµός ιοντισµού προσδίδει περαιτέρω 
αποκρισιµότητα. To ακρυλικό νάτριο (SA) επιλέχθηκε ως το δεύτερο µονοµερές καθώς έχει 
αναφερθεί ότι κατά τoν συµπολυµερισµό της πρωτονιωµένης του µορφής (ακρυλικό οξύ, 
ΑΑc) µε το NiPAm προς παρασκευή µικροπηκτών, η ενσωµάτωση επιτυγχάνεται σχεδόν 
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ποσοτικά [248] ή σε µεγάλη απόδοση [249]. Επιπρόσθετα, ο έλεγχος της χωρικής κατανοµής 
των δραστικών θέσεων στο σώµα των µικροπηκτών και η επιδεκτικότητα σε αντιδράσεις 
µετατροποποίησης υπήρξαν παράγοντες οι οποίοι αξιολόγηθηκαν κατά την προεργασία του 
πρωτοκόλου αριστοποίησης. H πρόρρηση της κατανοµής των δοµικών µονάδων όξινων 
συµµονοµερών κατά τον πολυµερισµό µε NiPAm µπορεί να συντελεστεί µε υφιστάµενα 
κινητικά µοντέλα [248] ή να επιτευχθεί a priori υιοθετώντας seed-feed πολυµερισµούς δύο 
σταδίων [246].  
  Εναλλακτικά, σε ένα σύνολο εργασιών έχει αναφερθεί η εφαρµογή της semi-batch 
τεχνικής για τον έλεγχο των φυσικοχηµικών χαρακτηριστικών σε µικροπηκτές µε βάση το 
PNiPAm. Συνοπτικά, κατά τους semi-batch πολυµερισµούς κατακρήµνισης, διάλυµα 
µονοµερούς/ων τροφοδοτείται στον αντιδραστήρα κατά την διάρκεια του πολυµερισµού. 
Μέσω της semi-batch µεθόδου έχει επιτευχθεί η οµοιογενέστερη κατανοµή σταυροδεσµών 
και κατ’ επέκταση η αύξηση του λόγου διόγκωσης και η µείωση της πολυδιασποράς [250, 
251], ο έλεγχος της µορφολογίας και των υδροδυναµικών διαστάσεων [252-254] αλλά και η 
παρασκευή µικροπηκτών σε µεγάλη κλίµακα [255]. Παρ’ όλα αυτά, πέρα από την απαίτηση 
εξειδικευµένης οργανολογίας όπως η χρήση αυτόµατης αντλίας έγχυσης, στις εγγενείς 
αδυναµίες της µεθόδου συγκαταλέγεται το µικρό ποσοστό ενσωµάτωσης του προστιθέµενου 
συµµονοµερούς σε χαµηλούς ρυθµούς προσθήκης [253], πιθανότατα εξαιτίας της 
παραγωγής ενός σηµαντικού κλάσµατος υδρόφιλου οµοπολυµερούς.  
  Από την άλλη πλευρά, η τεχνική της one-shot εισαγωγής του συµµονοµερούς σε 
χρονική στιγµή µεταγενέστερη της έναρξης του πολυµερισµού, απλοποιεί την συνθετική 
διαδικασία και έχει επίσης εφαρµοστεί επιτυχώς για τον εµπλουτισµό της επιφάνειας 
µικροπηκτών PNiPAM µε δραστικές καρβοξυλικές οµάδες [101]. Για τον λόγο αυτό, στο 
πρώτο στάδιο της ανάπτυξης του πρωτόκολου αριστοποίησης, µελετήθηκε συστηµατικά η 
επίδραση της προσθήκης του SA σε δεύτερο χρόνο επάνω στο µέγεθος, την VPTT και την 
συνδυαστική θέρµο-pH αποκρισιµότητα των µικροπηκτών. 

4.2 Παράµετροι Αριστοποίησης και Συνθετικός Έλεγχος 

  Οι τιµές-στόχοι των φυσικοχηµικών παραµέτρων και η ζητούµενη µορφολογία των 
αριστοποιηµένων µικροπηκτών παρατίθενται αρχικώς, µαζί µε µία σύντοµη επεξήγηση της 
σχετικής επιλογής. 

- Οι υδροδυναµικές διαστάσεις θα πρέπει να κυµαίνονται περί τα 200 nm στην διογκωµένη 
κατάσταση και 100 nm συρρικνωµένη κατάσταση. Μεταξύ των δεδοµένων διαστασιακών 
ορίων έχει αναφερθεί παράταση του χρόνου παραµονής πολυµερικών νανοφορέων στην 
κυκλοφορία του αίµατος, καθώς αποφεύγεται η βιοσυσσώρευση στο ήπαρ, στον σπλήνα ή 
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στα νεφρά [256], ενώ παράλληλα µπορεί να αξιοποιηθεί το φαινόµενο της αυξηµένης 
διαπερατότητας και κατακράτησης (Enhanced Permeability and Retention, EPR) [257-259] 
σε καρκινικούς ιστούς. Ταυτόχρονα, αφού η κατανοµή µεγεθών των νανοσωµατιδίων 
επηρεάζει την βιοκατανοµή τους [260], είναι επιθυµητή η ελαχιστοποίηση του δείκτη 
πολυδιασποράς. 

- Η θερµοκρασία µετάπτωσης φάσης όγκου (VPTT) θα πρέπει να προσεγγίζει την τιµή των 
36,7 °C, εξασφαλίζοντας κατ’ αυτόν τον τρόπο ότι ο εν δυνάµει φορέας δεν θα βρίσκεται 
στην συρρικνωµένη κατάσταση σε φυσιολογική θερµοκρασία. Επιπλέον, όσον αφορά in 
vivo εφαρµογές, η διαφορά θερµοκρασίας µεταξύ φυσιολογικών και παθολογικών ιστών 
σε κατάσταση φλεγµονής µπορεί να αξιοποιηθεί ως ερέθισµα για την στοχευµένη 
απελευθέρωση φαρµάκου [260].  

- Οι αριστοποιηµένες µικροπηκτές θα πρέπει να χαρακτηρίζονται από µορφολογία πυρήνα/
κελύφους (core/shell). Σύµφωνα µε τους Ηoare και Pelton [261]: “… η ιδανική µικροδοµή 
µίας λειτουργικής (functionalized) µικροπηκτής συνίσταται σε πυρήνα πλούσιο σε 
pNiPAm και σε επιφανειακό στρώµα-κέλυφος αποτελούµενο από χαλαρώς 
διασταυρωµένες αλυσίδες pNiPAm οι οποίες φέρουν καρβοξυλοµάδες.”. Η παραπάνω 
προσέγγιση λήφθηκε υπόψιν κατά την ανάπτυξη του πρωτοκόλου αριστοποίησης: ο 
αµιγώς θερµοαποκρίσιµος πυρήνας αναµένεται να εξυπηρετήσει ως “αποθηκευτικός 
χώρος” σε εφαρµογές ενθυλάκωσης µικρών µορίων ενώ το λειτουργικό κέλυφος αποτελεί 
την περιοχή όπου λαµβάνουν χώρα i) οργανικές αντιδράσεις σύζευξης και ii) εκλεκτική 
πυρήνωση και ανάπτυξη ανόργανης νανοφάσης.  

  Ακολούθως, εξετάζεται ο αναµενόµενος αντίκτυπος των συνθετικών παράµετρων  
του πολυµερισµού κατακρήµνισης επάνω στις ιδιότητες των µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA). 
Παράλληλα, επεξηγείται συνοπτικά η επιλογή µεταβολής ή µη της εκάστοτε παραµέτρου µε 
γνώµονα την επίδραση επάνω στα µεγέθη προς αριστοποίηση.  

- Η αρχική συγκέντρωση του ΝiPAm συνιστά βασική παράµετρο ελέγχου των διαστάσεων 
και του δείκτη πολυδιασποράς των µικροπηκτών, όπως επίσης και του τελικού στερεού 
περιεχοµένου της αντίδρασης πολυµερισµού. Μέσα από προπαρασκευαστικά πειράµατα 
βρέθηκε ότι υφίσταται µία κρίσιµη ελάχιστη συγκέντρωση ΝiPAm, µεταξύ 4 mM και 10 
mM, κάτω από την οποία δεν είναι δυνατή η συσσωµάτωση των αναπτυσσόµενων 
αλυσίδων προς σχηµατισµό των αρχικών πυρήνων. Με πρότερο δεδοµένο ότι για 
[ΝiPAm] = 10 mM έχουν ληφθεί ικανοποιητικά αποτελέσµατα, η συνθήκη αρχικοποίησης 
της πρώτης σειράς πειραµάτων βασίστηκε στην συγκεκριµένη τιµή. Στην δεύτερη σειρά η 
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συγκέντρωση διπλασιάστηκε στα 20 mM µε σκοπό την ικανοποίηση της απαίτησης για 
υψηλή απόδοση σε πολυµερές. Η συγκέντρωση αυξήθηκε στα 55 mM για το τελικώς 
αριστοποιηµένο προϊόν. 

- Ο έλεγχος του µεγέθους θα µπορούσε να πραγµατοποιηθεί διακόπτωντας την αντίδραση 
σε µικρούς χρόνους πολυµερισµού µέσω της εισαγωγής αναστολέα πολυµερισµού όπως η 
µέθυλοϋδροκινόνη [250], πρακτική η οποία όµως θα συνεπάγετο δυσκολία στο στάδιο 
καθαρισµού και αυξηµένο πειραµατικό κόστος. Η αντίδραση πολυµερισµού επιλέχθηκε 
να προχωρήσει για τέσσερεις ώρες µέχρι την τυπικώς πλήρη κατανάλωση των 
µονοµερών. Πρακτικά, η ποσοτική κατανάλωση του NiPAm επιβεβαιώνεται όταν το 
περιεχόµενο του αντιδραστήρα έχει χάσει την χαρακτηριστική οσµή του, η οποία είναι 
εξαιρετικά διαπεραστική ακόµη και σε συγκεντρώσεις της τάξης µερικών µΜ του 
µονοµερούς. 

- Η θερµοκρασία της αντίδρασης αποτελεί κρίσιµη παράµετρο όσον αφορά την κινητική 
του πολυµερισµού. Η ταχύτητα πολυµερισµού εξαρτάται από την συγκέντρωση του 
µονοµερούς [262], [Μ] και από την σταθερά διάδοσης, kp, η οποία τυπικά έχει εκθετική 
εξάρτηση από την θερµοκρασία, σύµφωνα µε έναν όρο Arrhenius [263]. Όσον αφορά την 
επίδραση της θερµοκρασίας πολυµερισµού στις διαστάσεις και την πολυδιασπορά των 
παραγόµενων µικροπηκτών έχει αναφερθεί ότι η κλιµακωτή αύξηση της θερµοκρασίας 
στο στάδιο της πυρήνωσης µπορεί να επιφέρει αλλαγή εως και µίας τάξης µεγέθους στις 
διαστάσεις [264]. Για την σειρά πειραµάτων συγκέντρωσης [ΝiPAm] = 0.01 Μ 
επιλέχθηκε η βιβλιογραφικά συνηθέστερα απαντώµενη Τ = 70 °C. Με σκοπό να 
αντισταθµιστεί η επίδραση του διπλασιασµού της συγκέντρωσης στο µέγεθος των 
σχηµατιζόµενων πρωταρχικών πυρήνων για την σειρά [ΝiPAm] = 0.02 Μ η θερµοκρασία 
µειώθηκε στους 60 °C. H θερµοκρασία πολυµερισµού του αριστοποιηµένου προϊόντος 
ορίστηκε στους Τ = 70 °C. 

- Η στοιχειοµετρική αναλογία µεταξύ των αντιδρώντων θεσπίστηκε σύµφωνα µε 
παρατηρήσεις οι οποίες εξήχθησαν µέσα από προπαρασκευαστικά πειράµατα και εκτενή 
βιβλιογραφική ανασκόπηση (βλ. Πίνακες 4.1 και 4.2 στο τέλος της παραγράφου). Για τις 
δύο πρώτες πειραµατικές σειρές η στοιχειοµετρική αναλογία διατηρήθηκε σταθερή. H 
µοριακή αναλογία [NiPAm]:[SA] ρυθµίστηκε στην τιµή 10:1 [101] καθώς έχει αναφερθεί 
ότι για συναφείς τιµές του λόγου [137, 265] επιφέρεται επαρκής αύξηση της VPTT. 
Αντίστοιχα, σύµφωνα µε την βιβλιογραφία, στο εύρος µοριακών λόγων [ΝiPAm]:[MBA] 
από 4.5 εως 164.5 (22% - 0.61% πυκνότητα σταυροδεσµών), η VPTT και ο λόγος 
διόγκωσης λαµβάνουν αποδεκτές τιµές. Ως εκ τούτου, η αναλογία [ΝiPAm]:[MBA] = 23 
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επιλέχθηκε για τις δύο πρώτες πειραµατικές σειρές, αφού λήφθηκε υπόψιν ότι η αύξηση 
της συνεκτικότητας του δικτύου επιδρά ευεργετικά στην µείωση των διαστάσεων, µε 
ζητούµενο όµως ταυτόχρονα την διατήρηση της ελαστικότητας η οποία εξασφαλίζει 
αυξηµένο λόγο διόγκωσης. Η αναλογία [ΝiPAm]:[KPS] = 52 επιλέχθηκε γιατί αφενός 
εξασφαλίζει ταχεία έναρξη του πολυµερισµού και αφετέρου συνάδει µε το εύρος το οποίο 
αναφέρεται στην βιβλιογραφία. Σύµφωνα µε την κλασσική κινητική θεωρία του ριζικού 
πολυµερισµού [266], το µέσο κινητικό µήκος µακρόριζας, ν, εξαρτάται από την 
συγκέντρωση του εκκινητή σύµφωνα µε την σχέση ν ~ [Ι]-1/2. Συνεπώς αύξηση του 
εκκινητή υπαγορεύει µικρότερο µοριακό βάρος σχηµατιζόµενων µακροριζών και κατ’ 
επέκταση µικρότερους πρωτογενείς πυρήνες. Ταυτόχρονα, όµως η µεγάλη αύξηση της 
συγκέντρωσης ελευθέρων ριζών στην επιφάνεια των πρωτογενών σωµατιδίων µπορεί να 
οδηγήσει στην αύξηση της κολλοειδούς πολυδιασποράς, εξαιτίας της ανοµοιογενούς 
συννένωσης στο στάδιο της δευτερογενούς πυρήνωσης [267]. 

- Ο χρόνος εισαγωγής του δεύτερου µονοµερούς αποτέλεσε το κοµβικό σηµείο του 
συνθετικού ελέγχου. Εξετάζοντας ένα µεγάλο δείγµα πειραµατικών συνθηκών 
παρατηρήθηκε ότι: i) στα συστήµατα NiPAm/MBA/KPS η διατήρηση του µεγέθους 
κοντά στις τιµές ενδιαφέροντος συντελείται µόνο µε προσθήκη SDS και ii) το αντίστοιχο 
συµβαίνει και στα συστήµατα µε AAc όπου επιπλέον σε ορισµένες περιπτώσεις 
παρατηρείται υπέρµετρη αύξηση της VPTT. Διαισθητικά, τα θεµελιώδη ερωτήµατα που 
τέθηκαν ήταν τα εξής: i) “πρωταρχικά, είναι εφικτός ο έλεγχος του µεγέθος αξιοποιώντας 
τον αµιγώς ιοντικό χαρακτήρα των δοµικών µονάδων του SA;” και ii) “δευτερευόντως, 
είναι εφικτή η σηµαντική άνοδος της VPTT και o ταυτόχρονος εµπλουτισµός του 
κελύφους µε καρβοξυλικές οµάδες;”. Η διασύνδεση µε το συνθετικό πρωτόκολο 
επιτεύχθη διατυπώνοντας διαφορετικά τα ερωτήµατα: i) “υφίσταται µία χρονική στιγµή, 
tin, µετά την έναρξη του πολυµερισµού όπου η προσθήκη του SA θα διέκοπτε την 
περαιτέρω συσσωµάτωση των πρωτογενών πυρήνων δρώντας ως “ψευδο-τασιενεργό”;” 
ενώ παράλληλα, ii) “είναι δυνατόν, µετά από την tin και µε δεδοµένους τους σχετικούς 
λόγους δραστικότητας rSA : rNiPAm, οι δοµικές µονάδες του SA να υπεισέρχονται µε τέτοιο 
τρόπο στο δίκτυο ώστε η συγκέντρωση τους να παρουσιάζει ακτινική βάθµωση;”. Με 
σκοπό την εξακρίβωση της ορθότητας του συλλογισµού, το SA προστέθηκε σε tin = 0 - 30 
min ανά 5 min για κάθε δείγµα. 
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Α1[268] A2[29] A3[269] A4[270] A5[250] A6[271] A7[272] A8[273] A9[67] A10[274] 
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B1[275] B2[276] B3[246] B4[277] B5[278] B6[249] B7[279] B8[280] B9[137] B10[281] 
B11[282] B12[283] B13[265] B14[284] B15[274] 
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4.3 Πειραµατικό Μέρος  

4.3.1 Σύνθεση Πολυµερικών Μικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) 

  Η σύνθεση των µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) πραγµατοποιήθηκε µε ελεύθερο 
ριζικό πολυµερισµό κατακρήµνισης απουσία τασιενεργού. Το µονοµερές N-
ισοπροπυλακρυλαµίδιο (NiPAm, Sigma 97%) ανακρυσταλλώθηκε δις χρησιµοποιώντας 
εξάνιο ως διαλύτη και ξηράνθηκε υπό κενό για 24 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Το 
ακρυλικό νάτριο (SA, Sigma 99%), το Ν,Ν´-µεθυλενο-δις-ακρυλαµιδίο (MBA, Sigma 99%) 
και το υπερθειικό κάλιο (KPS, Sigma 99%) χρησιµοποιήθηκαν χωρίς περαιτέρω 
επεξεργασία. Οι αντιδράσεις πολυµερισµού διεξήχθησαν σε ειδικά διαµορφωµένη σφαιρική 
δίλαιµη συσκευή των 250 ml µε δυνατότητα εισαγωγής θερµοµέτρου Hg, παροχής αερίου 
Ν2 και προσθήκης διαλυµάτων υπό αδρανείς συνθήκες. Η θερµοκρασία πολυµερισµού 
ρυθµίστηκε µε χρήση λουτρού ελαίου και διατηρήθηκε στους 70±2 °C για την πειραµατική 
σειρά συγκεντρώσεων 0.01 Μ και στους 60±2 °C για τις συγκεντρώσεις 0.02 Μ. Καθ’ όλη 
τη διάρκεια του πολυµερισµού επιβλήθηκε ισχυρή µαγνητική ανάδευση στο µίγµα της 
αντίδρασης, χρησιµοποιώντας κυλινδρικό µαγνήτη επικαλυµένο µε Teflon (L 250 mm × ∅ 
100 mm) και µαγνητικό αναδευτήρα της εταιρίας VELP Scientifica (Model ARE), ο οποίος 
λειτουργούσε στην µεγαλύτερη δυνατή κλίµακα στροφών ανά λεπτό. O ρυθµός ανάδευσης 
αποτελεί σηµαντική παράµετρο στον πολυµερισµό κατακρήµνισης µε ελεύθερες ρίζες, 
καθώς είναι δυνατόν να επηρεάσει το µέγεθος και την κατανοµή µεγεθών των παραγόµενων 
νανοσωµατιδίων [264, 285, 286].   
  Αρχικά, δις απεσταγµένο νερό (185 ml) το οποίο προηγουµένως έχει διέλθει από 
φίλτρο 0.4 µm προστίθεται στην συσκευή πολυµερισµού η οποία τοποθετείται στο λουτρό 
ελαίου και ρυθµίζεται η θερµοκρασία. Εξαιτίας της υψηλής θερµοχωρητικότητας του H2O 
απαιτείται ~1 h για την εξισσορόπηση της θερµοκρασίας. Στην συνέχεια, αφαιρείται το 
προσαρµοσµένο θερµόµετρο Hg, η συσκευή σφραζίζεται µε ελαστοµερικό πώµα και 
εφαρµόζεται απαέρωση µε ήπια ροή Ν2 για 30 min. Η απουσία του διαλυµένου οξυγόνου 
στις αντιδράσεις ριζικού πολυµερισµού ελαχιστοποιεί την παραγωγή µη-διασταυρωµένων/
διακλαδισµένων παραπροϊόντων [287]. Έπειτα, κατάλληλες ποσότητες NiPAm, MBA και 
SA (Πίνακας 4.3) διαλύονται σε 10 ml H2O µέσα σε ποτήρι ζέσεως και µεταφέρονται σε 
φιαλίδιο εξοπλισµένο µε ελαστοµερικό πώµα, όπου απαερώνονται µε ήπια διέλευση Ν2. Το 
διάλυµα των µονοµερών εισάγεται γρήγορα στην συσκευή πολυµερισµού µε ένεση, 
διατηρώντας αδιάλειπτα αδρανή ατµόσφαιρα. Έπειτα από 2 min και ενώ επικρατούν 
συνθήκες έντονης ανάδευσης, εισάγονται µε τον ίδιο τρόπο 2,5 ml διαλύµατος KPS για την 
έναρξη της αντίδρασης πολυµερισµού, αφού προηγουµένως είχε απαερωθεί. Η δεδοµένη 
αλληλουχία εισαγωγής µονοµερών και εκκινητή εξασφαλίζει την ελαχιστοποίηση 
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παραγωγής παραπροϊόντων η οποία θα οφείλονταν αφενός στην θερµική έναρξη του 
πολυµερισµού και αφετέρου στην αργή αποικοδόµηση του KPS προς σχηµατισµό 
ελευθέρων ριζών κατά τη διάρκεια της θερµικής σταθεροποίησης [250]. Στα πειράµατα όπου 
το SA εισάγεται σε δεύτερο χρόνο, ο χειρισµός είναι ακρίβως ίδιος µε αυτόν για την 
εισαγωγή του KPS. Η αδιακύµαντη θερµοκρασία πολυµερισµού εξασφαλίστηκε µε 
θέρµανση των διαλύµατων αµέσως πριν την εισαγωγή τους στην αντίδραση. H όψη του 
αντιδραστήρα πολυµερισµού σε διαφορετικούς χρόνους αντίδρασης παρουσιάζεται στις 
Εικόνες 4.1Α και 4.1Β. 
  Για τον καθαρισµό των παραγόµενων κολλοειδών εφαρµόστηκε η τεχνική της 
θρόµβωσης και επαναδιασποράς [140, 288-290]. Περιγραφικά, ο συνδυσµός θέρµανσης-
αυξηµένης ιοντικής ισχύος για τις οµοπολυµερικές µικροπηκτές PNiPAm ή θέρµανσης-
χαµηλού pH για τις συµπολυµερικές µικροπηκτές P(NiPAm-co-SA) έχει ως αποτέλεσµα την 
ανάπτυξη ισχυρών ελκτικών αλληλεπιδράσεων Van der Waals και τον σχηµατισµό 
µεσοσκοπικών συσσωµατωµάτων. Τελικώς σχηµατίζονται µικροσκοπικοί θρόµβοι οι οποίοι 
κατακρηµνίζονται υπό την επίδραση της βαρύτητας. Ίχνη µονοµερών και παραπροϊόντα 
χαµηλού µοριακού βάρους παραµένουν στο υπερκείµενο διάλυµα µε αποτέλεσµα τον 
επιτυχή διαχωρισµό. Έπειτα από τον τερµατισµό του πολυµερισµού µε εισαγωγή αέρα στον 
αντιδραστήρα, το περιεχόµενο µεταφέρεται σε ποτήρι ζέσεως των 250 ml και παραµένει υπό 
θέρµανση (45 - 50 °C) στον απαγωγό εως ότου ο όγκος µειωθεί στα ~ 100 ml. 
Εφαρµόζοντας ανάδευση, στην συµπυκνωµένη διασπορά προστίθεται στερεό NaCl ή 
στάγδην ο ελάχιστος δυνατός όγκος διάλυµατος HCl 1 Μ. Το λευκό κατακρήµνισµα 
συλλέγεται µε την βοήθεια µεταλλικής σπάτουλας (Εικόνα 4.1C) και αφήνεται προς 
ξήρανση σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά από το πρώτο στάδιο της ξήρανσης το προϊόν 
χαρακτηρίζεται από δυσκαµψία και ψαθυρότητα (συµπεριφορά σκληρού θερµοπλαστικού 
καθώς για το PNiPAm έχουν αναφερθεί τιµές θερµοκρασίας υαλώδους µετάπτωσης Tg = 130 
- 154 °C [272, 291, 292]), πλην όµως εµπεριέχεται σηµαντική ποσότητα φυσιοροφηµένου 
Η2Ο. Το κλάσµα µάζας του Η2Ο είναι απαραίτητο να αποµακρυνθεί διότι εισάγει σφάλµα 
στα πειράµατα τιτλοδότησης και παρεµποδίζει αντιδράσεις σύζευξης σε επόµενο στάδιο. Για 
τον λόγο αυτό η άµορφη µάζα τεµαχίζεται, λειοτριβείται σε χωνευτήρι αχάτη και ξηραίνεται 
µέχρι σταθερού βάρους υπό κενό. Η λεπτά διαµερισµένη σκόνη (Εικόνα 4.1D) φυλάσεται σε 
σφραγισµένα φιαλίδια µακριά από το φως και την υγρασία. 
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Εικόνα 4.1  Στιγµιότυπο αντιδραστήρα έπειτα από την έναρξη του πολυµερισµού: Α) 90 sec (γαλάζια/

γκρι θόλερότητα) και B) 8.5 min (γαλακτόχρωµο). C) Κατακρήµνιση της διασποράς και συλλογή 

πολυµερούς. D) Λειοτριβιµµένο δείγµα, E) εµφάνιση µετά από επαναδιασπορά σε συγκέντρωση 0.1% 

κ.β., pH = 7 στους 25 °C και F) στους 40 °C. 

4.3.2 Χαρακτηρισµός Πολυµερικών Μικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) 

4.3.2.1 Δυναµική Σκέδαση Φωτός (DLS) 

  Οι µετρήσεις DLS πραγµατοποιήθηκαν µε το όργανο Zetasizer Nano ZS της 
εταιρίας Malvern σε οπισθοσκεδαζόµενη γεωµετρία (173°) και στο θερµοκρασιακό εύρος 
298.15 - 318.15 K, µε βήµα 2 K στο διάστηµα 303.15 - 313.15  K. Παρασκευάστηκαν στοκ 
αιωρήµατα των 15 ml µε αρχική συγκέντρωση Cpol = 2 mg.ml-1 = 0.2 % κ.β., 
εξασφαλίζοντας την συλλογή ισχυρού σκεδάζοντος σήµατος και παράλληλα αποκλείοντας 
τα φαινόµενα δευτερογενούς σκέδασης.  
  Η επαναδιασπορά επιτέυχθη προσθέτωντας λειοτριβηµένη ποσότητα µικροπηκτών 
σε ειδικά διαµορφωµένο γυάλινο κυλινδρικό περιέκτη, ο οποίος περιείχε δις απεσταγµένο 
Η2Ο σε pH=7. Ο περιέκτης τοποθετήθηκε σε λουτρό υπερήχων Elmasonic S30H της 
εταιρίας Elma στην συνεχή λειτουργία για tmax = 30 min, διάστηµα κατά το οποίο η 
θερµοκρασία δεν υπερέβη τους 25 °C. Ποιοτικά, η καλή επαναδιασπορά ταυτοποιήθηκε 
οπτικά από την οµοιογενή, αµυδρά θολερή γαλάζια/γκρι εµφάνιση και ποσοτικά µε 
επαναλαµβανόµενες µετρήσεις ανά 1 min έπειτα από την παρέλευση χρόνου t = 20 min. Η 
πλήρης επαναδιασπορά ταυτοποιήθηκε όταν η απόκλιση µεταξύ δύο διαδοχικών µετρήσεων 
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µεγέθους ήταν µικρότερη απο ±5 %. Εξαιτίας της πλήρους πρωτονίωσης των καταλοίπων 
του SA στο στάδιο της αποµόνωσης του στερεού προϊόντος, ύστερα από την επαναδιασπορά 
των µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) το pH βρίσκεται µικρότερο από την αρχική τιµή του 
διαλύµατος. Η επαναφορά σε pΗ=7 πραγµατοποιήθηκε µε την στάγδην προσθήκη 
διαλυµάτος 0.01 Μ ΝαΟΗ χρησιµοποιώντας µηχανική πιπέτα. Για την εξάλειψη της 
συνεισφοράς των αντισταθµιστικών ιόντων Na+ στις υδροδυναµικές διαστάσεις στις 
µετρήσεις σε pH = 9 [293], η ιοντική ισχύς της διασποράς ρυθµίστηκε σε [Na+] = 10-3 M µε 
προσθήκη κατάλληλου όγκου (~15 µl) διαλύµατος NaCl 1 M. Από το αιώρηµα αφαιρέθηκε 
1 ml για τις µετρήσεις DH ως προς T σε pH = 7, ενώ ο υπόλοιπος όγκος διαχωρίστηκε 
ισοµερώς για την ρύθµιση του pH σε όξινες ή αλκαλικές τιµές µε συνδιαστική χρήση 
διαλυµάτων 0.01Μ/0.1Μ ΗCl ή 0.01Μ/0.1Μ ΝaOH. Κρίσιµες παράµετροι κατά την 
ρύθµιση του pH αποτελούν ο χρόνος σταθεροποίησης για την λήψη αξιόπιστης µέτρησης pH 
και η διατήρηση της ιοντικής ισχύος και της συγκέντρωσης κοντά στην αρχικά ορισµένη. 
  Οι παρατιθέµενες τιµές στα γραφήµατα αντιστοιχούν στις z-µέσες τιµές της 
υδροδυναµικής διαµέτρου (z-average). Η φυσική σηµασία του µετρούµενου µεγέθους έχει 
συζητηθεί στο Κεφάλαιο 3. Η κρίσιµη θερµοκρασία µετάπτωσης όγκου, VPTT ορίζεται στο 
σηµείο αλλαγής καµπυλότητας της προσαρµοσµένης συνεχούς συνάρτησης Dh(T). Από την 
µορφή της συνάρτησης ∂Dh/∂T είναι δυνατόν να εξαχθούν πληροφορίες σχετικά µε την φύση 
της µετάβασης καθώς: 
1. Το εύρος της συνάρτησης είναι ανάλογο της γραµµικότητας της µεταβολής, συνεπώς 

στενότερες καµπύλες υποδεικνύουν πιο απότοµες µεταβολές. 
2. Το ελάχιστο της τιµής αποτελεί ποιοτικό µέτρο του λόγου διόγκωσης: όσο µικρότερη η 

τιµή της παραγώγου, τόσο µεγαλύτερος ο λόγος διόγκωσης. 
3. Η παρουσία παραπάνω του ενός τοπικών ελαχίστων στην παράγωγο αποτυπώνει 

µηχανισµό µετάβασης στην συρρικνωµένη κατάσταση σε πολλαπλά στάδια. 

4.3.2.2 Ηλεκτροφορετική Σκέδαση Φωτός (ELS) 

  Οι µετρήσεις ELS πραγµατοποιήθηκαν µε το όργανο Zetasizer Nano ZS της 
εταιρίας Malvern σε γεωµετρία εµπρόσθιας σκέδασης (13°). Χρησιµοποιήθηκαν κυψελίδες 
PS προσαρµόζοντας το επαναχρησιµοποιούµενο εµβαπτιζόµενο κελί µέτρησης (dip cell). Tα 
πρωτογενή δεδοµένα ηλεκτροφορετικής κινητικότητας µετατράπησαν από το λογισµικό σε 
τιµές δυναµικού-ζ µέσω της σχέσης Einstein-Smoluchowski. Για τον προσδιορισµό του 
δυναµικού-ζ συναρτήσει του pH, χρησιµοποιήθηκε 1 ml από προπαρασκευασµένες 
διασπορές 0.2% κ.β σε pH=7 µε διαφορετικές τιµές [ΝaCl] και οι µετρήσεις 
πραγµατοποιήθηκαν σε δύο στάδια για την αποφυγή υπέρµετρης αύξησης της ιοντικής 

G69



ισχύος. Προκαθορισµένοι όγκοι διαλύµατων ΗCl ή ΝaOH χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε 
στάδιο για την λήψη των πειραµατικών σηµείων σε όξινο ή αλκαλικό pH. 

4.3.2.3 pH-µετρική/ELS τιτλοδοτήση µε ΗCl. ELS τιτλοδότηση µε PDADMAC 

  Το αυτόµατο σύστηµα MPT-2 Autotitrator της εταιρίας Malvern χρησιµοποιήθηκε 
και στα δύο είδη τιτλοδότησης. Η διακριτική ικανότητα του οργάνου επιτρέπει την 
ελεγχόµενη έγχυση µε ελάχιστο βήµα 10 µl. Παρασκευάστηκαν 10 ml αιωρήµατος ανά 
πείραµα τιτλοδότησης, υιοθετώντας τις ίδιες συνθήκες µε τις µετρήσεις DLS (Cpol = 2 
mg.ml-1, [NaOH] = 10-3 M, pH=7). Ακολουθήθηκε πορεία “αντίστροφης” τιτλοδότησης, 
κατά την οποία προστίθεται όξινο διάλυµα τίτλου ([ΗCl] = 10-2 M) στην αποπρωτονιωµένη 
διασπορά [294] και καταγράφεται το δυναµικό-ζ εως ότου προσεγγιστεί το ισοηλεκτρικό 
σηµείο (ΙΕP). Σε αµέσως επόµενο πείραµα καταγράφηκε η καµπύλη τιτλοδότησης του 
“κενού” πειράµατος: σε υδατικό διάλυµα µε αρχικό pH = 7 προστίθενται οι ίδιοι όγκοι, σε 
ίσο αριθµό διαστηµάτων και καταγράφεται η µεταβολή του pH. H “αντίστροφη” 
τιτλοδότηση προτιµήθηκε έναντι της “ευθείας” διότι: i) το αρχικώς ουδέτερο pH 
εξασφαλίζει την κολλοειδή σταθερότητα της διασποράς ενώ η επιβολή συνθηκών για την 
“ευθεία” τιτλοδότηση θα είχε ως αποτέλεσµα την αδυναµία µέτρησης του δυναµικού-ζ 
εξαιτίας της υπέρµετρης αύξησης της ιοντικής ισχύος και ii) υποτέθηκε ότι ελαχιστοποιείται 
ο ρόλος του πολυηλεκτρολυτικού φαινοµένου [295], εξαιτίας της µεγαλύτερης διαχυτότητας 
των πρωτονίων προς το δίκτυο των µικροπηκτών σε σχέση µε την εκδοχή της 
αποπρωτονίωσης του δικτύου. Για την σταθεροποίηση του pH, µεσολαβούσε χρονικό 
διάστηµα 300 s ανάµεσα σε κάθε βήµα προσθήκης ΗCl [296]. Ο προσδιορισµός του 
επιφανειακού φορτίου πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας διάλυµα κατιοντικού 
πολυηλεκτρολύτη 0.1 % κ.β. (PDADMAC, <Mw> = 150000 Da, 20 wt% σε H2O, Aldrich). 

4.4 Αποτελέσµατα 

4.4.1 Αποτελέσµατα DLS 

  Στα γραφήµατα που ακολουθούν παρουσιάζεται η µεταβολή της υδροδυναµικής 
διαµέτρου των µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) συναρτήσει της θερµοκρασίας, Dh vs T, σε 
ασθενώς αλκαλικές (pH = 9), ουδέτερες (pH = 7) και ασθενώς όξινες (pH = 5) συνθήκες. Οι 
µετρήσεις σε ενδιάµεσες ή/και χαµηλότερες τιµές pH πραγµατοποιούνται όπου κρίνεται 
αναγκαίο για την ανάδειξη της παράλληλης αποκρισιµότητας ως συνάρτηση του pH.  
  Η µορφή των διαγραµµάτων Dh vs T για τα δείγµατα όπου το SA απουσίαζε από 
την αντίδραση πολυµερισµού (Εικόνα 4.2) είναι ενδεικτική της επίδρασης του δίπτυχου 
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συγκέντρωση µονοµερούς/θερµοκρασία πολυµερισµού επάνω στο µέγεθος και στο προφίλ 
θερµικής απόκρισης των µικροπηκτών. Tο δείγµα PN_001, όπως και ένας σηµαντικός 
αριθµός από τα υπόλοιπα συντεθειµένα δείγµατα, επέδειξαν ιδιόµορφη συµπεριφορά κατά 
την θέρµανση, γεγονός το οποίο οδήγησε σε µία υπόθεση εργασίας η οποία βασίζεται στην 
παραδοχή ενός µορφολογικού µοντέλου για την ερµηνεία των δεδοµένων σκέδασης. 
Συγκεκριµένα, για pH=7, η z-µέση Dh λαµβάνει την τιµή των 121 nm στους 25 °C, 
θερµοκρασία αρκετά χαµηλότερη από την VPTT του PNiPAm (~ 32 °C), αναρριχάται στα 
150 nm για Τ=34 °C και τελικώς µεταπίπτει σχετικά απότοµα στα 106 nm για Τ=45 °C, στην 
συρρικνωµένη κατάσταση. Εκ πρώτης όψεως το δείγµα προσιδιάζει συγχρόνως την 
συµπεριφορά UCST και LCST συστηµάτων, όµως µέσα από την εξέταση συµπληρωµατικών 
αποτελεσµάτων των µετρήσεων DLS, ο ισχυρισµός αυτός για το δείγµα PN_001 δεν 
αποδεικνύεται ορθός.  
  Για την περιγραφή του µορφολογικού µοντέλου είναι αναγκαίο να δωθεί έµφαση 
σε δύο από τα φυσικά µεγέθη που διέπουν την ένταση της σκέδαζόµενης ακτινοβολίας, στο 
µέγεθος και στον δείκτη διάθλασης των σκεδαστών. Δίνοντας ένα ηµιποσοτικό παράδειγµα, 
δεδοµένου ότι οι διαστάσεις υπεισέρχονται στην εξίσωση Reyleigh (βλ. Παράγραφο 3.2.1) 
µε έναν όρο υψωµένο στην έκτη δύναµη (Ι ∝ d6), είναι αναµενόµενη 26 = 64 φορές 
µεγαλύτερη συνεισφορά στην ένταση από µικροπηκτές µε Dh,Collapsed = 1/2 Dh,Swollen. Από 
την άλλη πλευρά, η παρατηρούµενη θολερότητα όταν ένα δείγµα σταθερής συγκέντρωσης 
θερµαίνεται και µεταπίπτει στην συρρικνωµένη κατάσταση (Εικόνα 4.1Ε και 4.1F) αποτελεί 
αδιαφιλονίκητη επιβεβαίωση της κυριαρχίας του ανταγωνιστικού όρου στην εξίσωση, όπου 
εµπεριέχεται ο δείκτης διάθλασης των σκεδαστών και του µέσου διασποράς. Για λόγους 
συντοµίας, η διαφορά µεταξύ του δείκτη διαθλασης του περιβάλλοντος Η2O και των 
µικροπηκτών θα αναφέρεται απλά ως αντίθεση. Σε µία µέτρηση DLS, η ένταση του 
καταγραφόµενου σήµατος (Derived Count Rate, DCR) σχετίζεται µε το πλήθος των 
προσπίπτοντων φωτονίων στον ανιχνευτή και είναι ένα ποσοτικό µέτρο της έντασης της 
σκεδαζόµενης ακτινοβολίας. Μαζί µε τον δείκτη πολυδιασποράς, PDI, όπως ορίστηκε στο 
Κεφάλαιο 3, µπορούν να προσφέρουν επικουρικά χρήσιµες πληροφορίες σχετικά µε τις 
µορφολογικές αλλαγές κατά την θέρµανση της διασποράς PN_001. 
  Το προφίλ της µεταβολής Dh  vs T αντικατοπτρίζει αφενός την µικρή ευαισθησία 
του PN_001 έναντι στο pH η οποία οφείλεται στην παρουσία των όξινων καταλοίπων SO4- 
από τον εκκινητή. Σηµαντικότερα όµως, καταµαρτυρά ότι η ίδια διεργασία επιφέρει τα 
αντίθετα αποτελέσµατα επάνω στην ανιχνευόµενη Dh µε DLS. Πάνω απο την VPTT οι 
ελεύθερες και ασθενώς διασταυρωµένες αλυσίδες που απαρτίζουν το κέλυφος τείνουν να 
αναδιπλωθούν υπό την επίδραση ασθενών Van der Waals ενδοµοριακών αλληλεπιδράσεων, 
καθώς η µεγαλύτερη συγκέντρωση πρωτονίων είναι ικανή να προκαλέσει τοπικά την 
εξουδετέρωση ηλεκτροστατικών απώσεων που οφείλονται στην παρουσία των SO4-. Κάτω 
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Εικόνα 4.2 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm) για συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 

20 mM (B) σε pH = 5, 7, 9. 

από την VPTT, ο κυρίαρχος µηχανισµός συρρίκνωσης των µικροπηκτών οφείλεται στην 
εντροπικής προέλευσης αποβολή του Η2O και την ανάπτυξη περαιτέρω διαµοριακών 
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αλληλεπιδράσεων. Κοινό χαρακτηριστικό και στις δύο περιπτώσεις αποτελεί η αύξηση της 
τοπικής πυκνότητας σε πολυµερές και κατ’ επέκταση η ενίσχυση της σκεδαζόµενης 
ακτινοβολίας. To ερώτηµα που τίθεται εύλογα είναι το εξής: “για πιο λόγο η αύξηση της 
αντίθεσης και µόνο, επάγει απόκλιση από την κλασσικά αναµενόµενη συµπεριφορά για Τ < 
VPTT (Dh,pH=5 > Dh,pH=9) και επαναφορά για Τ > VPTT (Dh,pH=9 > Dh,pH=5);”.  
  Στο Σχήµα 4.2 αποδίδεται το πιθανό µορφολογικό µοντέλο για το PN_001, βάσει 
του οποίου ερµηνεύται η “µη-κανονική” θερµική συµπεριφορά που καταγράφεται στις 
µετρήσεις DLS. To δείγµα PN_001 µπορεί να υποτεθεί ότι απαρτίζεται από δύο διακριτές 
περιοχές: τον πυκνώς διασταυρωµένο πυρήνα και την περιφέρεια που αποτελείται από 
διακλαδισµένα, ακαθόριστης µορφολογίας και χαµηλού βαθµού διασταυρώσεως τµήµατα 
αλυσίδων (Σχήµα 4.2Α). Ως αποτέλεσµα, οι µικροπηκτές απέχουν από την ιδανική 
µορφολογία µαλακών σφαιρικών σωµατιδίων και η υδροδυναµική διάµετρος δεν συµπίπτει 
µε την διάµετρο µίας υποθετικής περιγεγραµµένης σφαίρας. Παράλληλα, κατά την 
θέρµανση σηµειώνεται µείωση του PDI και αύξηση του DCR, µε ενίσχυση του µοτίβου για 
ελλατούµενο pH (Εικόνα Π4.1, Παράρτηµα Κεφαλαίου 4), υποδηλώνοντας ότι οι 
περιφερειακές αλυσίδες οριοθετούνται περισσότερο σε αυτές τις συνθήκες. 

Σχήµα 4.2 Μορφολογικό µοντέλο µικροπηκτών PN001, όπου µε γαλάζιο χρώµα αποδίδονται οι 

αλυσίδες του PNiPAm. Η γκρι διακεκοµένη καµπύλη αναπαριστά τα ορία του πυκνώς διασταυρωµένου 

πυρήνα, ενώ οι πορτοκαλί διακεκοµένες αναπαριστούν τις ανιχνεύσιµες υποπεριοχές µε DLS. 

  Με βάση την παραπάνω ανάλυση, είναι λογικό να υποτεθεί ότι η κατά τον 
προσδιορισµό της Dh για Τ < VPPT µε DLS λαµβάνεται υπ’ όψιν η συνεισφορά ενός 
µικρότερου πληθυσµού και ως εκ τούτου η υδροδυναµική διάµετρος στο PN_001 βρίσκεται 
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φαινοµενικά µικρότερη. Με µία συµπληρωµατική διατύπωση µπορεί να λεχθεί ότι η 
καταγραφόµενη Dh συµπίπτει µε την διάµετρο ενός υποφλοιού, στην διεπιφάνεια του οποίου 
το φως σκεδάζεται αρκούντως ισχυρά για την παραγωγή ανιχνεύσιµου σήµατος, Iscattered 
(Σχήµα 4.1Β). Αυτή η διεργασία αποτυπώνεται υπόρρητα στην κατανοµή της σκεδαζόµενης 
έντασης συναρτήσει του µεγέθους πληθυσµού, Ι vs Dh. Η µεταβολή της µορφολογίας 
αυξούσης της θερµοκρασίας, µε ακόλουθη την σταδιακή ελάττωση της συνεισφοράς του 
φαινόµενου πληθυσµού µε τις µικρότερες διαστάσεις στην σκεδαζόµενη ακτινοβολία, 
εκδηλώνεται εναργέστερα σε επόµενα δείγµατα (Εικόνες Π4.3-4). Η δοθείσα υπόθεση 
εργασίας και η ερµηνεία των αποτελεσµάτων DLS επανεξετάζονται στην Παράγραφο 4.5. 
  Η εικόνα που παρουσιάζει το PN_002 διαφέρει σηµαντικά από το PN_001, 
υπογραµµίζοντας την µεγάλη ευαισθησία του συστήµατος σε αλλαγές της αρχικής 
συγκέντρωσης ΝiPAM. Στους 25 °C, η µέση υδροδυναµική διάµετρος του PN_002 βρέθηκε 
στα 387 nm και 391 nm για pH=9 και pH=7 αντίστοιχα, ενώ σε pH=5 ελαττώθηκε στα 359 
nm. Ο PDI παρέµεινε σε πολύ χαµηλό επίπεδο (σε pH=7, PDIT=25°C = 0.095 και PDIT=25°C = 
0.079), καθιστώντας τα δείγµατα πρακτικά µονοδιάσπαρτα. Από την άλλη πλευρά, το 
προφίλ θερµικής απόκρισης είναι ενδεικτικό µορφολογικής ανοµοιογένειας καθώς 
αναγνωρίζεται µηχανισµός συρρίκνωσης δύο σταδίων (VPTT1 ~ 31 °C, VPTT2 ~ 36 °C). Σε 
αυτό το σηµείο, το PN_002 εµφανίζει µορφολογική οµοιότητα µε το PN_001, πλην όµως 
µπορεί να υποτεθεί ότι το κέλυφος στερείται της ακαθόριστης, έντονα διακλαδισµένης 
δοµής και χαρακτηρίζεται από διασταυρωµένες αλυσίδες µε ακτινικά µειούµενη πυκνότητα 
σηµείων διασύνδεσης από το εσωτερικό προς το εξωτερικό της µικροπηκτής. Σύµφωνα µε 
αυτή την προσέγγιση, επάνω από την VPTT οι ασθενώς διασταυρωµένες αλυσίδες διαθέτουν 
αρκετά µεγάλη κινητικότητα µε αποτέλεσµα να επιδεικνύουν όµοια συµπεριφορά µε αυτή 
ελευθέρων οµοπολυµερών PNiPAM σε διάλυµα και συνεπώς η VPTT1 να συµπίπτει µε την 
αντίστοιχη LCST. Aντιστρόφως, τα σηµεία διασταύρωσης περιορίζουν την κίνηση των 
αλυσίδων και η VPTT2 αυξάνεται, γεγονός που συνάδει µε βιβλιογραφικές αναφορές [29]. H 
άνοδος της VPTT2 έχει επίσης συσχετιστεί µε την αύξηση του υδρόφιλου χαρακτήρα όταν 
υψηλότερο ποσοστό ΜΒΑ βρίσκεται συµπολυµερισµένο στο δίκτυο [269].  
  To µεγαλύτερο µέγεθος του PN_002 σε σχέση µε το PN_001 οφείλεται αφενός 
στην µεγαλύτερη διαθέσιµότητα µονοµερών και αφετέρου στην αναπτυξη µεγαλύτερων 
δευτερογενών πυρήνων. Κοινό χαρακτηριστικό και των δύο δειγµάτων αποτελεί η 
ανοµοιογενής µορφολογία του δικτύου. Σύµφωνα µε την κινητική µελέτη του συστήµατος 
από τους Wu et al. [268], αιτία αποτελεί η γρηγορότερη κατανάλωση του ΜΒΑ έναντι του 
NiPAm. Σχετικά πρόσφατα, η ερευνητική οµάδα του Varga [250] επιβεβαίωσε τα ευρήµατα 
των Wu et al. και ανέδειξε ότι ο λόγος δραστικότητας [ΝiPAm]:[MBA] ελαττώνεται 
περαιτέρω, όταν η αντίδραση πολυµερισµού επιβραδύνεται. Mε βάση την τελευταία 
παρατήρηση, η υψηλή πολυδιασπορά µεγεθών και µορφολογική ανοµοιoγένεια του PN_001 
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µπορεί να αποδοθεί στην µεγαλύτερη ελάττωση της ταχύτητας πολυµερισµού εξαιτίας της 
υποδιπλάσιας συγκέντρωσης µονοµερούς συγκριτικά µε το PN_002, όπου το αντίστοιχο 
αποτέλεσµα οφείλεται στην χαµηλότερη θερµοκρασία της αντίδρασης. 
  Η συµµετοχή του SA στην αντίδραση πολυµερισµού χωρίς καθυστέρηση στην 
προσθήκη επέφερε την θεαµατική διαφοροποίηση των παραµέτρων αριστοποίησης στα 
δειγµάτα PΝS_001_0_min και PΝS_002_0_min (Εικόνα 4.3), συγκριτικά µε τα δείγµατα 
όπου το SA απουσίαζε, όπως φαίνεται από την µορφή των γραφηµάτων Dh vs T για 
διαφορετικές τιµές του pH. Η θερµική απόκριση του PN_001_0_min χαρακτηρίζεται από 
την απότοµη µετάπτωση του µεγέθους για Τ~30 °C και είναι συναφής µε το προφίλ του 
PN_002. Αντιθέτως, το µέγεθος και η πολυδιασπορά αποκλίνουν σηµαντικά, αντανακλώντας 
την παρουσία διαφορετικού µηχανισµού πυρήνωσης και ανάπτυξης κατά τον πολυµερισµό. 
Συγκεκριµένα, το PN001_0_min επέδειξε πολύ µκρό µέγεθος στην συρρικνωµένη 
κατάσταση σε σχέση µε τα µελετούµενα δείγµατα (Dh,T=45°C = 38 nm), ενώ παράλληλα ο 
PDI βρέθηκε αρκετά υψηλός ανεξαρτήτως του pH. Η πολυδιασπορά είναι παρεπόµενο της 
ανοµοιογενούς πυρήνωσης, η οποία µπορεί να αποδοθεί στον συνδυασµό χαµηλής 
συγκέντρωσης πρωτογενών µακροριζών και συµπολυµερισµού φορτισµένων ανιοντικών 
οµάδων εξαρχής. Κάτω από αυτές τις συνθήκες, υφίσταται σηµαντική αύξηση της 
υδροφιλικότητας των αναπτυσσόµενων αλυσίδων και απαιτείται η παρέλευση µεγαλύτερου 
χρόνου, εως ότου πολυµεριστεί ένας κρίσιµος αριθµός δοµικών µονάδων NiPAm, για την 
κατάρρευση και συσσωµάτωση τους. Δεδοµένου ότι αυτή η διαδικασία δεν είναι 
ελεγχόµενη, οι πρωτογενείς πυρήνες χαρακτηρίζονται από αυξηµένη ανοµοιογένεια 
µεγεθών. 
  Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, η µορφολογία του PN001_0_min πιθανώς 
µοιράζεται κοινά χαρακτηριστικά µε το PN_002 όσον αφορά την ύπαρξη δύο διακριτών 
περιοχών µε διαφορετική φυσικοχηµική συµπεριφορά. Με βάση αυτή την εικόνα, οι 
περιφερικές αλυσίδες θεωρείται ότι αποτελούνται κυρίως από µονοµερικά στοιχεία NiPAm, 
γεγονός το οποίο συνεπάγεται ότι είτε ένα σηµαντικό κλάσµα SA έχει συµµετάσχει στον 
σχηµατισµό ολιγοµερικών παραπροϊόντων τα οποία αποµακρύνθηκαν στο στάδιο του 
καθαρισµού ή ότι το SA έχει ενσωµατωθεί στον πυρήνα του δικτύου. Η δεύτερη εκδοχή 
κρίνεται πιθανότερη, καθώς το πολύ µικρό µέγεθος στην συρρικνωµένη κατάσταση 
συνηγορεί στην συµµετοχή του SA στην αντίδραση σε µεγάλο ποσοστό. Επιπρόσθετα, το 
πλατώ της Dh vs T ενδεχοµένως οφείλεται σε παρεµπόδιση της κατάρρευσης του δικτύου 
εξαιτίας των ισχυρών ηλεκτροστατικών απώσεων, οι οποίες ασκούνται µεταξύ φορτισµένων 
καρβοξυλικών οµάδων σε µεγάλη εγγύτητα, λόγω της ενσωµάτωσης τους στο πολυµερικό 
δίκτυο σε αρχικό στάδιο. 
  Αν και συµπολυµερισµός του SA µε το NiPAm υπήρξε η µοναδική συνθετική 
διαφοροποίηση ανάµεσα στα δείγµατα PN_002 και PNS_002_0_min, η ευεργετική        
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Εικόνα 4.3 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA εξαρχής και 

αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 5, 7, 9. 

επίδραση του φορτισµένου µονοµερούς στις παραµέτρους αριστοποίησης των µικροπηκτών
είναι εντυπωσιακή. Το συνθετικό πρωτόκολο παρασκευής του PΝS_002_0_min επέφερε τον 
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εξαιρετικά αποτελεσµατικό έλεγχο του µεγέθους και την συγκράτηση του PDI σε χαµηλά 
επίπεδα. Η παρασκευή κολλοειδών µε διαστάσεις κάτω από 100 nm µέσω πολυµερισµού 
κατακρήµνισης αναφέρεται σπάνια στην βιβλιογραφία και συγκεκριµένα δεν έχει υποπέσει 
στην αντίληψη του συγγραφέα κάποια περίπτωση όπου η δεδοµένη κλίµακα µεγέθους 
προσεγγίζεται χωρίς την χρήση υψηλής συγκέντρωσης τασιενεργού [278]. Επιπλέον, το 
δείγµα PNS002_0_min επιδεικνύει αξιοσηµείωτη απόκριση στο pH καθώς ο λόγος 
διόγκωσης βρίσκεται ίσος µε αT=36°C = (VpH=4 / VpH=9)3 = 2.22.  
  Η ερµηνεία για την εικόνα που παρουσιάζει το PΝS_002_0_min βασίζεται στην 
σταθεροποιητική δράση που επάγουν τα κατάλοιπα του SA, µέσω ενός διττού µηχανισµού 
στερεοχηµικής και ηλεκτροστατικής σταθεροποίησης. Η “ψευδο-τασιενεργός” δράση του 
SA περιγράφεται αναλυτικότερα στην Παράγραφο 4.5. Ένα ακόµα ποιοτικό χαρακτηριστικό 
του PΝS002_0_min, ενδεικτικό της οµοιογενούς κατανοµής τόσο του SA όσο και του ΜΒΑ, 
αποτελεί το γεγονός ότι ενώ η VPTT αυξάνεται απο 33.5 °C σε pH=4, στους 35.4 °C σε 
pH=9 (Εικόνα Π4.4), ο PDIΤ=25°C παραµένει πρακτικά αµετάβλητος, από 0.163 σε 0.173. 
Πρακτικά, η πολυδιασπορά του PΝS_002_0_min οφείλεται αποκλειστικά σε ανοµοιογένεια 
των υδροδυναµικών διαστάσεων και όχι σε ανοµοιογένεια κατανοµής φορτίου ή πυκνότητας 
σταυροδεσµών. Περαιτέρω επιβεβαίωση σχετικά µε την οµοιογένεια της µικροπηκτής, 
προσδίδουν η µονότονη συµπεριφορά της καµπύλης Dh vs T και η βαθµιαία µετάβαση του 
προφίλ θερµικής απόκρισης από σιγµοειδές σε γραµµικό  αυξανοµένου του pH, καθώς ∂Dh/
∂T|pH=4 = - 4.33 nm.Κ-1 και ∂Dh/∂T|pH=7 = - 3.32 nm.Κ-1 (Εικόνα Π4.4 ένθεση). Παρεµφερή 
προφίλ έχουν αναφερθεί για το σύστηµα P(NiPAm-co-AAc) [279, 281] και για µικροπηκτές 
PNiPAM µε αυξηµένη πυκνότητα σταυροδεσµών [29]. Ενώ στην δεύτερη περίπτωση το 
προφίλ καθορίζεται από το θερµοκρασιακό εύρος εντός του οποίου τα τµήµατα των 
αλυσίδων µεταξύ των σηµείων διασύνδεσης λαµβάνουν διαµορφώσεις ισορροπίας (εξαιτίας 
της συνεχούς κατανοµής µοριακών βαρών και συνεπώς των διαφορετικών LCST [297]), στο 
εξεταζόµενο σύστηµα είναι άρρηκτα συνδεδεµένη µε τον βαθµό ιονισµού των καταλοίπων 
SA. Επίσης, η τιµή της VPTT του PN002_0_min σε pH=9 καταδεικνύει ποσοτικά το µέτρο 
της αναµενόµενης αύξησης σε σχέση µε την LCST του PNiPAm, για την στοιχειοµετρική 
αναλογία [NiPAm]:[SA] = 10:1. 
  Τα δείγµατα όπου το SA εισήχθη 5 min µετά την έναρξη της αντίδρασης (Εικόνα 
4.3) επέδειξαν αξιοσηµείωτα ασυνήθιστη θερµική αποκρισιµότητα. Το PNS_002_5_min σε 
pH=7 χαρακτηρίζεται από Dh = 100 nm, PDI = 0.259 σε Τ=25 °C και Dh = 98 nm, PDI = 
0.144 σε Τ=45 °C, µε ενδιάµεση ελάχιστη τιµή Dh = 91 nm και PDI = 0.225 στους 34 °C. Το 
µοτίβο καθίσται πιο χαρακτηριστικό σε pH=4, όπου στους 25 °C βρέθηκε Dh = 89 nm, PDI 
= 0.259, στους 45 °C Dh = 85 nm, PDI = 0.113 και ενδιαµέσως στους 36 °C, Dh = 76 nm και 
PDI = 0.125. Για να αποκλειστεί ενδεχόµενο κατά το οποίο η ασυνήθιστη συµπεριφορά 
οφείλεται σε πλασµατικό εύρηµα (artefact), διενεργήθηκαν συµπληρωµατικές µετρήσεις σε 
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µικρότερη συγκέντρωση για την εξάλειψη πιθανής αλληλεπίδρασης µεταξύ των 
µικροπηπτών. Οι µετρήσεις βρέθηκαν επαναλήψιµες για διπλάσια αραίωση (0.1 % κ.β.), απ’ 
όπου επιβεβαιώνεται ότι το σύστηµα επιδεικνύει διττή LCST και UCST συµπεριφορά. Στα 
πλαίσια της παρούσας βιβλιογραφικής ανασκόπησης δεν βρέθηκε σύστηµα µικροπηκτών 
P(NiPAm-co-AAc) το οποίο επιδεικνύει παρόµοια συµπεριφορά. Η φαινοµενολογικά 
πληρέστερα οµοιότερη περίπτωση αφορά core/shell µικροπηκτές οι οποίες 
παρασκευάστηκαν µε συνδυασµό πολυµερισµού γαλακτώµατος για τον πυρήνα και seeded 
πολυµερισµού κατακρήµνισης για το κέλυφος [298]. Ο πυρήνας των µικροπηκτών 
συνίστατο από ηλεκτροστατικό σύµπλοκο δικτυοµένης πολυ(2-βινυλοπυριδίνης) στην 
πρωτονιωµένη της µορφή µε την χρωµοφόρα 2,6-δισουλφονικό ναφθαλένιο στην κατάσταση 
του άλατος νατρίου (P2VPH+/SO3-2NDS) και το κέλυφος από δικτυοµένο οµοπολυµερές 
PNiPAm. Οι συγγραφείς απέδωσαν την UCST συµπεριφορά στην ηλεκτροστατική 
αποσύµπλεξη του πυρήνα στο θερµοκρασιακό εύρος 20 - 38 °C και την LCST σε 
συρρίκνωση του κελύφους απο τους 38 °C εως τους 55 °C. Οι δύο µεταβάσεις 
συνοδεύονταν από µεταβολή της σκεδαζόµενης έντασης, η οποία ακολούθησε ένα 
κατοπτρικά αντίθετο µοτίβο σε σχέση µε την µεταβολή των υδροδυναµικών διαστάσεων. 
  Στην περίπτωση του PNS_002_5_min, το µέτρο της σκεδαζόµενης έντασης, DCR, 
είναι αύξουσα συνάρτηση της θερµοκρασίας στο εξεταζόµενο εύρος, παρά την UCST 
µετάβαση (DCRT=25 °C = 12464 kcps, A = 7 και DCRT=45 °C = 108951 kcps, A = 6) . Συνεπώς 4

στο µοτίβο DCR vs T αντικατοπτρίζεται µονοµερώς η διεργασία αναδίπλωσης των αλυσίδων 
PNiPAM στο κέλυφος των µικροπηκτών, οδηγώντας στο συµπέρασµα ότι η LCST/UCST 
συµπεριφορά είναι απόρροια µίας διεργασίας στο εσωτερικό του δικτύου. Παράλληλα, η 
ανάδειξη του φαινοµένου για pH=4 σε συνδυασµό µε τον εντονότερο UCST χαρακτήρα σε 
pH=5, παρείχε ισχυρές ενδείξεις σχετικά µε την συνεισφορά δευτερογενών αλληλεπι-
δράσεων στην εµφάνιση του φαινοµένου. Αναδιατάσσοντας την εξίσωση Henderson-
Hasselbalch [295], ο βαθµός ιονισµού των καταλοίπων του SA δίνεται από την σχέση: 

απ’ όπου θεωρώντας ότι η pKa είναι ίση µε 4.2 [299], βρίσκεται ότι i=0.39 σε pH=4 και 
i=0.86 σε pH=5. Αν και το ποσοστό [COO-]:[COOH] = 39% κρίνεται αρκετά ακριβές για 

την πρώτη περίπτωση, δεν µπορεί να υποτεθεί το ίδιο για την τιµή του 86% σε pH = 5, αν 

 Το σύµβολο Α χρησιµοποιείται για την κλίµακα του attenuator (αποσβέστης, εξασθενητής) στο Zetasizer, 4

σύµφωνα µε την οποία ρυθµίζεται το ποσό της προσπίπτουσας ακτινοβολίας στον ανιχνευτή: όσο µικρότερη η 
τιµή του A, τόσο λιγότερο φως διέρχεται.
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Εικόνα 4.4 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 5 min µετά την 

έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 5, 7, 9. 

ληθφεί υπόψιν η θέση των καρβοξυλικών οµάδων στο εσωτερικό του δικτύου και η 
συνακόλουθη συµβολή του πολυηλεκτρολυτικού φαινοµένου στην πραγµατική pKa. Η pKa 
ενός πολυηλεκτρολύτη είναι συνάρτηση του βαθµού ιονισµού, διότι όσο αυξάνεται η 
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συγκέντρωση των διισταµένων µονοµερικών στοιχείων, τόσο περισσότερο παρεµποδίζεται η 
διάσταση των υπολοίπων όξινων θέσεων. Ως αποτέλεσµα, έχει αναφερθεί αύξηση της pKa 
του PAAc εως και δύο µονάδες [296, 300], άρα για το PNS_002_5_min ισχύει ότι i < 0.86 
σε pH=5. Στο δεδοµένο ποσοστό ιονισµού ευνοείται η ανάπτυξη δεσµών υδρογόνου µεταξύ  
ουδέτερων -COOH και φορτισµένων -COO- δοµικών µονάδων του PAAc [301] αλλά και 
µεταξύ των -COOH του PAAc και των αµιδικών -CONH του PNiPAm [300, 302, 303]. Για 
την ερµηνεία της ταυτόχρονης LCST/UCST εικόνας µπορεί πρώτα να υποτεθεί ασφαλώς ότι 
το SA εισάγεται σε µία στιγµή όπου η δευτερογενής πυρήνωση δεν έχει ολοκληρωθεί καθώς 
το µέγεθος των µικροπηκτών PNS_001_5_min και PNS_002_5_min συγκρατείται χαµηλά. 
Από την άλλη πλευρά, η πλήρης κατανάλωση του SA ενδεχοµένως να πραγµατοποιείται 
πριν από την συνολική εισαγωγή του NiPAm στο δίκτυο, γεγονός το οποίο θα επέφερε τον 
σχηµατισµό ενός υποφλοιού εµπλουτισµένου µε οµάδες -COOH, ο οποίος οριοθετείται 
εκατέρωθεν από περιοχές µε δικτυωµένο οµοπολυµερές PNiPAm. Η LCST συµπεριφορά 
φαίνεται να κυριαρχει εως τους ~34 °C, όµως η λύση των δεσµών-Η αυξούσης της Τ 
προκαλεί την ανάστροφη UCST συµπεριφορά. Το φαινόµενο δεν εµφανίζεται πάνω από 
ουδέτερο pH στο PNS_001_5_min πιθανώς λόγω του πολύ µικρού µεγέθους, του υψηλού 
PDΙ και της ανοµοιογενούς µορφολογίας σε σχέση µε το PNS_002_5_min. Σε κάθε 
περίπτωση, τα PNS_001_5_min αποτέλεσαν τα µικρότερα παρασκευασθέντα σωµατίδια, 
τονίζοντας την δυνατότητα επέµβασης στο στάδιο της πυρήνωσης όταν το SA εισάγεται σε 
δεύτερο χρόνο. 
  Τα δείγµατα PNS_001_10_min και PNS_002_10_min χαρακτηρίζονται από έλεγχο 
των παραµέτρων αριστοποίησης και σηµατοδότησαν την οµαλοποίηση της θερµικής 
συµπεριφοράς. Σε σύνδεση µε το πειραµατικό πρωτόκολο, γίνεται εµφανές ότι υφίσταται 
ένα κατώτατο χρονικό όριο, tcr, πάνω από το οποίο έχει ολοκληρωθεί το στάδιο 
πρωταρχικού σχηµατισµού πυρήνων από οµοπολυµερές PNiPAM και η προσθήκη του SA 
επιδρά επάνω στον µηχανισµό δευτερογενούς πυρήνωσης. Για τις δεδοµένες συγκεντρώσεις 
το tcr οριοθετείται εντός των 5-10 πρώτων λεπτών από την έναρξη του πολυµερισµού. Όπως 
θα γίνει σαφές στην συνέχεια, ο προσδιορισµός του tcr στάθηκε κρίσιµος στην αριστοποίηση 
της απόδοσης της αντίδρασης. Όσον αφορά το µέγεθος, παρατηρείται συγκράτηση σε πολύ 
χαµηλές τιµές και στα δύο δείγµατα, ενώ το PNS_002_10_min επέδειξε επιπλέον πολύ καλή 
pH-αποκρισιµότητα, µε λόγο διόγκωσης κοντά στην φυσιολογική θερµοκρασία αT=36°C = 
(VpH=4 / VpH=9)3 = 3.26. Από την άλλη πλευρά ο PDI βρέθηκε σχετικά υψηλός για το 
PNS_001_10_min, υποδηλώνοντας ένα trade-off µεταξύ ρύθµισης του µεγέθους και    
ελαχιστοποίησης του PDI. Την ίδια στιγµή οι VPTTs εµφανίζονται αρκούντως                
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Εικόνα 4.5 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 10 min µετά την 

έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 5, 7, 9. 

µετατοπισµένες προς τους 36.7 °C, ενώ η ύστερη προσθήκη του φορτισµένου µονοµερούς 
10 min µετά την έναρξη ικανοποιεί την απαίτηση για επιφανειακή δραστικότητα. Aξίζει να
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σηµειωθεί ότι η φαινοµενική ελάττωση της Dh κάτω από την VPTT χαρακτηρίζει το 
PNS_001_10_min σε πολύ µικρότερο βαθµό σε σχέση µε το PN_001, αντανακλώντας την 
πυκνότερη και οµοιογενέστερη διασταύρωσης του κέλυφους.   
  Το σύνολο των υπολοίπων δειγµάτων (χρόνος εισαγωγής SA: 15 - 20 - 25 - 30 min) 
επιδεικνύει παρόµοια θερµική συµπεριφορά και συνεπώς εµπίπτει στο ίδιο µορφολογικό 
µοντέλο. Σε συµφωνία µε τα ευρήµατα για χρόνο προσθήκης ίσο µε 10 min, αποδεικνύεται 
ότι το ιοντισµένο µονοµερές επιφέρει έλεγχο του µεγέθους, επιδρώντας σταθεροποιητικά 
στο στάδιο της δευτερογενούς πυρήνωσης. Η µικρή και αρνητική µεταβολή του µεγέθους 
µεταξύ των PNS_001_30_min/PNS_001_25_min και PNS_001_30_min/PNS_001_25_min 
υποδεικνύει ότι στις δεδοµένες πειραµατικές συνθήκες η συµβολή του SA στον έλεγχο του 
µεγέθους υποβαθµίζεται στο χρόνικό διαστηµα µεταξύ 25 - 30 min. Κυρίως όµως, το 
παρατηρούµενο µοτίβο µεταβολής του µεγέθους για διαφορετικούς χρόνους προσθήκης 
εδραιώνει τον “ψευδοτασιενεργό” ρόλο του SA στον πολυµερισµό κατακρήµνισης του 
NiPAm. Στους Πίνακες 4.4-6 συγκεντρώνονται οι τιµές των παραµέτρων αριστοποίησης για 
χρόνους προσθήκης SA 10 - 30 min. 

Πίνακας 4.4 Χαρακτηριστικά µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 15 - 20 - 25 - 30 min 

µετά την έναρξη του πολυµερισµού σε pH = 5. Σε παρένθεση περιλαµβάνονται οι τιµές του PDI. 
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Dh,Swollen (nm) Dh,Collapsed (nm) VPTT (°C) aΤ (nm3/nm3)

PNS_001_10΄ 107 (0.32) 73 (0.193) 36.4 3.15

PNS_001_15΄ 113 (0.332) 75 (0.188) 36 3.42

PNS_001_20΄ 171 (0.314) 91 (0.148) 36 6.63

PNS_001_25΄ 167 (0.286) 99 (0.175) 36.2 4.80

PNS_001_30΄ 160 (0.311) 96 (0.188) 37.1 4.62

PNS_002_10΄ 139 (0.296) 84 (0.172) 36.1 4.53

PNS_002_15΄ 197 (0.228) 125 (0.166) 36.6 3.91

PNS_002_20΄ 225 (0.198) 147 (0.087) 35.4 3.59

PNS_002_25΄ 266 (0.207) 161 (0.082) 36.9 4.51

PNS_002_30΄ 252 (0.219) 159 (0.118) 35.6 3.98

pH
 =

 5
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Πίνακας 4.5 Χαρακτηριστικά µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 15 - 20 - 25 - 30 min 

µετά την έναρξη του πολυµερισµού σε pH = 7. Σε παρένθεση περιλαµβάνονται οι τιµές του PDI. 

Πίνακας 4.6 Χαρακτηριστικά µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 15 - 20 - 25 - 30 min 

µετά την έναρξη του πολυµερισµού σε pH = 9. Σε παρένθεση περιλαµβάνονται οι τιµές του PDI. 
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Dh,Swollen (nm) Dh,Collapsed (nm) VPTT (°C) aΤ (nm3/nm3)

PNS_001_10΄ 113 (0.337) 76 (0.197) 37.5 3.29

PNS_001_15΄ 121 (0.353) 80 (0.188) 36.9 3.46

PNS_001_20΄ 147 (0.316) 93 (0.162) 37.4 3.94

PNS_001_25΄ 174 (0.260) 106 (0.142) 36.4 4.42

PNS_001_30΄ 161 (0.290) 103 (0.139) 37.3 3.82

PNS_002_10΄ 152 (0.281) 117 (0.171) 37.5 2.19

PNS_002_15΄ 199 (0.218) 150 (0.132) 36.4 2.30

PNS_002_20΄ 239 (0.192) 155 (0.094) 36.0 3.67

PNS_002_25΄ 282 (0.291) 182 (0.082) 36.8 3.72

PNS_002_30΄ 244 (0.190) 172 (0.097) 35.9 2.85

Dh,Swollen (nm) Dh,Collapsed (nm) VPTT (°C) aΤ (nm3/nm3)

PNS_001_10΄ 111 (0.319) 74 (0.208) 37 3.38

PNS_001_15΄ 117 (0.328) 78 (0.181) 37 3.37

PNS_001_20΄ 146 (0.315) 94 (0.160) 37.3 3.75

PNS_001_25΄ 172 (0.326) 103 (0.181) 36.2 4.66

PNS_001_30΄ 161 (0.284) 105 (0.175) 37.9 3.60

PNS_002_10΄ 149 (0.273) 96 (0.172) 37.2 3.74

PNS_002_15΄ 198 (0.215) 150 (0.15) 36.4 2.30

PNS_002_20΄ 234 (0.187) 154 (0.098) 36.8 3.51

PNS_002_25΄ 266 (0.174) 183 (0.069) 36.7 3.07

PNS_002_30΄ 246 (0.254) 175 (0.089) 35.7 2.78

pH
 =

 7
pH

 =
 9



Εικόνα 4.6 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 15 min µετά την 

έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 5, 7, 9. 
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Εικόνα 4.7 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 20 min µετά την 

έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 5, 7, 9. 
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Εικόνα 4.8 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 25 min µετά την 

έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 5, 7, 9. 
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Εικόνα 4.9 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 30 min µετά την 

έναρξη και αρχική συγκέντρωση ΝiPAM 10 mM (A) και 20 mM (B) σε pH = 5, 7, 9. 
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H ανώτερη τιµή Dh του PNS_002_15_min και η VPTT συνάδουν µε τις τιµές-στόχους, 
µολαταύτα το δείγµα χαρακτηρίζεται από χαµηλό aT και µεγάλo PDI. Γενικότερα, τα 
δείγµατα PNS_002_15-30_min χαρακτηρίζονται από το ανοµοιογενές θερµικό προφίλ που 
επέδειξε το PN_001. Μπορεί να θεωρηθεί ότι η ανοµοιογένεια του κελύφους δεν οφείλεται 
αποκλειστικά στην ακτινικά µειούµενη πυκνότητα σταυροδεσµών, αλλά επιπλέον 
αντανακλά την αυξηµένη υδροφιλικότητα του κελύφους. Όπως και στην περίπτωση του 
PNS_002_0_min, o συµπολυµερισµός του SA ανεβάζει σηµαντικά το σηµείο νέφωσης 
(cloud point) των αναπτυσσόµενων αλυσίδων. Eίναι ενδεικτικό ότι για τυχαία συµπολυµερή 
P(NiPAm-co-AAc) έχει αναφερθεί αύξηση της LCST κοντά στην θερµοκρασία διαξαγωγής 
του πολυµερισµού όταν το ιοντικό µοριακό κλάσµα προσεγγίζει το 10% [302, 304], µε 
συνέπεια οι πρωταρχικώς σχηµατιζόµενες µακρόριζες να µην καταρρέουν άµεσα στην 
επιφάνεια των µικροπηκτών όταν προσεγγίσουν έναν κρίσιµο αριθµό δοµικών µονάδων 
NiPAm [264]. Επιπλέον, η απόκλιση από την αναλογία [SA]:[NiPAm] = 1:10 στο διάλυµα 
αυξάνεται για υψηλότερους χρόνους προσθήκης του SA λόγω της κατανάλωσης του NiPAm. 
Δηλαδή, ένα σηµαντικό µέρος των διαθέσιµων µονοµερών αντιδρά στην συνεχή φάση του 
διαλύµατος και οι παραγόµενες µακροµοριακές δοµές αποκτούν ένα σηµαντικό αριθµό 
διακλαδώσεων πριν ενσωµατωθούν στο κέλυφος. Η διαλυτότητα των δοµών αυτών είναι 
µεγαλύτερη όσο χαµηλότερη είναι η θερµοκρασία και το γεγονός αυτό δύναται να 
ερµηνεύσει την αξιοσηµείωτη διαφορά των θερµικών προφίλ µεταξύ των δύο πειραµατικών 
σειρών στην βάση της διαφορετικής θερµοκρασίας διεξαγωγής του πολυµερισµού. Για τον 
προσδιορισµό της VPTT στα δείγµατα PNS_002_15-30_min, η σιγµοειδής καµπύλη 
προσαρµόστηκε στα δεδοµένα Dh vs T µε αρχικό σηµειο τους 32 °C, όπου αίρεται η 
απροσδιοριστία στις µετρούµενες υδροδυναµικές διαστάσεις. Συµπερασµατικά τα 
αποτελέσµατα της σειρά PNS_002 υποδεικνύουν ότι ο έλεγχος του µεγέθους και της VPTT 
είναι εφικτός σε µεγαλύτερη συγκέντρωση από 10 mM NiPAm, πλην όµως η θερµοκρασία 
πολυµερισµού Τpol = 60 °C οδήγησε σε δείγµατα µε υψηλό PDI και ανοµοιόµορφο κέλυφος. 
  H ανάλυση των αποτελεσµάτων βασίστηκε στην κατασκευή µίας εµπειρικής 
συνάρτησης για την απόδοση ενός αριθµού αριστοποίησης (figure of merit, FOM) σε κάθε 
δείγµα, µέσω της γραµµικής υπέρθεσης όρων που περιλαµβάνουν τις παραµέτρους 
αριστοποίησης Dh,Swollen/Dh,Collapsed, VPTT και aT. H κάθε παράµετρος “σταθµίζεται” ισόποσα 
στην συνάρτηση και το άριστο δείγµα λαµβάνει την τιµή 1, σύµφωνα µε την αναλυτική 
έκφραση: 
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Όρος Υδροδυναµικών Διαστάσεων 

Όρος Θερµοκρασιακής Μετάπτωσης Φάσης

Όρος Λόγου Διόγκωσης



Εικόνα 4.10 Διάγραµµα αριθµoύ αριστοποίησης, FOM, συναρτήσει του χρόνου εισαγωγής SA για τις 

πειραµατικές σειρές PNS_001 και PNS_002 σε pH = 7. 

  O FOM του δείγµατος PNS_001_25_min βρέθηκε εγγύτερα στην µονάδα και το 
προφίλ της θερµικής απόκρισης προσεγγίζει την ιδανικότητα. Το δείγµα αποτέλεσε 
εναλλακτική για την περαιτέρω τροποποίηση στα επόµενα στάδια της παρούσης διατριβής. 
Αντίστοιχα το PNS_002_10_min επέδειξε την καλύτερη εικόνα της δεύτερης πειραµατικής 
σειράς. Ενδιαφέρον στοιχείο στο γράφηµα FOM vs SA Addition (min) αποτελεί η αντίθεση 
µεταξύ συγκλίνουσας συµπεριφοράς για µεγαλύτερο χρόνο προσθήκης στα PNS_001 και 
της αποκλίνουσας των PNS_002. Από αυτό το µοτίβο συνάγεται ότι για ζητούµενο FOM → 
1 σε συγκεντρώσεις [NiPAM] > 20 mM, πρέπει να ισχύει ότι SA Addition < 10 min. 
Μηχανιστικά, µπορεί να υποτεθεί ότι όσο αυξάνεται η συγκέντρωση µονοµερών ευνοείται ο 
ταχύτερος σχηµατισµός σωµατιδίων λόγω της αυξηµένης πιθανότητας συσσωµάτωσης αλλά 
και της γρηγορότερης κινητικής της αντίδρασης. Επίσης, πρέπει να ληφθεί υπόψιν ότι η 
αρχική προσθήκη του SA επιδρά βελτιωτικά επάνω στις παραµέτρους αριστοποίησης στην 
πειραµατική σειρά µε την υψηλή συγκέντρωση. Με βάση τις παραπάνω κατευθυντήριες 
κατέστη εφικτή η µεγιστοποίηση της απόδοσης σε πολυµερές, αυξάνοντας την πειραµατική 
συγκέντρωση στα 55 mM. Το πρωτόκολο σύνθεσης και ο χαρακτηρισµός του 
αριστοποιηµένου δείγµατος, PNS_Opt, πραγµατεύονται στην επόµενη παράγραφο. 
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4.4.2 Παρασκευή σε Μεγαλύτερη Κλίµακα (Scale-Up) και Αριστοποίηση Δείγµατος 

  Στην Εικόνα 4.11 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα DLS για το PNS_Opt. Η 
αρχική συγκέντρωση [ΝiPAm] ρυθµίστηκε στα 0.55 Μ ενώ η αναλογία [SA]:[NiPAm] 
αυξήθηκε στην τιµή 1:8.7 από 1:10 µε σκοπό την διατήρηση υψηλής επιφανειακής 
δραστικότητας. H αναλογίες [ΝiPAM]:[MBA] και [NiPAm]:[KPS] µεταβλήθηκαν ελάχιστα.  
Η ιδέα πίσω από την συνθετική πορεία του PNS_Opt ήταν η χρησιµοποίηση του SA για την 
επέµβαση σε δύο στάδια. Aρχικά, 1/3 των SA eq. χρησιµοποιήθηκε για την σταθεροποίηση 
των πρωτογενών πυρήνων και την εισαγωγή φορτισµένων δοµικών µονάδων στο δίκτυο 
εξαρχής, µε παράλληλο στόχο την αύξηση της VPTT. Σε δεύτερο χρόνο (8.5 min), 
προστίθεται η υπόλοιπη ποσότητα SA για την σταθεροποίηση των δευτερογενών πυρηνών 
και τον εµπλουτισµό της επιφάνειας µε οµάδες -COOH. Οι χρόνος εισαγωγής και η 
αναλογία [SA eq. t = 0 min]:[SA eq. total] ορίστηκαν µέσω προπαρασκευαστικών πειραµάτων 
για t SA Αddition < 10 min.  
  H σχετικά µειωµένη VPTT (34.7 °C σε pH = 7 και 34.9 °C σε pH = 9) συγκριτικά 
µε τα προηγούµενες σειρές PNS_001 και PNS_002 αποτελεί ευθεία ένδειξη της υψηλής 
επιφανειακής πυκνότητας σε -COOH . Η δοµή θερµοαποκρίσιµου πυρήνα και λειτουργικού 
κελύφους, όπως επίσης και η οµοιογενής διασταύρωση του δικτύου, υποδεικνύονται από το 
αµιγώς σιγµοειδές προφίλ της Dh vs T σε συνδυασµό µε τον χαµηλό PDI. Στον Πίνακα 4.7 
συνοψίζονται τα χαρακτηριστικά του PNS_Opt.  
   
Πίνακας 4.7 Χαρακτηριστικά µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) για εισαγωγή SA 15 - 20 - 25 - 30 min 

µετά την έναρξη του πολυµερισµού σε pH = 5. Σε παρένθεση περιλαµβάνονται οι τιµές του PDI. 

Η µεταβολή του επιφανειακού δυναµικού-ζ για διαφορετικές τιµές ιοντικής ισχύος σε pH = 7 
παρατίθεται στην Εικόνα 4.10Β. H ελάχιστη ιοντική ισχύς (πορτοκαλί) αντιστοιχεί στην 
επαναδιασπορά σε απεσταγµένο H2O και την προσθήκη ελάχιστης ποσότητας διαλύµατος 
ΝaOH 0.01M για την ρύθµιση του pH. Οι διακριτές καµπύλες µεταβολής του δυναµικού-ζ 
συναρτήσει του pH λαµβάνουν σχήµα αψίδας µε το µέγιστο στην τιµή pH = 7, ενώ κατ’ 
απόλυτη τιµή το δυναµικό-ζ µειώνεται για αύξηση µε αύξηση της ιοντικής ισχύος. Και οι 
δύο παρατηρήσεις υποδεικνύουν την ευαισθησία του PNS_Opt σε αλλαγές του pH και της 
συγκέντρωσης κατιόντων Na+, εξαιτίας της παρουσίας φορτισµένων επιφανειακών οµάδων. 
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Dh,Swollen (nm) Dh,Collapsed (nm) VPTT (°C) aΤ (nm3/nm3)

PNS_Opt (pH=5) 221 (0.023) 135 (0.045) 33.9 4.39

PNS_Opt (pH=7) 243 (0.032) 144 (0.061) 34.7 4.81

PNS_Opt (pH=9) 250 (0.007) 142 (0.055) 34.9 5.46



Εικόνα 4.11 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών PΝS_Opt (A) και µεταβολή του δυναµικού-ζ σε 

Τ=25 °C  για διαφορετική ιοντική ισχύ διασποράς (B) σε pH = 5, 7, 9. 

Συγκεκριµένα στην περίπτωση της µείωσης του pH, το δυναµικό-ζ αυξάνεται λόγω 
τηςπρωτονίωσης των καρβοξυλοµάδων ενώ όταν το pH αυξάνεται από 7 σε 9, η µεγαλύτερη 
συγκέντρωση αντισταθµιστικών ιόντων Νa+ επιφέρει την “προάσπιση” (screening) των 
αρνητικών φορτίων στο επίπεδο ολίσθησης και τον προσδιορισµό υψηλότερου δυναµικού-ζ. 
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Το ισοηλεκτρικό σηµείο προσδιορίστηκε στο pH=2.88±0.03 µε πολύ καλή επαναληψιµότητα 
ανεξάρτήτως ιοντικής ισχύος. 

4.4.3 Αποτελέσµατα Τιτλοδοτήσεων 

  Αρχικά, ορίστηκαν οι συνθήκες αρχικοποίησης του κενού διαλύµατος και της 
τιτλοδοτούµενης διασποράς PNS_Opt 2 mg.ml-1, επιβάλλοντας ίσους όγκους (~10 ml) σε  
pH = 7. Η σηµαντική διαφορά στο µετρούµενο pH της τιτλοδοτούµενης διασποράς και του 
κενού διαλύµατος έπειτα από την προσθήκη 100 µl HCl 10 mM είναι ενδεικτική µίας 
διεργασίας πρωτονίωσης (Σχήµα 4.12Α). Η παρατηρούµενη υστέρηση µέχρι την προσθήκη 
1800 µl HCl 10 mM είναι χαρακτηριστική της σταδιακής κατάληψης των φορτισµένων 
θέσεων -COO- του δικτύου από Η+. Ακολουθήθηκε η αντίστροφη πορεία σε σχέση µε τις  
“τυπικές” τιτλοδοτήσεων κολλοειδών, όπου επιβάλλεται πλήρης πρωτονίωση της διασποράς 
σε pH κοντά στο ισοηλεκτρικό και ακολουθεί αργή αποπροτωνίωση καταγράφοντας το pH 
[301]. Eπίσης, αφού ο σκοπός του πειράµατος δεν υπήρξε ο παράλληλος προσδιορισµός της 
pKa, αλλά η ποσοτικοποίηση της διαφοράς µεταξύ των δύο τελικών τιµών pH, δεν ελήφθηκε 
µεγάλο πλήθος ενδιάµεσων τιµών του pH. Το ισοηλεκτρικό σηµείο είχε προσδιοριστεί µε 
µεγάλη ακρίβεια µέσω των µετρήσεων δυναµικού-ζ συναρτήσει του pH. Αφού το pH είναι 
εξ ορισµού το µέτρο της συγκέντρωσης πρωτονίων, από την διαφορά του µετρούµενου pH 
ανάµεσα στην διασπορά και στο κενό διάλυµα, όταν προστίθεται o ίδιος όγκος HCl για την 
προσέγγιση του ισοηλεκτρικού σηµείου, µπορούν να υπολογιστούν το τιτλοδοτούµενο 
φορτίο και ο βαθµός ενσωµάτωσης -COOH µέσω των σχέσεων: 
 

O βαθµός συµπολυµερισµού του SA βρέθηκε ίσος µε 89 % σε πολύ καλή συµφωνία µε 
βιβλιογραφικές τιµές [296]. Η διαφορά σε σχέση µε το αρχικό φορτίο οφείλεται σε έναν 
πολύ µικρό αριθµό µη ιοντισµένων καρβοξυλίων πριν την έναρξη της τιτλοδότησης, στην 
παραγωγή ολιγοµερικών παραπροϊόντων που αποµακρύνθηκαν στο στάδιο του καθαρισµού 
και σε πειραµατικό σφάλµα. 
   H τιτλοδότηση του PNS_Opt µε PDADMAC πραγµατοποιήθηκε µε την ίδια 
πειραµατική διάταξη αυτόµατης έγχυσης, καταγράφωντας εκ παραλλήλου την µεταβολή της 
Dh και του δυναµικού-ζ. Από τo µέσο µοριακό βάρος κατά βάρος του PDADMAC <Μw> = 
150000 g.mol-1, o µέσος βαθµός πολυµερισµού του PDADMAC υπολογίζεται ίσος µε 
<ΝPDADMAC> = 928, ο οποίος ισούται µε τον αριθµό των φέροντων τυπικών φορτίων ανά 
µακροµόριο. Με θεµελιώδεις υπολογισµούς, το φορτίο του διαλύµατος τίτλου βρίσκεται ίσο 
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T itrable Charge (meq) =
⇣
10�pHf,blank � 10�pHf,PNS Opt

⌘
⇤ Vf

% � COOH = T itrableCharge/NominalCharge ⇤ 100



Εικόνα 4.12 Καµπύλες τιτλοδότησης: (Α) Ποτεντιοµετρική τιτλοδότηση για τον προσδιορισµό του 

συνολικού φορτίου µε διάλυµα τίτλου ΗCl 10 mM και (Β) Προσδιορισµός του επιφανειακού φορτίο µε 

διάλυµα τίτλου PDADMAC 0.1 % κ.β. 

   
µε 6.4 µeq.ml-1. Μπορούν να αναγνωριστούν τρεις περιοχές στις καµπύλη Dh συναρτήσει 
του τιτλοδοτούµενου PDADMAC 0.1%, ανάλογα µε την κλίση της ευθείας που ορίζει η 
συνένωση των πειραµατικών σηµείων. Σε συνάρτηση µε την καµπύλη τιτλοδότησης 
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δυναµικού-ζ vs PDADMAC 0.1% µπορούν να εξαχθούν συµπεράσµατα σχετικά µε την 
διεργασία που λαµβάνει χώρα. Αρχικά παρατηρείται µείωση της Dh και αντίθετα µε την 
αναµενόµενη συµπεριφορά, µείωση του δυναµικού-ζ. Η προσθήκη θετικά φορτισµένων 
µακροµορίων προκαλεί την συρρίκνωση των αρνητικά φορτισµένων αλυσίδων στην 
επιφάνεια των µικροπηκτών ως αποτέλεσµα της επιτυχηµένης ηλεκτροστατικής σύµπλεξης 
και της εξασθένισης των απωστικών αλληλεπιδράσεων [305]. Το δυναµικό-ζ αντικατοπτρίζει 
την πυκνότητα επιφανειακού φορτίου στο επίπεδο ολίσθησης µε συνέπεια ένα σωµατίδιο 
µικρότερων διαστάσεων και φέροντος φορτίου να χαρακτηρίζεται από υψηλότερη κατά 
απόλυτη τιµή δυναµικού-ζ, συγκριτικά µε σωµατίδιο µεγαλύτερων διαστάσεων και φέροντος 
φορτίου: ενώ η διαφορά του φορτίου µεταξύ των δύο σωµατιδίων χαρακτηρίζεται από µία 
γραµµική σχέση, δεν ισχύει το ίδιο για την σχέση επιφάνειας - διαµέτρου (Α ~ Dh2). Αυτό το 
φαινόµενο τονίζεται ιδιαίτερα σε µετρήσεις δυναµικού-ζ vs T του PNS_002_25_min (Εικόνα 
Π4.5), όπου παρατηρείται µείωση 17.8 mV µεταξύ διογκωµένης και συρρικνωµένης 
κατάστασης σε ένα σύστηµα στο οποίο το µέτρο του επιφανειακού φορτίο παραµένει 
αµετάβλητο [306, 307]. Η δεύτερη περιοχή χαρακτηρίζεται από την βαθµιαία αυξηση της Dh 
και του δυναµικού-ζ και συναρτάται µε την συσσώρευση του στρώµατος PDADMAC στην 
επιφάνεια του PNS_Opt. Η διαφορά των 34 nm από την έναρξη της τιτλοδότησης ως το 
τέλος της δεύτερης περιοχής βρίσκεται αρκετά κοντά σε τιµές που έχουν αναφερθεί έπειτα 
από την προσρόφηση PDADMAC στην επιφάνεια µικροπηκτών PNiPAM [308]. Τέλος, 
στην τρίτη περιοχή παρατηρείται αλµατώδης αύξηση της Dh, µε τελική τιµή τα 301 nm. 
Πέρα από την συνεισφορά των αλυσίδων του PDADMAC στις υδροδυναµικές διαστάσεις, 
σε αυτό το αποτέλεσµα συµβάλλει και η αστάθεια του συστήµατος, η οποία γίνεται 
εντονότερη όσο προσεγγίζεται το ισοηλεκτρικό σηµείο. Η υπόθεση αυτή επιβεβαιώθηκε µε 
οπτική παρατήρηση, καθώς λίγα λεπτά µετά το πέρας της τιτλοδότησης ήταν εµφανής ο 
σχηµατισµός θρόµβων στο κελί µέτρησης. Από την τελική τιµή του διαλύµατος τίτλου (1600 
µl) υπολογίστηκε ότι το 69.2% των συνολικών -COOH βρίσκεται στην επιφάνεια, 
εµφανίζοντας εξαιρετική συνάφεια µε την θεωρητική τιµή 66.7%. Το αποτέλεσµα αυτό 
σχετίζεται µε τον πιο αργό πολυµερισµό του SA σε σχέση µε το NiPAm (βλ. Παράγραφο 
4.5.4). Υπολογίζοντας προσεγγιστικά την κατ’ αριθµό αριθµό συγκέντρωση της 
τιτλοδοτούµενης διασποράς PNS_Opt (Σχέσεις Π4.1-2), προσδιορίστηκε ότι αντιστοιχούν 
2.67 δραστικές θέσεις -COOH ανά nm2.  
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4.5 Συζήτηση 

4.5.1 Aνοµοιογενές προφίλ Dh vs T 

  Προβλήµατα στην πραγµατοποίηση µετρήσεων δυναµικής σκέδασης έχουν 
αναφερθεί συχνά στην βιβλιογραφία και έχουν αποδοθεί σε ανιχνεύσιµες πολυτροπικές 
κατανοµές [24, 250] και σε ελλιπή αντίθεση [281, 284]. Από αντιδιαµετρική σκοπιά, η 
αύξηση της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας για ελλατούµενες υδροδυναµικές διαστάσεις έχει 
ερµηνευτεί φαινοµενολογικά στη βάση της αυξηµένης αντίθεσης [29, 309]. Στο ίδιο πλαίσιο, 
οι Ballard et al. [46] ερµήνευσαν την ισχυρότερη σκέδαση απο µικροπηκτές PNiPAm 
τροποιηµένες µε βενζαλδεΰδη στην επαγόµενη αύξηση της αντίθεσης, παρά τις µικρότερες 
υδροδυναµικές διαστάσεις συγκριτικά µε τα πρόδροµα υλικά. Η αυξηµένη θολερότητα 
χρησιµοποιήθηκε για να αποδειχθεί µε ποιοτικό τρόπο η επιτυχηµένη τροποποίηση. 
  Είναι γνωστό ότι η θερµοκρασία µετάπτωσης εξαρτάται από το µήκος της αλυσίδας 
µεταξύ δύο σταυροδεσµών [310], συνεπώς η ευκινησία των ασθενώς διασταυρωµένων 
µακροµορίων της επιφάνειας επιτρέπει την παρουσία διαφορετικών VPTT στην ίδια δοµή. 
Επίσης, είναι λογικό να υποτεθεί ότι αφού υφίστανται µορφολογικά µοντέλα για την 
ερµηνεία δεδοµένων σκέδασης, σύµφωνα µε τα οποία περιγράφονται καλά καθορισµένες 
νανοπεριοχές στο εσωτερικό µικροπηκτών [311] , η ανίχνευση ανοµοιογενειών παρόµοιας 5

κλίµακας µεγέθους µέσα στην ίδια δοµή να καθίσταται δυνατή µε DLS. Περαιτέρω στήριξη 
για την υιοθέτηση του µορφολογικού µοντέλου που εξετάστηκε στην Παράγραφο 4.4.1 
πρόσφερε το γεγονός ότι τα πολυιόντα χαρακτηρίζονται από πολύ γρηγορότερους ρυθµούς 
διάχυσης συγκριτικά µε τα ουδέτερα πολυµερή [312] και µε βάση αυτή την παρατήρηση έχει 
προταθεί ερµηνεία για την παρουσία διτροπικών κατανοµών σε νανοϋβριδικά κολλοειδή 
[313]. Ως εκ τούτου, αναµένονται πολύ µικρότεροι χρόνοι χαλάρωσης από το ισχυρότερα 
φορτισµένο και ασθενέστερα διασταυρωµένο κέλυφος των µικροπηκτών. Κατά συνέπεια η 
διτροπική κατανοµή αποδίδεται στην ανίχνευση δύο διαφορετικών διεργασιών χαλάρωσης: 
του κελύφους και της µικροπηκτής ως σύνολο (βλ. Σχήµα 4.2). Εφόσον η z-µέση 
υδροδυναµική διάµετρος είναι το αποτέλεσµα µαθηµατικής προσαρµογής των δεδοµένων σε 
µία µέση τιµή (βλ. Κεφάλαιο 3), η τιµή της δεν αντικατοπτρίζει τις πραγµατικές διαστάσεις 
των σωµατιδίων όσο υφίσταται η συνεισφορά από το κέλυφος. Την ίδια στιγµή, η 
αναδίπλωση των αλυσίδων αυξανοµένης της θερµοκρασίας προκαλεί την βαθµιαία 
συρρίκνωση του κελύφους, την ελάττωση της συνεισφοράς του µικρού ρυθµού χαλάρωσης 

 Οι Keerl, Pedersen και Richtering κατασκεύασαν το µοντέλο της “ακάθαρτης χιονόµπαλας” για να 5

ερµηνεύσουν τα δεδοµένα SANS από συµπολυµερικές µικροπηκτές P(NiPAm-co-PNiPMAm). Εξαιτίας της 
διαφοράς των κρίσιµων θερµοκρασιών του κάθε συστατικού, υφίσταται θερµοκρασιακό εύρος, εντός του οποίου 
σχηµατίζονται “ακάθαρτες” νανοπεριοχές PNiPAm (συρρικνωµένες σε Τ > LSCT) µέσα στην “χιονόµπαλα” 
PNiPΜAm (στην διογκωµένη  κατάσταση για Τ < LCST).
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και εν τέλει την φαινοµενική αύξηση της Dh. Αξίζει να σηµειωθεί ότι πολύ πρόσφατα, ο 
Wang [314] επιστράτευσε παρόµοια επιχειρηµατολογία για την επίλυση ενός θεµελιακού 
προβλήµατος που αφορούσε την ανίχνευση ενός αργού χρόνου χαλάρωσης σε αραιά υδατικά 
διαλύµατα PEO. Μέχρι πρότινος και σε πλήρη αντίθεση µε την διαίσθηση, ο αργός χρόνος 
χαλάρωσης αποδίδονταν σε συσσωµατώµατα ή ακαθαρσίες, αποδείχθηκε όµως ότι οφείλεται 
σε νανο-εγκλείσµατα αέρα εξαιτίας της αµφίφιλης φύσης του πολυµερούς. 

4.5.2 LCST και UCST 

  Συστήµατα που εµφανίζουν ταυτόχρονα LCST/UCST συµπεριφορά αναφέρονται 
σπάνια στην βιβλιογραφία. Πρόσφατα ανακαλύφθηκε ότι η προσθήκη συστάδας PEO σε 
τυχαίο συµπολυµερές πολυ(ακρυλαµιδίου-co-ακρυλονιτριλίου) µε UCST συµπεριφορά 
προσδίδει επιπλέον LSCT συµπεριφορά [315]. Το σύστηµα που επέδειξε την πιο συναφή 
φυσικοχηµική συµπεριφορά και σύσταση υπήρξε ένα αλληλοεµπλεκόµενο δίκτυο 
(interpernetrating network, IPN) PNiPAm/PAAc [316], όπου η διττή συµπεριφορά 
αποδόθηκε στην µετάβαση του PNiPAm στην συρρικνωµέµη κατάσταση και την στην 
θερµική λύση των δεσµών-Η. H εξαφάνιση της διπλής αποκρισιµότητας σε συνθήκες όπου 
χρησιµοποιήθηκαν διαλύµατα ουρίας 3Μ (ουσία η οποία ανταγωνιζεται τον σχηµατισµό 
δεσµών-Η) ή σε αυξηµένο pH παρείχαν πρόσθετη επιβεβαίωση σχετικά µε τον ρόλο που 
επιτελούν οι δεσµοί-Η. Οµοίως, η προέλευση της UCSΤ αποδόθηκε στον ίδιο µηχανισµό 
από τους Serano-Ruiz et. al κατά την µελέτη κολλοειδών IPN πολυ(ακρυλαµιδίου-co-AAc) 
[317]. Η συσχέτιση µεταξύ βαθµού ιονισµού των καρβοξυλικών οµάδων και των 
σχηµατισµού δεσµών υδρογόνου µε τις αµιδικές οµάδες του PNiPAm υπογραµµίζεται 
επίσης στην εργασία των Xia και Ηu όπου παρασκευάστηκαν ΙPNs µέσω του πολυµερισµού 
AAc παρουσία προσχηµατισµένων µικροπηκτών PNiPAm [318]. Το πολυηλεκτρολυτικό 
δίκτυο σχηµατίζεται µε έναρξη του πολυµερισµού αφότου είχε προηγηθεί η προσρόφηση 
του AAc στο εσωτερικό των µικροπηκτών PNiPAm, η οποία καθίσταται δυνατή µέσω της 
ανάπτυξης δεσµών-Η µεταξύ των -COOH του µονοµερούς και των -CONH του δικτύου. Για 
την περαιτέρω επιβεβαίωση του µηχανισµού, χρησιµοποιήθηκε SA (εξουδετερωµένο AAc) 
χωρίς όµως την αναπαραγωγή των αποτελεσµάτων λόγω της προφανούς αδυναµίας του SA 
να σχηµατίσει δεσµούς-Η µε τα CONH του PNiPAm. Με βάση τις παραπάνω παρατηρήσεις, 
η ασυνήθιστη συµπεριφορά των PNS_001_5_min και PNS_002_5_min πιθανώς είναι 
απόρροια της ανάπτυξης δεσµών-Η στο εσωτερικό του δικτύου. Η διατήρηση του 
φαινοµένου για pH > 5 στο PNS_002_5_min σχετίζεται πιθανώς µε την εµφάνιση ισχυρού 
πολυηλεκτρολυτικού φαινοµένου, εξαιτίας της τοπικά υψηλής συγκέντρωσης καταλοίπων 
SA και την µεγάλη αύξηση της pKa. 

G96



4.5.3 Διαδικασία Scale-up. 

  Τα τελευταία χρόνια έχει αναγνωριστεί η ανάγκη παρασκευής κολλοειδών µε βάση 
το PNiPAM σε µεγάλη κλίµακα [319]. Η διατήρηση απλής και χαµηλού κόστους συνθετικής 
πορείας συνιστά την σηµαντικότερη παράµετρο σε µία διαδικασία scale-up. Οι συµβατικές 
µέθοδοι παρασκευής κολλοειδών µε πολυµερισµό κατακρήµνισης περιλαµβάνουν τη χρήση 
τασιενεργών ουσιών και για την αποφυγή τους έχουν προταθεί οι semi-batch [255] ή ακόµα 
και non-stirred [263] πρακτικές. Σε αυτό το πλαίσιο, η πρακτική της one-shot εισαγωγής 
φορτισµένου µονοµερούς χρήζει µεγαλύτερης διερεύνησης, µε σκοπό την συσχέτιση της 
αρχικής συγκέντρωσης µονοµερών µε τον κατάλληλο χρόνο προσθήκης µετά την έναρξη, 
για την επίτευξη επιθυµητών ιδιοτήτων. Σύµφωνα µε τα ευρήµατα της παρούσας διατριβής, 
αναγνωρίστηκε µία σχέση 10 mM - 25 min / 20 mM - 10 min / 55 mM - 8.5 min για την 
παρασκευή κολλοειδών µε εγγύς αριστοποιηµένες ιδιότητες οπότε αναµένεται οι δύο 
παράµετροι να συνδέονται µε µία σχέση αντίστροφης αναλογίας. 

4.5.4 Προτεινόµενος µηχανισµός για την “ψευδοτασιενεργό” δράση του SA 

  Στα πλαίσια της βιβλιογραφικής ανασκόπησης, υπήρξαν περιορισµένες αναφορές 
στις οποίες το pH της αντίδρασης πολυµερισµού υπεισερχόταν ως συνθετική παράµετρος 
[320, 321]. Οι Zhou και Chu [322] παραθέτουν pH = 3.1±0.2 κατά την σύνθεση 
µικροπηκτών P(NiPAm-co-MAAc), ενώ στην ίδια εργασία γίνεται µία εφαπτοµενική 
παρατήρηση σχετικά µε την επίδραση του βαθµού ιονισµού του MAAc στην σταθεροποίηση 
των πρωτογενών πυρήνων. Οι Kleinen και Richtering συσχέτισαν ακροθιγώς το ποσοστό 
ενσωµάτωσης του MAAc σε µικροπηκτές P(NiPAm-co-MAAc) µε το pH της αντίδρασης, 
χωρίς όµως την παράθεση συγκεκριµένης τιµής [323]. Οι Sheikholeslami et al. µελέτησαν το 
ίδιο σύστηµα και υπήρξε ταύτιση µεταξύ της δοθείσης πειραµατικής (pH~3.5) και της 
θεωρητικά αναµενόµενης τιµής από την συγκέντρωση του MAAc, θεωρώντας ότι pKa,ΜAAc = 
4.5 [253]. Σε αντίθεση µε το σύστηµα P(NiPAm-co-ΑΑc), ο συµπολυµερισµός της 
εξουδετερωµένης µορφής του οξέος (ΝaAAc ή SA) αναφέρεται σπάνια στην βιβλιογραφία 
[101, 324]. Στην πραγµατικότητα, υπήρξε άκαρπη η προσπάθεια εντοπισµού εργασιών όπου 
οργανικά άλατα συµπολυµερίζονται µε το NiPAm για την παρασκευή µικροπηκτών, εν 
γένει. Σε αυτό το πλαίσιο, οι πιο συναφείς εργασίες για την παρασκευή πολυµερικών υλικών 
µε βάση το NiPAm και κάποιο εξ αρχής ιοντισµένο µονοµερές αφορούσαν είτε την σύνθεση 
µακροπηκτών (bulk gels) [325-327], είτε την σύνθεση γραµµικών συµπολυµερών όπου 
χρησιµοποιήθηκαν κατιοντικά, ανιοντικά ή αµφοτερικά µονοµερή [328]. H επίδραση της 
χρήσης φορτισµένου µονοµερούς επάνω στις φυσικοχηµικές παραµέτρους µικροπηκτών 
παραγόµενων µε πολυµερισµό κατακρήµνισης αναφέρεται απο τους Duracher et al. [329], 
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όπου µελετήθηκε το σύστηµα πολυ{Ν-ισοπροπυλο-µεθακρυλαµιδίου-co-[(N-
(βινυλοβενζυλίµινο)διοξικού οξέος]}. Η παρατηρούµενη µείωση της υδροδυναµικής 
διαµέτρου όταν προστίθεται µεγαλύτερη ποσότητα όξινου µονοµερούς αποδόθηκε στον 
σχηµατισµό µεγαλύτερου αριθµού πρωτογενών πυρήνων ή/και στην επίτευξη µεγαλύτερης 
κολλοειδούς σταθερότητας λόγω της παρουσίας επιφανειακών φορτισµένων οµάδων. Παρ’ 
όλα αυτά, στις όξινες συνθήκες που επικρατούν κατά τον πολυµερισµό, το ποσοστό των 
ιοντισµένων οµάδων είναι πολύ µικρό ώστε να συµβάλλει στην σταθεροποίηση, οπότε 
κρίνεται πιθανότερη η συνεργιστική δράση µε το τασιενεργό που ούτως ή άλλως 
προστέθηκε στην αντίδραση. Στην µελέτη των Kratz et al. [249] σηµειώνεται µείωση του 
µεγέθους µικροπηκτών P(NiPAm-co-AAc) όταν αυξάνεται η ποσότητα του 
συµπολυµεριζόµενου ΑΑc, χωρίς όµως αυτό το µοτίβο να επαναλαµβάνεται στην εργασία 
των Burmistrova et al. [279] όπου ουσιαστικά αναφέρεται η αντίστροφη συµπεριφορά του 
συστήµατος. Τέτοιου είδους αντικρουόµενα αποτελέσµατα υπογραµµίζουν τον υψηλό βαθµό 
πολυπλοκότητας του συστήµατος.  
  Η κατάσταση αλλάζει άρδην όταν επιχειρείται ο συµπολυµερισµός κατακρήµνισης 
του ΝiPAm παρουσία SA. Ως οργανικό άλας, το SA βρίσκεται µονίµως διισταµένο στις 
συνθήκες του πολυµερισµού, µε αποτέλεσµα την µεταλλαγή του χαρακτήρα των 
διαδιδόµενων και αναπτυσσόµενων αλυσίδων προς την υδροφιλικότητα. Αυτό το γεγονός 
οδηγεί στην αλλαγή του τρόπου µε τον οποίο οι σχηµατίζονται οι πρωτογενείς και 
δευτρογενείς πυρήνες. Σύµφωνα µε τον προτεινόµενο µηχανισµό, η αρχική προσθήκη του 
SA προκαλεί την συµµετοχή µικρότερου αριθµού διαδιδόµενων µακροριζών προς 
σχηµατισµό ενός πρωτογενή πυρήνα, διότι αφενός το αρχικό ισοζύζιο επιφανειακής 
ενέργειας/φορτίου πλέον δεν εξαρτάται µόνο από την συγκέντρωση των καταλοίπων -SO4-  

του εκκινητή και αφετέρου οι µακρόριζες δεν συννενώνονται τόσο εύκολα λόγω των 
αυξηµένων ηλεκτροστατικών απώσεων και της υδροφιλικότητας. Όσο το σωµατίδιο 
αναπτύσσεται περαιτέρω, αυξάνονται ξανά η επιφανειακή ενέργεια και η τάση για 
συσσωµάτωση (στάδιο δευτερογενούς πυρήνωσης). Η µεταγενέστερη προσθήκη του SA σε 
αυτό το σηµείο έχει ως αποτέλεσµα την διακοπή του µηχανισµού συσσωµάτωσης, µέσω του 
σχηµατισµού ενός περιφερειακού στρώµατος από αµφίφιλες αλυσίδες, πλούσιες σε 
φορτισµένα κατάλοιπα -COO-. Τελικά, ένας συνδυασµός διεργασιών συµβάλλει στην 
σταθεροποίηση των δευτερογενών πυρήνων. Πέρα από τις ηλεκτροστατικές απώσεις, 
σηµαίνων ρόλο διαδραµατίζουν στερεοτακτικοί περιορισµοί εξαιτίας του αµφίφιλου 
κελύφους. Επίσης µπορεί να υποτεθεί ότι λόγω της αυξηµένης τοπικής συγκέντρωσης 
αντισταθµιστικών φορτίων Νa+ όταν αλυσίδες γειτονικών σωµατιδίων αλληλεπικαλύπτονται, 
αναδύονται ωσµωτικοί όροι που µπορεί να συµβάλλουν στην άπωση. Ο µηχανισµός 
σταθεροποίησης αποδίδεται στο Σχήµα 4.3 και συγκρίνεται µε την κλασσική περίπτωση 
σταθεροποίησης µε SDS. 
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Σχήµα 4.3 Σύγκριση µηχανισµών σταθεροποίησης πολυµερισµού κατακρήµνισης µε SDS (επάνω σειρά) 

και σταθεροποίησης µε χρήση φορτισµένου συµµονοµερούς (κάτω σειρά). 

  Η κατανοµή των καρβοξυλικών θέσεων σε µικροπηκτές µε βάση το PNiPAm έχει 
ερευνηθεί διεξοδικά [13] και µπορεί να προσδιοριστεί µε επιλεκτική χρώση και µελέτη µε 
ΤΕΜ [248]. Είναι γνωστό ότι το σύστηµα NiPAm/AAc χαρακτηρίζεται από παρεµφερείς 
λόγους δραστικότητας (rNiPAm = 0.57, rAAc = 0.32) [296], το γινόµενο τον οποίων είναι 
µικρότερο της µονάδας (0.18). Σύµφωνα µε την κλασσική θεωρία του ριζικού 
πολυµερισµού, υπό αυτές τις συνθήκες αναµένεται η εναλλασσόµενη προσθήκη του AAc 
στο δίκτυο [266] και µε δεδοµένη την χαµηλή στοιχειοµετρική αναλογία στα εξεταζόµενα 
συστήµατα, εξοµοιώνεται ο οµοιογενής και τυχαίος συµπολυµερισµός. Από την άλλη 
πλευρά, έχει βρεθεί ότι η κινητική της διάδοσης πολυµερισµού του AAc σε υδατικά 
περιβάλλοντα εξαρτάται σε πολύ µεγάλο βαθµό από τον βαθµό ιονισµού του µονοµερούς 
[330]. Συγκεκριµένα, η σταθερά διάδοσης πολυµερισµού, kp, ελαττώνεται κατά µία τάξη 
µεγέθους όταν το AAc περνά στην πλήρως ιοντισµένη µορφή. 
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  Επίσης, ενδιαφέρον παρουσιάζει ο µεγάλος βαθµός (89%) του SA στο τελικό 
προϊόν σε συνδυασµό µε την πολύ καλή σύγκλιση µεταξύ θεωρητικής και πειραµατικής 
επιφανειακής συγκέντρωσης φορτίου (66.7% vs 69.2%). Την στιγµή της εισαγωγής (8.5 
min), το SA συµµετέχει στον πολυµερισµό στην συνεχή φάση του διαλύµατος και σύµφωνα 
µε τα παραπάνω αλυσίδες πλούσιες σε NiPAM ενσωµατώνονται στην επιφάνεια των 
σωµατιδίων είτε υπό την δράση του ΜΒΑ, είτε µε συννένωση ριζών. Μετά από κάποια 
χρονική στιγµή, η συγκέντρωση του NiPAm γίνεται πολύ µικρότερη από αυτή του SA, 
καθώς ήδη την στιγµή της εισαγωγής η στοιχειοµετρική αναλογία στην αντίδραση έχει 
αποκλίνει από την συνολική αρχική [SA]:[NiPAm] = 1:10. Το ερώτηµα που τίθεται είναι 
πως το SA εισάγεται στην επιφάνεια ελλείψει της κινούσας δύναµης που περιγράφηκε 
παραπάνω; Σύµφωνα µε την υπόθεση της σταθερής κατάστασης, η συνολική συγκέντρωση 
των διαδιδόµενων/ενεργών ειδών, των µακροριζών στην συνεχή φάση του διαλύµατος και 
των ενεργών άκρων στην επιφάνεια των αναπτυσσόµενων κολλοειδών σωµατιδίων εν 
προκειµένω, παραµένει σταθερή. Άρα είναι εύλογο να υποτεθεί περαιτέρω ότι όσο 
ελαττώνεται η συγκέντρωση των διαθέσιµων µονοµερών προς όφελος της ανάπτυξης των 
µικροπηκτών, η συγκέντρωση των µακροριζών µειώνεται. Αφού η επιφάνεια των 
µικροπηκτών αυξάνεται ως προς d2, η συγκέντρωση των ενεργών θέσεων στην επιφάνεια 
είναι αύξουσα συνάρτηση της προόδου της αντίδρασης πολυµερισµού. Με άλλα λόγια, όσο 
προχωράει η αντίδραση πολυµερισµού το ισοζύγιο των ενεργών θέσεων µετατοπίζεται προς 
την πλευρά της επιφάνειας των αναπτυσσόµενων µικροπηκτών, έναντι των διαλυµένων 
µακροριζών. Ως εκ τούτου, ένα ελεύθερο µονοµερές SA έχει µεγαλύτερη πιθανότητα να 
εισαχθεί απευθείας στην επιφάνεια των µικροπηκτών παρά στην φάση του διαλύµατος, 
ακόµα και όταν η κινούσα δύναµη της εισαγωγής στην επιφάνεια λόγω του 
συµπολυµερισµού µε NiPAm είναι απούσα. Προϋπόθεση για την παραπάνω ανάλυση 
αποτελεί η αµελητέα συνεισφορά των αντιδράσεων τερµατισµού µε συννένωση, 
ανακατανοµή ή µεταφορά, στην εξεταζόµενη χρονική κλίµακα.  

4.5.5 Τιτλοδοτήσεις - Πυκνότητα Φορτίου 

  Οι τιτλοδοτήσεις ισοηλεκτρικού σηµείου, ποτεντιοµετρικά µε χρήση ΝaOH για τον 
προσδιορισµό του συνολικού φορτίου και µε χρήση PDADMAC για τον προσδιορισµό του 
επιφανειακού φορτίου αποτελούν συνεπείς (consistent) τεχνικές χαρακτηρισµού [294, 323]. 
Το περιεχόµενο σφάλµα προέρχεται από παραµέτρους όπως η διακριτική ικανότητα του pH-
µετρικού ηλεκτροδίου, η ακρίβεια της µηχανικής αντλίας έγχυσης στον αυτόµατο τιτλοδότη 
και η κατανοµή µοριακών βαρών του PDADMAC. Αντίθετα, κατά τον προσδιορισµό της 
επιφανειακής πυκνότητας φορτίου, όπου είναι απαραίτητος ο υπολογισµός της κατ’ αριθµό 
συγκέντρωσης των περιεχόµενων κολλοειδών, Np/V, στην τιτλοδοτούµενη διασπορά, το 
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σφάλµα είναι σηµαντικά µεγαλύτερο. H Np/V µπορεί να υπολογιστεί µε απόλυτο τρόπο µέσω 
του υπολογισµού του <Μw> των µικροπηκτών [23, 318] ή µέσω ιξωδοµετρικών µεθόδων 
[268]. Στην παρούσα εργασία υποτέθηκε ότι οι διαστάσεις των ξηρών κολλοειδών 
συµπίµπτουν µε τις διαστάσεις της συνεπτυγµένης µορφολογίας στο αιώρηµα. Στην 
παρούσα απλουστευτική προσέγγιση δεν έχει ληφθεί υπόψιν η υψηλή παραµορφωσιµότητα 
των κολλοειδών εξαιτίας της “χαλαρής” τους δοµής, καθώς επίσης και το γεγονός ότι “το 
PNiPAm δεν είναι ποτέ υδρόφοβο [35]”, µε αποτέλεσµα να συγκρατεί εως και ~70 % Η2Ο 
στην συρρικνωµένη κατάσταση.  
  Συγκρινόµενη µε δηµοσιευµένα αποτελέσµατα για το σύστηµα µικροπηκτών 
P(NiPAm-co-AAc), η επιφανειακή πυκνότητα φορτίου (σ = 2.67 e.nm-2) βρέθηκε περίπου 
δύο τάξεις µεγέθους µεγαλύτερη [49].  Παράλληλα όµως στην εν λόγω µελέτη: i) η θερµική 
απόκριση του συστήµατος σε pH = 8.6 (συνθήκες προσδιορισµού σ) είναι αµελητέα, γεγονός 
που οφείλεται στην ισχυρή παρεµπόδιση µετάβασης της VPT λόγω ηλεκτροστατικών 
απώσεων, ii) ο λόγος διόγκωσης µεταξύ ιοντισµένης (pH = 8.6) και ουδέτερης κατάστασης   
(pH = 3.6) υπολογίζεται ίσος µε αpH = 78.2, παρέχοντας ευθεία απόδειξη της οµοιογενούς 
κατανοµής των -COOH και iii) οι παραπάνω δύο προτάσεις πιστοποιούνται από την 
παρατιθέµενη τιµή της αναλογίας µεταξύ επιφανειακού και συνολικού φορτίου (1:1300). 
Επίσης είναι ενδεικτικό ότι για µικροπηκτές pNiPAm έχουν αναφερθεί τιµές σ = 0.005 
e.nm-2, όπου τα φορτία οφείλονται αποκλειστικά σε κατάλοιπα -SO4- από τον εκκινητή 
[331]. Η επιφανειακή πυκνότητα φορτίου του PNS_Opt βρίσκεται σε πολύ καλή συµφωνία 
µε αποτελέσµατα για συστήµατα πολυµερικών νανοσωµατιδίων P(St-co-AAc) παραγόµενων 
µε πολυµερισµό µίνι-γαλακτώµατος [332] και core/shell πολυµερικών νανοσωµατιδίων 
P(nBMA-co-MAAc) από πολυµερισµό γαλακτώµατος [294]. Σε αυτές τις περιπτώσεις, η 
υψηλή πυκνότητα φορτίου έχει προέλευση στον εξ ορισµού προτιµητέο πολυµερισµού του 
υδατοδιαλυτού µονοµερούς στην επιφάνεια της υδρόφοβης σκληρής σφαίρας/πυρήνα. Κατ’ 
αντιστοιχία η υψηλή πυκνότητα φορτίου του PNS_Opt οφείλεται στον εκλεκτικό 
εµπλουτισµό της επιφάνειας µε -COOH. 

4.6 Συµπεράσµατα 

  Η ανάγκη για την παρασκευή µικροπηκτών P(NiPAm-co-SA) µε αριστοποιηµένα 
χαρακτηριστικά και δυνατότητα χηµικής µετατροποποίησης αποτέλεσε το κίνητρο για την 
ανάπτυξη ενός καινοτόµου συνθετικού πρωτοκόλου. Με βασικό γνώµονα την εν δυνάµει 
χρησιµοποίηση σε βιολογικές εφαρµογές, αποκλείστηκε η χρήση του SDS στην αντίδραση. 
Η µελέτη της επίδρασης του χρόνου εισαγωγής του SA οδήγησε στην παρασκευή 
µικροπηκτών µε ποικιλόµορφη θερµική αποκρισιµότητα ως απόρροια διαφορετικών 
µορφολογικών χαρακτηριστικών. Η κατασκευή µίας αλγεβρικής σχέσης επέτρεψε τον 
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ορισµό ενός κατάλληλου αριθµού αξιοπιστίας, µέσω του οποίου κατέστη εφικτή η αύξηση 
της απόδοσης της αντίδρασης. Το τελικώς αριστοποιηµένο προϊόν χαρακτηρίστηκε µε 
τιτλοδότηση, απ’ όπου πιστοποιήθηκε ο εκλεκτικός πολυµερισµός του SA στην επιφάνεια 
και υπολογίστηκε προσεγγιστικά η επιφανειακή πυκνότητα φορτίου. Σύµφωνα µε τον 
προτεινόµενο µηχανισµό συνθετικού ελέγχου, το SA επάγει αµφιφιλικό χαρακτήρα στην 
επιφάνεια των αναπτυσσόµενων δευτερογενών πυρήνων, γεγονός που φαινοµενολογικά δρα 
ως τασιενεργή ένωση επιτρέποντας την οµοιογενή πυρήνωση. Παράλληλα η διαφορά στους 
λόγους δραστικότητας µεταξύ NiPAm/SA οδηγεί εγγενώς στην υιοθέτηση core/shell 
µορφολογίας. Οι µικροπηκτές PNS_Opt αποτέλεσαν την βάση για την παρασκευή 
πολυλειτουργικών νανοϋβριδικών υλικών. 
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Κεφάλαιο 5 

Σύνθεση και Χαρακτηρισµός Φθορίζοντων και Φθορίζοντων/
Μαγνητικών Πολυµερικών Μικροπηκτών µε Βάση το PNiPAm 

ΣΥΝΟΨΗ: Στο παρόν Κεφάλαιο περιγράφεται η πορεία παρασκευής και χαρακτηρισµού 
των Προηγµένων Νανοϋβριδικών Υλικών που αποτέλεσαν τον κεντρικό στόχο της παρούσης 
διατριβής. Στο πρώτο σκέλος περιγράφεται η µοριακή σύνθεση των λειτουργικών 
χρωµοφόρων οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν για την χηµική µετατροποποίηση του 
αριστοποιηµένου δείγµατος PNS_Opt. Στην συνέχεια συζητείται η παρασκευή των 
θερµοαποκρίσιµων/φθορίζοντων, θερµοαποκρίσιµων/µαγνητικών και τριλειτουργικών 
νανοϋβριδικών υλικών. Ο µοριακός χαρακτηρισµός περιελάµβανε τις φασµατοσκοπίες 1H-
NMR, 13C-NMR και FT-IR. Οι φωτοφυσικές ιδιότητες των λειτουργικών χρωµοφόρων, των 
φθορίζοντων µικροπηκτών και των τριλειτουργικών νανοϋβριδικών υλικών εξετάστηκαν 
συνδυαστικά µε φασµατοσκοπία φθορισµού και  φασµατοσκοπία UV-Vis. Οι φυσικοχηµικές 
ιδιότητες των παρασκευασθέντων υλικών στη φάση του αιωρήµατος µελετήθηκαν µε DLS 
ενώ ο χαρακτηρισµός στην στερεά κατάσταση πραγµατοποιήθηκε µε VSM και TGA. 

5.1 Εισαγωγή 

  Όπως αναφέρθηκε στο εισαγωγικό Κεφάλαιο 2, οι µικροπηκτές PNiPAm έχουν 
χρησιµοποιηθεί ως βάση για την παρασκευή θερµοαποκρίσιµων/φθορίζοντων υλικών και 
θερµικά/µαγνητικά αποκρίσιµων νανοϋβριδικών. Συµπληρωµατικά, στο σηµείο αυτό 
παρατίθενται ορισµένες ακόµα αντιπροσωπευτικές εργασίες, δίνοντας έµφαση στις 
στρατηγικές προετοιµασίας αυτής της κατηγορίας των νανοϋλικών και στις πιθανές 
εφαρµογές τους. Οι Wong et al. [333] παρασκεύασαν µαγνητικές µικροπηκτές PNiPAm 
µέσω της επιφανειακής εναπόθεσης πολλαπλών στρωµάτων PDADMAC/PSS και της 
ένθεσης προσχηµατισµένων ΝΣΟΣ στον διαστρωµατικό χώρο. To υλικό επέδειξε απόκριση 
σε εναλλασσόµενο µαγνητικό πεδίο, επάγοντας την µετάβαση στην συρρικνωµένη 
κατάσταση, καταδεικνύοντας µε αυτό τον τρόπο την δυνατότητα ενσωµάτωσης σε 
εφαρµογές υπερθερµίας και ελεγχόµενης αποδέσµευσης φαρµάκων. Οι Liz-Martan et al. 
[334] εναπόθεσαν in situ ΝΣ Αg στην επιφάνεια θερµοαποκρίσιµων νανοϋβριδικών 
µικροπηκτών µε πυρήνα NΣΟΣ και κέλυφος PΝiPAm για την παρασκευή κολλοειδών 
υποστρωµάτων SERS µε αυξηµένη ευαισθησία ανίχνευσης οργανικών ρύπων. Πολύ 
πρόσφατα, οι Jaiswal et al. [335] ενθυλάκωσαν ΝΣΟΣ στον πυρήνα µικροπηκτών PNiPAm, 
µέσω του συµβατικού πολυµερισµού κατακρήµνισης του NiPAm παρουσία 
προσχηµατισµένων ΝΣΟΣ µε επιφάνεια τροποποιηµένη µε PEG ή POSS. H υβριδική 
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νανοδοµή εξυπηρέτησε ως θεραγνωστικό (θεραπευτικό/διαγνωστικό, theranostic) σύστηµα 
για την ταυτόχρονη απεικόνιση µε MRI και την πυροδοτούµενη αποδέσµευση της 
δοξορουβικίνης µε ραδιοκύµατα. Με δεδοµένο λοιπόν το πολύ µεγάλο ερευνητικό 
ενδιαφέρον γύρω από αυτή την κατηγορία υλικών, σχετικά λίγες εργασίες πραγµατεύονται 
την σύνθεση τριπλά λειτουργικών θερµοαποκρίσιµων/µαγνητικών/φθορίζοντων νανοϋλικών 
[336-340]. Στα πλαίσια της βιβλιογραφικής ανασκόπησης δεν κατέστη δυνατός ο εντοπισµός 
αναφοράς σύµφωνα µε την οποία η µαγνητική φάση και η φθορίζουσα λειτουργικότητα να 
ενσωµατώνονται απ’ ευθείας σε ικρίωµα από µικροπηκτή PNiPAm. Στην παρούσα διατριβή 
αναπτύχθηκε µία καινοτόµα διαδικασία παρασκευής τριλειτουργικών νανοϋβριδικών 
µικροπηκτών. Αρχικά, το αριστοποιηµένο δείγµα PNS_Opt εξυπηρέτησε ως µήτρα για την 
επιφανειακή χηµική τροποποίηση µε χρωµοφόρα µόρια. Για αυτό τον σκοπό, συντέθηκε ένα 
νέο παράγωγο της φθορεσίνης µε άµινο δραστικότητα. Τα τελικά τριλειτουργικά υλικά 
προήλθαν µέσω της in situ εναπόθεσης µαγνητικών ΝΣΟΣ στην επιφάνεια των χηµικά 
τροποποιηµένων µικροπηκτών, χρησιµοποιώντας πρόδροµα διαλύµατα αλάτων Fe(Cl)3/
Fe(Cl)2. Στο στάδιο της εφαρµογής, τα υλικά εξυπηρέτησαν ως νανοφορείς για την 
ενθυλάκωση του αντικαρκινικού φαρµάκου δοξορουβικίνη. 

5.2 Πειραµατικό Μέρος 

  Στην πειραµατική πορεία που ακολουθεί περιγράφεται i) η διαδικασία σύνθεσης 
δύο διαφορετικών χρωµοφόρων παραγώγων της φθορεσίνης, ii) η διαδικασία επιφανειακής 
χηµικής τροποποίησης του PNS_Opt µε φθορίζουσα χρωµοφόρα και iii) η διαδικασία 
εναπόθεσης των NΣΟΣ στην επιφάνεια των πρόδροµων και χηµικά τροποποιηµένων 
PNS_Opt@FL. 

5.2.1 Μοριακή Σύνθεση 

5.2.1.1 Καθαρισµός Ν-Διµεθυλοφορµαµιδίου (DMF) [341] 

  Ειδικά διαµορφωµένη συσκευή απόσταξης διαλυτών υψηλού σηµείου ζέσεως (sort 
path) και σφαιρικές φιάλες των 500 ml εξοπλισµένες µε κατάλληλα εσµυρίσµατα 
καθαρίστηκαν σχολαστικά µε ακετόνη και υδροφθόριο έπειτα από την τοποθέτηση τους σε 
φούρνο υψηλής θερµοκρασίας (6 h, 450 °C). Ποσότητα λεπτά διαµερισµένου υδριδίου του 
ασβεστίου (Acros Organics, CaH2) εισήχθη στην σφαιρική φιάλη και προστέθηκε το DMF 
(Fisher, 300 ml). Το περιεχόµενο της φιάλης απαερώθηκε δις στην γραµµή υψηλού κενού 
και αφέθηκε υπό ανάδευση σε υψηλό κενό για 24 h για την εξάλειψη της προσροφηµένης 
υγρασίας από τον διαλύτη. Την επόµενη ηµέρα, έπειτα από δύο κύκλους απαέρωσης, το 
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απαλλαγµένο από υγρασία DMF αποστάχθηκε σε δεύτερη φιάλη 500 ml η οποία περιείχε 
πορώδη ρητίνη βενζυλoϊσοκυανικού εστέρα (ScavengePore benzyl isocyanate, Sigma) όπου 
και αφέθηκε για επιπλέον 24 h προς αποµάκρυνση ιχνών υγρασίας και παραπροϊόντων που 
σχηµατίστηκαν λόγω της θερµικής αποικοδόµησης κατά την απόσταξη. Στην συνέχεια η 
φιάλη µε τον καθαρό διαλύτη αποµακρύνθηκε από την γραµµή υψηλού κενού και µετά την 
διέλευση από ηθµό για την αποµάκρυνση της ρητίνης, µεταφέρθηκε σε νέα φιάλη και 
αποθηκεύθηκε υπό αδρανή ατµόσφαιρα Ar προς αποφυγή της αποικοδόµησης του DMF, 
µακριά από υγρασία και ηλιακό φως. Ποιοτικό χαρακτηριστικό του επιτυχηµένου 
καθαρισµού απότελεί η απουσία της πρότερης δυσάρεστης ιχθυώδους οσµής του διαλύτη. 

5.2.1.2 Σύνθεση Yδροβρωµικού Άλατος της 2-βρωµοαιθυλαµίνης (2-ΒΕΑ•ΗΒr) [342] 

  Σε σφαιρική φιάλη των 250 ml µε εσµύρισµα η οποία περιέχει 100 ml διαλύµατος 
υδροβρωµικού οξέος (8.92Μ, Sigma, 48%) προστέθηκαν στάγδην 15 ml (0.25 mol) 
αιθανολαµίνης (Sigma, 98%). Πρέπει να τονιστεί ότι η φιάλη παρέµεινε σε λουτρό πάγου 
πριν και κατά την διάρκεια της προσθήκης της αιθανολαµίνης καθώς αρχικά η αντίδραση 
είναι ισχυρά εξώθερµη. H φιάλη προσαρµόστηκε σε αποστακτική συσκευή µε δυνατότητα 
ρύθµισης του εφαρµοζόµενου κενού. Το µίγµα της αντίδρασης θερµάνθηκε σε ατµοσφαιρική 
πίεση έως το σηµείο όπου παρατηρείται ήπια επαναρροή στα τοιχώµατα της φιάλης και 
παρέµεινε σε αυτές τις συνθήκες για 3 h. Στο σηµείο αυτό εφαρµόστηκε κενό στην διάταξη 
και αποστάχθηκαν 28 ml σε βαθµονοµηµένη φιάλη συλλογής. Το κενό µειώθηκε έως ότου 
παρατηρηθεί ξανά ήπια επαναρροή στα τοιχώµατα της φιάλης και αφέθηκε για 1 h. Η 
διαδικασία επαναλήφθηκε αυτούσια για κλάσµατα 10 ml, 9 ml, 4.5 ml, 4ml, 2 ml και 1.5 ml, 
ενώ στο τελικό στάδιο της αντίδρασης αποστάχηκαν υπό κενό 35 ml από το διάλυµα της 
αντίδρασης. Το τελικό προϊόν της αντίδρασης είναι ένα πυκνόρευστο υγρό, σκούρου 
πορτοκαλί χρώµατος και περιέχει το υδροβρωµικό άλας της 2-βρωµοαιθυλαµίνης µαζί µε 
υδροβρωµικό οξύ και αιθανολαµίνη η οποία δεν έχει αντιδράσει. Κατά την ψύξη του 
ρευστού παρατηρείται η ανάπτυξη λευκών βελονοειδών κατακρηµνισµάτων που 
συνίστανται στο καθαρό άλας. Έπειτα από την τοποθέτηση σε χαµηλή θερµοκρασία (3 °C) 
για 24 h ολοκληρώθηκε η διαδικασία ανάπτυξης των κρυστάλλων µε τον σχηµατισµό 
φυλλοειδών κατακρηµνισµάτων. Το προϊόν εκπλύθηκε πολλαπλώς µε ακετόνη και 
φιλτραρίστηκε µε ηθµό Buchner εως ότου το διάλυµα έκπλυσης εµφανίζεται άχρωµο και 
διαυγές. Το τελικό λευκό κρυσταλλικό στερεό αφέθηκε να στεγνώσει διαδοχικά στον 
απαγωγό και σε φούρνο κενού πριν από την χρήση χωρίς περαιτέρω χαρακτηρισµό. 
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5.2.1.3 Σύνθεση Ν-(tert-βουτοξυκαρβονυλο)-2-βρωµοαίθυλο αµίνης (2-BEA-Boc) [343] 

  Σε σφαιρική φιάλη των 250 ml τοποθετήθηκαν 1.95 g (9 mmol) δι-(tert-βούτυλο) 
δικαρβονικού εστέρα (Di-tert-butyl dicarbonate, Alfa Aesar, 97%), 3.7 g (18 mmol) 
υδροβρωµικού άλατος της 2-βρωµοαιθυλαµίνης, 33 ml διχλωροµεθανίου (Sigma) και 13.7 
ml απιονισµένου Η2Ο. Στο διφασικό διάλυµα που σχηµατίζεται προστέθηκαν στάγδην 36 ml 
διαλύµατος NaOH 1M υπό ισχυρή ανάδευση σε περίοδο 30 min. Η αντίδραση αφέθηκε υπό 
ισχυρή ανάδευση για 6 h σε θερµοκρασία δωµατίου, ενώ ανά τακτά χρονικά διαστήµατα 
λαµβάνονταν µικροποσότητες από την οργανική φάση για την παρακολούθηση της προόδου 
της αντίδρασης µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (thin layer chromatography, TLC) και 
χρώση µε KMnO4, καθώς η παραγόµενη ένωση Ν-(tert-βουτοξυκαρβονυλο)-2-βρωµοαιθυλ- 
αµίνη δεν εµφανίζει χρώµα ή φθορισµό. Η οργανική φάση εκπλύθηκε δις µε διάλυµα όξινου 
ανθρακικού νατρίου 1Μ για την αποµάκρυνση ιχνών υδροβρωµικού άλατος της 2-
βρωµοαιθυλαµίνης καθώς η αντίδραση είναι σχεδόν ποσοτική (απόδοση ~95%). Η οργανική 
φάση συλλέχθηκε µε διαχωριστική χοάνη και προστέθηκε στερεό θειϊκό νάτριο (Na2SO4, 
Sigma, anhydrous, 99%) για την αποµάκρυνση της υγρασίας. Ακολούθησε φιλτράρισµα του 
διάλυµατος µε ηθµό Buchner και το διχλωροµεθάνιο αποµακρύνθηκε στον περιστροφικό 
εξατµιστή (rotary evaporator). Η φιάλη µε το παραγόµενο διαυγές ιξώδες ρευστό προϊόν 
τοποθετήθηκε σε γραµµή υψηλού κενού προς αποµάκρυνση εγκλωβισµένου διαλύτη εως 
ότου ο ήχος από το πηνίο Tesla υποδηλώσει απουσία πτητικών στην διάταξη. Στην συνέχεια 
η φιάλη τοποθετήθηκε σε χαµηλή θερµοκρασία (3 °C) για 24h προς λήψη του τελικού 
προϊόντος µε όψη και υφή διαυγούς κηρώδους στερεού το οποίο χρησιµοποιήθηκε χωρίς 
περαιτέρω χαρακτηρισµό. 

5.2.1.4 Σύνθεση αιθυλ-2-(6-υδροξυ-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκού εστέρα (FL Ester)
[118] 

  Για την εστεροποίηση κατά Ficher της ελεύθερης καρβοξυλοµάδας στο τµήµα του 
φθαλικού ανυδρίτη της φθορεσίνης (FL, Fluorescein, Sigma, free acid, dye content 95%), 
τοποθετήθηκαν σε σφαιρική φιάλη των 250 ml µε εσµύρισµα, 10 g FL (30 mmol) και 150 ml 
αιθανόλης (EtOH, Sigma, reagent grade). Στο σχηµατιζόµενο αιώρηµα χαρακτηριστικού 
κεραµιδί-κόκκινου χρώµατος προστέθηκαν στάγδην 8 ml (0.15 mol) πυκνού θειικού οξέος 
(H2SO4, Sigma, 95.0-98.0%). Παρατηρήθηκε απ’ ευθείας αλλαγή στο χρώµα το οποίο 
µετετράπη σε σκούρο καφέ, καθώς επίσης και σηµαντική αύξηση της διαλυτότητας του 
στερεού περιεχοµένου. Το διάλυµα αφέθηκε σε συνθήκες επαναρροής, σε θερµοκρασία 
ελαφρώς µεγαλύτερη από το σηµείο βρασµού το µίγµατος της αντίδρασης (~72 °C) για 24 h. 
Στην συνέχεια η EtOH αποµακρύνθηκε στον περιστροφικό εξατµιστή και το υπόλειµµα 
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ξηράνθηκε σε φούρνο. Το στερεό διαλύθηκε σε χλωροφόρµιο (CHCl3, reagent grade, Fischer 
Scientific) µε µερικές σταγόνες µεθανόλη (MeOH, reagent grade, Fischer Scientific), 
µεταφέρθηκε σε ποτήρι ζέσεως για περαιτέρω επεξεργασία και προστέθηκε στερεό όξινο 
ανθρακικό νάτριο (Na2CO3, Sigma) εως ότου παρατηρηθεί παύση του αφρισµού λόγω 
παραγωγής αερίου CO2 από την αντίδραση εξουδετέρωσης µε το H2SO4. Το ιλυώδες προϊόν 
διαλύθηκε εκ νέου στην ίδια αναλογία διαλυτών και φιλτραρίστηκε µε ηθµό Buchner. Η 
οργανική φάση εκπλύθηκε δις µε διάλυµα NaOH 0.1M προς αποµάκρυνση µη 
εστεροποιηµένης FL, συλλέχθηκε στην διαχωριστική χοάνη, προστέθηκε στερεό Na2SO4 και 
φιλτραρίστηκε µε ηθµό Buchner. Έπειτα από την αποµάκρυνση των διαλυτών, το τελικό 
στερεό προϊόν εµφάνιζει σκούρο καφέ χρώµα και διαλύεται εύκολα στους περισσότερους 
οργανικούς διαλύτες και σε αλκαλικό Η2Ο. Η επιτυχής σύνθεση και αποµόνωση της ένωσης 
πιστοποιήθηκε µε 1H-NMR και FT-IR (βλ. Παράρτηµα Κεφαλαίου Σχήµα Π5.2 και Π5.8). 

5.2.1.5 Σύνθεση αιθυλ-2-(6-(2-((tert-βουτοξυκαρβονυλο)αµινο)αιθοξυ)-3-οξο-3H-
ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκού εστέρα (FL-NH-Boc) 

  Σε σφαιρική φιάλη των 100 ml µε εσµύρισµα τοποθετήθηκαν 1 g (2.78 mmol) FL 
Ester, 2.32 g (16.81 mmol) ανθρακικό κάλιο (Κ2CO3, και 5 ml ξηρού DMF. Πρέπει να 
σηµειωθεί ότι το στερεό Κ2CO3 αρχικά έχει ιλυώδη υφή εξαιτίας της φυσιοροφηµένης 
υγρασίας. Για την πλήρη εξάλειψη της υγρασίας, η ποσότητα του Κ2CO3 τοποθετήθηκε σε 
ποτήρι ζέσεως και ξήρανθηκε σε ελεύθερη φλόγα αποκτώντας τελικά υφή λεπτοµερούς 
κόνεως. Έπειτα από την ανάδευση του µίγµατος για 1 h σε RT, επιβεβαιώνεται ο 
σχηµατισµός του ενεργοποιηµένου φαινοξειδίου από την αλλαγή του χρώµατος σε ζωηρό 
κόκκινο. Στην συνέχεια 1.88 g (8.39 mmol) 2-BEA-Boc διαλυµένα σε 5 ml DMF 
προστέθηκαν στάγδην και η αντίδραση αφέθηκε για 24 h σε RT υπό αδρανή ατµόσφαιρα 
αερίου αργού (Ar). Η πρόοδος της αντίδρασης µελετήθηκε µε TLC της οργανικής φάσης 
χρησιµοποιώντας το σύστηµα CH2Cl2. H κατανάλωση του FL Ester υπήρξε ατελής σε αυτές 
τις συνθήκες και η θερµοκρασία ρυθµίστηκε στους 40 °C χρησιµοποιώντας λουτρό ελαίου. 
Η απόδοση της  αντίδρασης υπολογίστηκε στο ~ 60 % έπειτα από 48 h και η αντίδραση 
διεκόπη. Για την αποµάκρυνση του DMF χρησιµοποιήθηκε ειδικά διαµορφωµένη συσκευή 
απόσταξης σε υψηλό κενό ενώ για την λήψη του προϊόντος της αντίδρασης ακολουθήθηκε 
παρόµοια πορεία µε την ένωση FL Ester. Στο τελικό στάδιο επεξεργασίας, το προϊόν της 
αντίδρασης διαλύθηκε σε µίγµα CH2Cl2 95% - MeOH 5% και διήλθε µέσα από στήλη 
πληρωµένη µε πηκτή πυριτίας για την αποµόνωση του FL-NH-Boc. Μετά από 
παρατεταµένη ξήρανση υπό κενό ούτως ώστε να αποµακρυνθούν ίχνη διαλύτη, η καθαρή 
ένωση είναι ένα στερεό σκούρου κόκκινου χρώµατος. Η ένωση χαρακτηρίστηκε µε 1H-NMR 
(Σχήµα Π5.3), 13C-NMR (Σχήµα Π5.5) και FT-IR (Σχήµα Π5.8). 
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5.2.1.6 Σύνθεση αιθυλ-2-(6-(2-αµινοαιθοξυ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκού εστέρα 
(FL-NH2) 

   H αποπροστασία της Boc οµάδας από την ένωση FL-NH-Boc πραγµατοποιήθηκε 
µέσω της αντίδρασης µε περίσσεια τριφθοροξικού οξέος (TFA) για 24 h. Το TFA 
αποµακρύνθηκε σε ελεύθερη ροή χρησιµοποιώντας υδραντλία και διαδοχικές εκπλύσεις µε 
εξάνιο. Η αντίδραση απέδωσε σχεδόν ποσοτικά το τριφθοροξικό 2-((9-(2-
(αιθόξυ)φαινυλο)-3-οξο-3H-ξανθεν-6-υλ)οξυ)αιθαν-1-αµµωνιακό άλας (FL-NH3+•TFA-) ως 
ενδιάµεσο προϊόν. Για την αποµάκρυνση ιχνών πρόδροµης ένωσης FL-NH-Boc, το προϊόν 
της αντίδρασης αποπροστασίας εκχυλίστηκε στο σύστηµα EtAc / H2O. Το FL-NH3+•TFA- 
αποµονώθηκε στην υδατική φάση, συµπυκνώθηκε στον περιστροφικό εξατµιστή, ξηράνθηκε 
µε διαδοχικές εκπλύσεις διαιθυλαιθέρα/εξανίου και ακολούθησε λυοφιλοποίηση. Το FL-
NH3+•TFA- λήφθηκε ως σκληρό ιλυώδες στερεό και φυλάχθηκε στους 4 °C µακριά από το 
ηλιακό φως. Η καθαρή ένωση FL-NH2 προετοιµάστηκε αµέσως πριν την πραγµατοποίηση 
των πειραµάτων χηµικής τροποποίσης των PNS_Opt διαλύoντας κατάλληλη ποσότητα  FL-
NH3+•TFA- σε DMF και εξουδετερώνοντας το σύµπλοκο µε 2 eq. άνυδρης τριαιθυλαµίνης 
(TEA, Sigma, 99%). Η ένωση χαρακτηρίστηκε µε 1H-NMR (Σχήµα Π5.4), 13C-NMR (Σχήµα 
Π5.6) και (Σχήµα Π5.8) FT-IR. 

5.2.1.7 Σύνθεση Χλωριδίου του Μεθακρυλικού Οξέος (ΜΑΑcCl) 

  Σε σφαιρική φιάλη των 100 ml η οποία αµέσως πριν είχε ξηρανθεί σε ελευθερη 
φλόγα τοποθετήθηκαν γρήγορα 5 ml (68.8 mmol) θείονυλο χλωριδίου (SOCl2, Riedel-de 
Haën, reagent grade, 97%) και εν συνεχεία 3.89 ml (45.9 mmol) µεθακρυλικού οξέος 
(ΜΑΑc, Sigma, 99%). Η φιάλη ήταν τοποθετηµένη σε λουτρό πάγου και το µίγµα 
βρισκόταν υπό ήπια ανάδευση. Στην φιάλη προσαρµόστηκε διάταξη επαναρροής και 
αφέθηκε στους ~ 75 °C σε λουτρό ελαίου. Αρχικά παρατηρήθηκε ήπιος βρασµός που 
οφείλεται στην παρουσία ελεύθερου SOCl2 (σ.β. SOCl2 = 74.6 °C, σ.β. ΜΑΑcCl = 96 °C, 
σ.β. ΜΑΑc = 161  °C). Όσο η αντίδραση προχωρούσε, η ένταση του βρασµού µειωνόταν 
σταδιακά υποδεικνύοντας την κατανάλωση του SOCl2 προς σχηµατισµό ΜΑΑcCl. Έπειτα 
από ~2 h το επίπεδο βρασµού παρέµεινε σταθερό και ελάχιστο, ενώ το χρώµα της 
αντίδρασης είχε µεταβληθεί από διαυγές σε υποκίτρινο. Η περίσσεια του SOCl2 
αποµακρύνθηκε στον περιστροφικό εξατµιστή στους 78 °C µέχρι επίτευξης σταθερού όγκου. 
Η φιάλη πληρώθηκε µε αδρανές αέριο Αr, σφραγίστηκε και τοποθετήθηκε στους 4 °C για 
µελλοντική χρήση. 
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5.2.1.8 Σύνθεση 2-(6-(µεθακρυλοϋλ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκού οξέος (FL-
ΜΑΑc) 

  Σε σφαιρική φιάλη των 100 ml εξοπλισµένη µε εσµύρισµα, η οποία αµέσως πριν 
είχε ξηρανθεί σε ελεύθερη φλόγα, προστέθηκε 1 g (3 mmol, 1 eq.) FL. H φιάλη 
προσαρµόστηκε σε αποστακτική συσκευή για την απ’ ευθείας προσθήκη 100 ml άνυδρου 
τετραϋδροφουρανίου (THF, reagent grade, Fischer Scintific). Το ΤΗF είχε παραµείνει σε 
συνθήκες επαναρροής παρουσία λεπτά διαµερισµένου µεταλλικού καλίου για ~ 4 h. H φιάλη 
σφραγίστηκε µε ελαστοµερικό πώµα και το περιεχόµενο απαερώθηκε µε διέλευση ξηρού Ar. 
Στo ερυθρόχρουν αιώρηµα προστέθηκαν 3 eq. άνυδρης TEA (1.25 ml) σε ήπια ανάδευση και 
ενώ η φιάλη είχε τοποθετηθεί σε λουτρό πάγου. Η παρουσία της ΤΕΑ εξασφαλίζει αφενός 
την εξουδετέρωση του παραγόµενου HCl από την αντίδραση εστεροποίησης και αφετέρου 
την υιοθέτηση της κινοειδούς µορφής συντονισµού της FL λόγω των βασικών συνθηκών, 
ελαχιστοποιώντας µε αυτό τον τρόπο την παραγωγή της διυποκατεστηµένης µορφής του FL-
MAAc. Στην συνέχεια προστέθηκαν 1.25 eq. (366 µl) MAAcCl και αµέσως παρατηρήθηκε 
σηµαντική αλλαγή του χρώµατος σε έντονο πορτοκαλί, ενώ επίσης σηµαντική ήταν και η 
κατακρήµνιση λευκού στερεού το οποίο αναγνωρίστηκε ως το υδροχλωρικό άλας της ΤΕΑ. 
Η αντίδραση αφέθηκε για 24 h και τα στερεά υπολείµατα αποµακρύνθηκαν µε φιλτράρισµα 
Buchner. To THF αποµακρύνθηκε στον περιστροφικό εξατµιστή και το προϊόν διαλύθηκε εκ 
νέου σε EtAc για την περαιτέρω επεξεργασία. Αρχικά, πραγµατοποιήθηκε εκχύλιση µε όξινο 
υδατικό διάλυµα για την αποµάκρυνση της περίσσειας ΤΕΑ. Στην συνέχεια ακολούθησαν 
δύο κύκλοι εκχύλισης µε κορεσµένο υδατικό διάλυµα όξινου ανθρακικού νατρίου για την 
αποµάκρυνση µη αντιδρώσας FL και παραπροϊόντων ΜΑΑc από ενδεχόµενη υδρόλυση του 
ΜΑΑcCl. Κατά την υδατική επεξεργασία σε αλκαλικές συνθήκες, ένα κλάσµα του FL-
ΜΑΑc διέφυγε µαζί µε µή αντιδρώσα FL στην υδατική φάση. To τελικό προϊόν, 
χαρακτηρίστηκε µε φασµατοσκοπία 1Η-ΝΜR (Σχήµα Π5.7). 

Σχήµα 5.1.  Πειραµατική πορεία σύνθεσης υδροβρωµικού άλατος της αιθυλαµίνης (2-ΒΕΑ•ΗΒr) και Ν-

(tert-βουτοξυκαρβονυλο)-2-βρωµοαίθυλο αµίνης (2-BEA-Boc). 
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Σχήµα 5.2 Πειραµατική πορεία σύνθεσης αιθυλ-2-(6-(2-((tert-βουτοξυκαρβονυλο)αµινο)-αιθοξυ)-3-

οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκού εστέρα (FL-NH-Boc). 

 

Σχήµα 5.3 Πειραµατική πορεία σύνθεσης αιθυλ-2-(6-(2-αµινοαιθοξυ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) 

βενζοϊκού εστέρα (FL-NH2). 
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Σχήµα 5.4 Πειραµατική πορεία σύνθεσης 2-(6-(µεθακρυλοϋλ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκού οξέος 

(FL-ΜΑΑc). 

5.2.2 Χηµική Τροποποίηση PNS_Opt µε Χρωµοφόρες - Παράγωγα Φθορεσίνης 

5.2.2.1 Παρασκευή Φθορίζοντων Μικροπηκτών (PNS@FL) µε Χηµική Τροποποίηση  
της Επιφάνειας µετά τον Πολυµερισµό (post-polymerization modification) 

  Σε ένα τυπικό πείραµα, 250 mg PNS_Opt, το οποίο έχει προηγουµένως υποστεί την 
κατεργασία που περιγράφηκε στην Παράγραφο 4.3.1, τοποθετούνται σε ελεύθερη υγρασίας 
σφαιρική φιάλη των 50 ml, προστίθενται 25 ml άνυδρου DMF (Cp = 1% w.v) και η φιάλη 
σφραζίζεται µε ελαστοµερικό πώµα. Καθ’ όλη την διάρκεια της αντίδρασης επικρατούσαν 
αδρανείς συνθήκες προσαρµόζοντας µπαλόνι πληρωµένο µε Ar στην φιάλη. Οι µικροπηκτές 
διεσπάρθηκαν µε χρήση λουτρού υπερήχων για  ~ 1 hr σε θερµοκρασία δωµατίου. Η πλήρης 
διασπορά και η απουσία συσσωµατωµάτων επιβεβαιώθηκε µέσω µετρήσεων DLS 
χρησιµοποιώντας κυψελίδα Quartz. Στην συνέχεια η διασπορά ψύχθηκε σε λουτρό νερού/
πάγου στους ~ 4 °C και αφέθηκε µέχρι επίτευξης θερµικής ισσοροπίας (~ 30 min). H 
στοιχειοµετρία της αντίδρασης εξήχθη από τα πρότερα αποτελέσµατα χαρακτηρισµού του 
PNS_Opt. Tο θεωρητικό κλάσµα µάζας του SA στο PNS_Opt είναι ίσο µε 0.079 mg/mg, το 
οποίο αντιστοιχεί σε 0.84 µmol SA / mg PNS_Opt. Μέσω της pH-µετρικής τιτλοδότησης 
βρέθηκε ότι το πειραµατικό κλάσµα είναι 89% του θεωρητικού, συνεπώς ενυπάρχουν 0.89 × 
0.84 = 0.75 µmol SA / mg of PNS_Opt. Τα επιφανειακά φορτία αντιστοιχούν στο 68.4% των 
συνολικών, άρα βρίσκεται ότι εντοπίζονται 0.51 µmol επιφανειακών -COOH / mg of 
PNS_Opt. H βέλτιστη στοιχειοµετρία προσδιορίστηκε στο 25% επί των συνολικών -COOH, 
συνεπώς για το δεδοµένο πείραµα 32 µmol επιφανειακών -COOH συµµετείχαν στην 
αντίδραση σύζευξης. Οι ποσότητες των αντιδραστηρίων σύζευξης ορίστηκαν σε 10% 
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περίσσεια. Η ποσότητα της ΤΕΑ ορίστηκε στα 2 eq. επί των συνολικών -COOH. Όλα τα 
στερεά αντιδραστήρια διαλύθηκαν αµέσως πριν την εισαγωγή σε ελάχιστη ποσότητα 
άνυδρου DMF. Μέσω ένεσης εισήχθησαν µε αυτή την σειρά: 57 µl ΤΕΑ, 5.7 mg 
υδροξυβενζοτριαζολίου (HOBt, 97%, Sigma), 7.2 mg δικυκλοεξυλοκαρβοδιιµιδίου (DCC, 
99%, Aldrich) και 14.1 mg FL-NH2. Το µίγµα της αντίδρασης χαρακτηρίζεται από έντονα 
φωτείνο πορτοκαλί χρώµα. H θερµοκρασία της αντίδρασης αφέθηκε να ανέβει πολύ αργά (~ 
8 h) στους 35 °C όπου και αφέθηκε για επιπλέον 48 h. Μετά το πέρας της αντίδρασης, το 
DMF αποστάχθηκε σε υψηλό κενό χρησιµοποιώντας ειδικά διαµορφωµένη συσκευή. Οι 
τροποιηµένες µικροπηκτές PNS@FL25 επαναδιεσπάρθηκαν σε ήπια αλκαλικές συνθήκες 
(0.5 mM NaOH) µέσω υπερήχησης, σε τελική συγκέντρωση 1% w. Στην διασπορά 
περιέχεται αδιάλυτη δικυκλοεξυλουρία (DCU) που αποτελεί παραπροϊόν της αντίδρασης 
σύζευξης. Η DCU αποµακρύνθηκε µε φυγοκέντριση στις 3000 RPM για 20 min σε 
θερµοκρασία δωµατίου, καθώς σε αυτές τις συνθήκες κατακρηµνίζεται η DCU ενώ τα 
PNS@FL25 παραµένουν στο υπερκείµενο. Η καθαρή διασπορά PNS@FL25 τοποθετήθηκε 
σε µεµβράνη διαπίδησης (Spectrapore, 3 kDa cutoff) για την αποµάκρυνση περίσσειας FL-
NH2. H τελική συγκέντρωση του αιωρήµατος υπολογίστηκε λαµβάνοντας υπόψιν την µάζα 
του κατακρηµνίσµατος έπειτα από την ξήρανση των δοκιµαστικών σωλήνων και τον τελικό 
όγκο στην µεµβράνη διαπίδησης έπειτα από 48 h. Για την µελέτη µε DLS, η στοκ διασπορά 
αραιώθηκε σε συγκέντρωση 0.2% w.v µε ρύθµιση του pH χρησιµοποιώντας διαλύµατα ΗCl  
0.01Μ και NaOH 0.01Μ. Για την µελέτη µε φασµατοσκοπία UV-Vis και φασµατοσκοπία 
φθορισµού, οι διασπορές αραιώθηκαν κατάλληλα (βλ. Παράγραφο 5.3.4). Τα PNS@FL25 
θροµβώθηκαν σε όξινο pH και Τ > VPTT για την λήψη στερεού και την µελέτη µε 
φασµατοσκοπία FT-IR και φασµατοσκοπία NMR. Tα PNS@FL25 αποθηκεύτηκαν για 
µελλοντική χρήση στους  4 °C µακριά από το ηλιακό φως. 

5.2.2.2  Παρασκευή Φθορίζοντων Μικροπηκτών [P(NS-co-FL)] µε Συµπολυµερισµό 
Λειτουργικού Μονοµερούς (functional monomer copolymerization) 

  Αρχικά, για την παρασκευή φθορίζοντων µικροπηκτών του τύπου P(NiPAm-co-
SA-co-FL-MAAc), επιχειρήθηκε ανεπιτυχώς η απευθείας διάλυση του FL-MAAc στο 
υδατικό διάλυµα της αντίδρασης λόγω της φτωχής διαλυτότητας του φθορίζοντος 
µονοµερούς. Για την διαλυτοποίηση του ακολουθήθηκε τέχνασµα, όπου το FL-MAAc 
διαλυόταν σε καλό και αναµίξιµο µε το H2O διαλύτη (ακετονιτρίλο) και προστέθηκε 
στάγδην στην αντίδραση. Μετά την έναρξη του πολυµερισµού η διασπορά, το χρώµα της 
διασποράς παρέµεινε σχετικά διαυγές υποδηλώνοντας ανεπιτυχή σχηµατισµό πρωτογενών 
σωµατιδίων, ενώ την ίδια στιγµή παρατηρήθηκε σταδιακή αύξηση του φθορισµού. Η 
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στρατηγική παρασκευής των φθορίζοντων µικροπηκτών του τύπου P(NiPAm-co-SA-co-FL-
MAAc) εγκαταλείφθηκε για λόγους που παρατίθενται στο Παράρτηµα του Κεφαλαίου. 

5.2.3 Εναπόθεση in situ Μαγνητικών ΝΣΟΣ στην Επιφάνεια Μικροπηκτών του Τύπου 
PNS_Opt και PNS@FL25 

  Οι αντιδράσεις εναπόθεσης των ΝΣΟΣ στην επιφάνεια των µικροπηκτών 
πραγµατοποιήθηκαν σε αλκαλικές συνθήκες (0.1 Μ NaOH) και τελική συγκέντρωση 0.2% 
w.v. Τυπικά, 50 mg PNS_Opt ή PNS@FL25 διασπάρθηκαν αρχικά σε ουδέτερο pH µε 
υπερήχηση σε συγκέντρωση 4 mg/ml, ακολούθησε προσθήκη 2.5 ml NaOH 1M και 10 ml 
H2O (Cp = 2 mg.ml-1) και η διασπορά απαερώθηκε µε ήπια ροή N2. Καθ’ όλη την διάρκεια 
της αντίδρασης επικρατούσαν αδρανείς συνθήκες και ανάδευση µε σχηµατισµό της 
ελάχιστης δυνατής περιδίνησης. Στην συνέχεια παρασκευάστηκε διάλυµα Fe3+/ Fe2+ 36 mM:
18mM (48.7 mg Fe(Cl)3•6H2O, 97%, Sigma και 17.9 mg Fe(Cl)2•4H2O, 97%, Sigma) σε 
0.1Μ HCl, το οποίο απαερώθηκε σε ρεύµα Ν2 χρησιµοποιώντας σωληνάκι Teflon (το 
διάλυµα είναι ισχυρά διαβρωτικό). Ακολούθησε περαιτέρω αραίωση 1:10 προς λήψη του 
τροφοδοτούµενου διαλύµατος αλάτων σιδήρου συγκέντρωσης 3.6 mM:1.8 mM Fe3+/ Fe2+ σε 
0.1 Μ ΗCl. Για την επίτευξη διαφορετικών ποσοστών φόρτωσης ανόργανης φάσης 
προστέθηκαν οι εξής όγκοι διαλύµατος τροφοδοσίας: για τα PNS#I4 (PNS_Opt µε 4% w.w 
ανόργανη φάση) και PNS#8, 4.65 ml και 9.3 ml αντίστοιχα, ενώ για τα PNS@F25#I6 και 
PNS@F25#I10, 7 ml και 11.7 ml αντίστοιχα. Ο ρυθµός ενστάλαξης ορίστηκε στο 0.5 
ml.min-1 χειροκίνητα µε σύριγγα PP των 5 ml. Μετά την ολοκλήρωση της προσθήκης η 
αντίδραση αφέθηκε για 1 h και έπειτα ακολούθησε καθαρισµός µε µεµβράνη διαπίδησης για 
την εξάλειψη της αυξηµένης ιοντικής ισχύος. Μετά τον καθαρισµό η διασπορά είναι 
ασταθής εξαιτίας: i) των µαγνητικών αλληλεπιδράσεων µεταξύ των νανοϋβριδικών 
κολλοειδών και ii) της εξουδετέρωσης της ηλεκτροστατικής/στερεοχηµικής συµβολής λόγω 
της εξουδετέρωσης του επιφανειακού φορτίου. Με σκοπό την προαγωγή κολλοειδούς 
σταθερότητας, προστέθηκε µικρή ποσότητα πολυ(σουλφονικού νατρίου στυρενίου) (PSS, 
<ΜW> ≈ 70 kDa, Aldrich) (57 µg / mg υβριδικού υλικού) πριν από την σύντοµη υπερήχηση 
για 3 min και την επίτευξη πλήρους επαναδιασποράς. Η διαδικασία προετοιµασίας των 
δειγµάτων για τον χαρακτηρισµό είναι όµοια µε την διαδικασία που περιγράφηκε στην 
παράγραφο 5.2.2. Τα νανοϋβριδικά υλικά µελετήθηκαν επιπρόσθετα µε TGA και VSM. Η 
θρόµβωση του υλικού για την µελέτη στην στερεά κατάσταση πραγµατοποιήθηκε πριν από 
την προσθήκη PSS, χρησιµοποιώντας µικρή ποσότητα αδιάλυτου οξικού οξέος αντί του 
ΗCl, καθώς το τελευταίο µπορεί να προσβάλλει χηµικά τα ΝΣΟΣ. 
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Σχήµα 5.5 Σχηµατική αναπαράσταση πορείας παρασκευής θερµοαποκρίσιµων/φθορίζοντων 

µικροπηκτών PNS@FL, θερµοαποκρίσιµων/µαγνητικών νανοϋβριδικών PNS#I και τριπλά 

λειτουργικών θερµοαποκρίσιµων/φθορίζοντων/µαγνητικών νανοϋβριδικών PNS@FL#I. 

5.3 Αποτελέσµατα - Συζήτηση 

5.3.1 Αποτελέσµατα Μοριακού Χαρακτηρισµού PNS_Opt, PNS@FL και PNS@FL#I 

5.3.1.1 Αποτελέσµατα Φασµατοσκοπίας ΝΜR 

  Η συγκέντρωση του πολυµερούς για τα φάσµατα 1Η-NMR ορίστηκε στα 5 mg/ml 
και χρησιµοποιήθηκε D2O (Deuterium oxide, Sigma, 99.9% atom D). Για τον σχηµατισµό 
οµοιογενούς αιωρήµατος τα υλικά τοποθετήθηκαν σε λουτρό υπερήχων για 10 min σε T = 
25 °C πριν την τοποθέτηση στους δειγµατοφορείς. Στo φάσµα 1Η-NMR για το PNS_Opt  
(Σχήµα 5.6) είναι ευδιάκριτες οι ευρείες κορυφές των πρωτονίων της κύριας ανθρακικής 
αλυσίδας και των ισοπροπυλικών υποκαταστατών. Οι οξείες κορυφές οφείλονται στην 
παρουσία ιχνών του µίγµατος διαλύτη που χρησιµοποιήθηκε για τον καθαρισµό του 
δειγµατοφορέα (MeOH, Ac, THF). Η οξεία κορυφή στα 4.62 ppm οφείλεται στην παρουσία 
~0.1 % Η2Ο στον δευτεριωµένο διαλύτη. Η επιτυχηµένη χηµική τροποποίηση του 
PNS@FL25 πιστοποιήθηκε µέσω του συνδυασµού τεχνικών χαρακτηρισµού. Τα 
αποτελέσµατα από τις φασµατοσκοπικές τεχνικές 1Η-NMR και FT-IR αξιολογήθηκαν µαζί 
µε τα αποτελέσµατα του χαρακτηρισµού µε DLS και ποιοτική οπτική εξέταση. Για την 
ερµηνεία του φάσµατος 1Η-NMR για το PNS@FL25 (Σχήµα 5.7) είναι απαραίτητο να 
υπολογιστεί το θεωρητικό ποσοστό των τροποποιηµένων δοµικών µονάδων. Η πειραµατικά  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Σχήµα 5.6 Φάσµα 1Η-NMR πρόδροµων µικροπηκτών PNS_Opt. 

Σχήµα 5.7 Φάσµα 1Η-NMR τροποποιηµένων µικροπηκτών PNS@FL25. 
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προσδιορισµένη στοιχειοµετρική αναλογία [SA]:[ΝiPAm] βρίσκεται ίση µε 0.89 × (1:8.7) = 
1:9.8. Σύµφωνα µε τους θεωρητικούς υπολογισµούς (Παρ. 5.2.2.1), το µοριακό κλάσµα των 
τροποποιηµένων καρβοξυλοµάδων σε σχέση µε το NiPAm ισούται µε (0.68) × (0.25) × 
(1:9.8) = 1:57.7, µε άλλα λόγια για κάθε 57.7 δοµικές µονάδες ΝiPAm αντιστοιχεί µία οµάδα 
-CONH@FL. H δεδοµένη αναλογία, ενώ στάθηκε ικανή να προσδώσει σηµαντική ένταση 
φθορισµού στις µικροπηκτές, αφήνει φτωχό φασµατοσκοπικό αποτύπωµα. Παρ’ όλα αυτά, 
το άθροισµα των ολοκληρωµάτων των διακρινόµενων αρωµατικών κορυφών από τα 6.8 εως 
τα 8.4 ppm βρέθηκε ίσο ότι αντιστοιχεί σε ~ 0.19 πρωτόνια, λαµβάνοντας ως αναφορά την 
τιµή του ολοκληρώµατος του Η στα 3.82 ppm. Με δεδοµένο ότι οι αρωµατικοί δακτύλιοι 
της FL φέρουν 10 πρωτόνια, υπολογίζεται ότι το θεωρητικό ολοκλήρωµα πρεπεί να ισούται 
µε (1:57.7) × 10 = 0.17. Η ασυµφωνία µεταξύ των δύο τιµών είναι απόρροια του ανακριβούς 
προσδιορισµού του υποβάθρου (baseline) και της παρουσίας ακαθαρσίας διαλύτη DMF στον 
δειγµατοφορέα. Παρόµοια φασµατοσκοπικά προφίλ πολυµερών έχουν αναφερθεί για εξίσου 
χαµηλά ποσοστά υποκατάστασης µε παράγωγα φθορεσίνης [344, 345] ή χρωµοφόρες µε 
αρωµατικές οµάδες [283]. 
   
5.3.1.2 Αποτελέσµατα Φασµατοσκοπίας FT-IR 

  Σε αντιστοιχία µε τον χαρακτηρισµό των µοριακών ενώσεων (βλ Παράρτηµα 
Κεφαλαίου 5), τα υλικά λειοτριβήθηκαν µαζί µε KBr πριν την µελέτη µε FT-IR (Σχήµα 5.8). 
Για λόγους σύγκρισης, παρατίθενται τα φάσµατα µικροπηκτών PNiPAm και “καθαρών” 
ΝΣΟΣ που έχουν παραχθεί µε την µέθοδο της συγκαταβύθισης αλάτων σιδήρου. Στο φάσµα 
των “καθαρών” NΣΟΣ διακρίνονται τρεις περιοχές απορρόφησης: η κορυφή στους 574 cm-1 
σχετίζεται µε τις δονήσεις τάσης των δεσµών Fe-O, η κορυφή στους 1631 cm-1 οφείλεται 
στις δονήσεις κάµψης των επιφανειακών υδροξυλοµάδων [346], ενώ η ευρεία µπάντα πάνω 
από 2900 cm-1 είναι χαρακτηριστική της παρουσίας προσροφηµένου Η2Ο [347]. Στα 
φάσµατα των PNiPAm και PNS_Οpt αποτυπώνεται η δυσκολία πιστοποίησης των 
οργανικών τροποποιήσεων µε φασµατοσκοπικές µεθόδους, όταν υπάρχει ταύτιση των 
περιοχών απορρόφησης των επιµέρους οµάδων. Η ισχυρή κορυφή στους 1652 cm-1 είναι 
κοινή και στα δύο υλικά και αντιπροσωπεύει τις δονήσεις κάµψης των αµιδικών 
καρβονυλίων (1690 - 1630 cm-1). O χαρακτηριστικός “ώµος” στο PNS_Opt οφείλεται στην 
συνεισφορά των όξινων καρβονυλίων (1780 - 1710 cm-1) και συµπληρωµατικά µε τις 
υπόλοιπες τεχνικές χαρακτηρισµού µπορεί να πιστοποιηθεί ο επιτυχηµένος 
συµπολυµερισµός του SA. Αντιστοίχως, στο οργανικά τροποποιηµένο υλικό PNS@FL25 
είναι χαρακτηριστική η ανάδυση του µικρού ώµου στους ~1735 cm-1 λόγω της απορρόφησης 
των εστερικών οµάδων στην χρωµοφόρα-υποκαταστάτη. Το φάσµα του τελικού 
νανοϋβριδικού υλικού PNS@F25#I10 χαρακτηρίζεται από την υπέρθεση της απορρόφησης 
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της οργανικής φάσης PNS@FL25 επάνω στην απορρόφηση των ΝΣΟΣ, όπως γίνεται 
εµφανές στην περιοχή “δακτυλικού αποτυπώµατος” και στην παρουσία της κορυφής στους 
~1650  cm-1. 

Σχήµα 5.8 Συγκεντρωτικά φάσµατα FT-IR µικροπηκτών PNiPAm, PNS_Opt, PNS@F25, 

PNS@F25#Ι10 και ατροποποίητων ΝΣΟΣ. 

5.3.2 Αποτελέσµατα Χαρακτηρισµού PNS@FL, PNS#I και PNS@FL#I µε DLS 

  Στο Σχήµα 5.9 παρατίθενται τα αποτελέσµατα χαρακτηρισµού του PNS@FL25 µε 
DLS στο θερµοκρασιακό εύρος 25 - 45 °C και σε pH = 5, 7, 9. Τόσο από τις µετρηθείσες 
τιµές Dh και PDI (229 nm και 0.079 για Τ = 25 °C), όσο και από το προφίλ της θερµικής 
µετάβασης επιβεβαιώνεται περαιτέρω η ελεγχόµενη χηµική τροποποίηση. Επιπλέον, µέσω 
της παρατεταµένης κολλοειδούς σταθερότητας και της έντονα φθορίζουσας εµφάνισης του 
αιωρήµατος επιβεβαιώνεται ποιοτικά η µερική και ελεγχόµενη υποκατάσταση των 
επιφανειακών καρβοξυλοµάδων. Σε ουδέτερο και ελαφρά αλκαλικό pH, δεν σηµειώθηκε 
ιδιαίτερη µείωση των υδροδυναµικών διαστάσεων και η θερµική απόκριση/VPTT βρέθηκε 
άµεσα συγκρίσιµη µε αυτή του πρόδροµου PNS_Opt. H διαστατική και θερµοαποκριτική 
οµοιότητα συνυφαίνεται µε την µερική ενσωµάτωση ενός χαµηλού µοριακού βάρους 
υποκαταστάτη, όπως επίσης και µε τον υψηλό βαθµό ιονισµού των υπολοίπων οµάδων -
COOH. Aντιθέτως, ο υδροφοβικός χαρακτήρας των υποκατεστηµένων θέσεων αποκτά 
υπόσταση σε ελαφρά όξινο pH, καθώς σε αυτή την περίπτωση υφίσταται µερική 
πρωτονίωση των επιφανειακών καρβοξυλικών θέσεων. Η παρατηρούµενη µείωση των 
υδροδυναµικών διαστάσεων και της VPTT, καθώς και όξυνση της θερµικής µετάβασης 
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απορρέουν από αυτή την µεταβολή στον βαθµό ιοντισµού. Μηχανιστικά, η ισχυρότερη 
εξάρτηση των φυσικοχηµικών παραµέτρων από το pH στο PNS@FL25 σε σχέση µε το 
PNS_Opt, αντικατοπτρίζει την ανάπτυξη ισχυρότερων µη-ειδικών υδροφοβικών 
αλληλεπιδράσεων που οδηγούν στην συρρίκνωση του κελύφους και ευνοούν την θερµική 
µετάπτωση σε µικρότερη θερµοκρασία. 

Σχήµα 5.9 Θερµοκρασιακή απόκριση µικροπηκτών PΝS@FL25 σε pH = 5, 7, 9. 

  Η επίδραση του ποσοστού παρουσίας των ΝΣΟΣ στην θερµοκρασία και στο 
προφίλ µετάπτωσης θερµοαποκρίσιµων µικροπηκτών έχει αποτελέσει αντικείµενο 
ερευνητικής δραστηριότητας [101, 348]. Εν τούτοις όµως, η εκλεκτική εναπόθεση ΝΣΟΣ 
στην επιφάνεια “µαλάκων” δοµών, µε συγκρίσιµες διαστάσεις δεν κατέστη δυνατό να 
εντοπιστεί στην βιβλιογραφία. Μελέτες QENS κατέδειξαν ότι τα ΝΣΟΣ δρουν ως σηµεία 
διασταύρωσεως, τα οποία διαπερνούν το κέλυφος και επιφέρουν σηµαντική παρεµπόδιση 
της κίνησης των αλυσίδων, σε σηµείο που παρατηρείται εξάλειψη της θερµικής µετάπτωσης 
πάνω από ένα κρίσιµο ποσοστό ανόργανης φόρτωσης [349]. Mε σκοπό την ποσοτικοποίηση 
της επαγόµενης µετατόπισης της VPTT και τον προσδιορισµό του βέλτιστου ποσοστού % 
ΝΣΟΣ στο τελικό νανοϋβριδικό υλικό, πραγµατοποιήθηκε σειρά προκαταρκτικών 
πειραµάτων χρησιµοποιώντας τα πρόδροµα PNS_Opt. Τα αποτελέσµατα των µετρήσεων 
DLS σε pH = 7 για θεωρητικό ποσοστό φόρτωσης 4% (PNS#I4) και 8% (PNS#I8) 
παρουσιάζονται στο Σχήµα 5.17. H µικρή συρρίκνωση του κελύφους σε Τ < VPTT 
εµφανίζεται ως αποτέλεσµα της ανάπτυξης δεσµών-Η µεταξύ των καρβονυλίων στις 
αµιδικές και καρβοξυλικές (δέκτες δεσµού-Η) του πολυµερικού ικριώµατος και των 
επιφανειακών υδροξυλοµάδων στα ΝΣΟΣ (δότες δεσµού-Η) [349]. Η µικρορύθµιση της 
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VPTT αποδείχθηκε ότι µπορεί να επιτευχθεί διαφοροποιώντας σηµαντικά το ποσοστό 
φόρτωσης. Ως εκ τούτου, µέσω του διπλασιασµού του ποσοστού της  ανόργανης φάσης, η 
VPTT βρέθηκε αυξηµένη από τους 36 °C (PNS#I4) στους 37,3 °C (PNS#I8). 

Σχήµα 5.10 Θερµοκρασιακή απόκριση νανοϋβριδικών µικροπηκτών PNS#I4, PNS#I8, PΝS@FL25#I6, 

PΝS@FL25#I10 σε pH = 7. 

Στα αποτελέσµατα του χαρακτηρισµού µε DLS (Σχήµα 5.10) αναγνωρίζεται η επίδραση του 
υδροφοβικού χαρακτήρα του φθορίζοντα υποκαταστάστη στα PNS@FL25#I6 και 
PNS@FL25#I10. Ενώ το θεωρητικό ποσοστό φόρτωσης είναι κατά 50% και 25% 
µεγαλύτερο συγκριτικά µε τα παρατιθέµενα PNS#I, η VPTT βρέθηκε κατά τι µειωµένη 
στους 35.4 °C και 36.9 °C, για ποσοστό φόρτωσης 6% και 10% αντίστοιχα. Επιπρόσθετα, η 
κατάληψη επιφανειακών δραστικών θέσεων µε -CONHFL ενδεχοµένως να επιφέρει 
διαφοροποιήσεις στον µηχανισµό πυρήνωσης και ανάπτυξης των ΝΣΟΣ. Πρέπει να 
σηµειωθεί ότι η υπέρµετρη αύξηση του ποσοστού της ανόργανης νανοφάσης έχει ως 
αποτέλεσµα την µεγάλη απόσβεση, ακόµα και απώλεια του φθορισµού εξαιτίας της 
αυξηµένης εγγύητητας των χρωµοφόρων µε την επιφάνεια των ΝΣΟΣ. To φαινόµενο 
επανεξετάζεται στις Παραγράφους 5.3.3 και 5.4. 

5.3.3 Αποτελέσµατα Φωτοφυσικού Χαρακτηρισµού µε UV-Vis και Φασµατοσκοπία 
Φθορισµού 

  O φωτοφυσικός χαρακτηρισµός των µοριακών ενώσεων και των τροποποιηµένων 
υλικών περιλάµβανε την µελέτη µε φασµατοσκοπία UV-Vis και φασµατοσκοπία φθορισµού 
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(Σχήµατα 5.11 και 5.12). Σε όλες τις µετρήσεις χρησιµοποιήθηκαν τα φασµατοφωτόµετρα 
ορατού/υπεριώδους Shimadzu 1240 και φθορισµού Perkin-Elmer LS55. Για την διάλυση και 
επαναδιασπορά των ουσιών χρησιµοποιήθηκε δις απεσταγµένο Η2Ο σε pH = 7.4, αφότου 
είχε προηγηθεί διέλευση µε N2 για την ελάττωση του ποσοστού διαλυµένου O2 το οποίο 
µπορεί να δράσει ως αποσβέστης του φθορισµού. Οι συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν 
για την µελέτη µε UV-Vis (βλ. λεζάντα Σχήµατος 5.11) παρείχαν απορροφήσεις στα 460 nm 
της τάξης του Α460 = 0.05 - 0.1. Η δεδοµένες τιµές απορρόφησης επέτρεψαν την απ’ αυθείας 
καταγραφή των φασµάτων φθορισµού µε εξαιρετική ποιότητα σήµατος, χωρίς φαινόµενα 
κορεσµού. Μέσω της συγκεκριµένης προσέγγισης το πειραµατικό σφάλµα κατά τον 
υπολογισµό της κβαντικής απόδοσης διατηρήθηκε ελάχιστο.  
  Τα φάσµατα απορρόφησης και εκποµπής του παραγώγου µορίου FL Ester (ροζ) 
παρουσιάζουν ταύτιση σε µεγάλο βαθµό µε αυτά της πρόδροµης ένωσης φθορεσίνη (ανοιχτό 
πράσινο), όσον αφορά τη θέση των κορυφών απορρόφησης/εκποµπής και το προφίλ των 
αντίστοιχων καµπυλών. Συγκεκριµένα παρατηρήθηκε µικρή µετατόπιση προς το ερυθρό της 
τάξης των 4 nm, τόσο στην κορυφή απoρρόφησης όσο και στην κορυφή εκποµπής. Αυτή η 
εικόνα καταδεικνύει την µικρή εξάρτηση των φωτοφυσικών ιδιοτήτων από χηµικές 
τροποποιήσεις στον βενζολικό δακτύλιο του φθαλικού τµήµατος του µορίου. Αντιθέτως, σε 
σχέση µε την FL (Amax = 489 nm), το παράγωγο FL-NH2 εµφανίζει σηµαντική διεύρυνση 
της κορυφής απορρόφησης, η οποία επιπλέον εµφανίζεται υψοχρωµικά µετατοπισµένη µε 
µέγιστο στα 480 nm. Σηµειώνεται ότι για το δεδοµένο pH η ένωση υιοθετεί την 
αποπρωτονιωµένη µορφή FL-NH2. To φασµατοσκοπικό προφίλ του FL-NH2 εµφανίζει 
οµοιότητες µε ανάλογα δηµοσιευµένα φάσµατα για παράγωγα στα οποία η χαρακτηριστική 
οµάδα του βενζοϊκού εστέρα συνδυάζεται µε παρουσία αιθερικού δεσµού στην ξανθενική 
οµάδα [124, 125]. Παρόλο που µία αναλυτική ερµηνεία του φαινοµένου δεν εντοπίστηκε 
βιβλιογραφικά, στην περίπτωση της FL-NH2 η υψοχρωµική µετατόπιση µοιάζει λογικό να 
συσχετιστεί µε την ελάττωση της ενεργειακής στάθµης της θεµελιώδους κατάστασης 
εξαιτίας του σχηµατισµού δεσµών-Η [350]. Μπορεί να υποτεθεί ότι καθώς η αµινοµάδα του 
ξανθενικού τµήµατος περιστρέφεται ως το τερµατικό άκρο του αιθυλικού τµήµατος, 
σχηµατίζει ενδοµοριακούς δεσµούς-Η µε το εστερικό καρβονύλιο του φθαλικού τµήµατος ή 
µε το κεντρικό οξυγόνο του ξανθενικού τµήµατος. Στο ίδιο πλάισιο, παρουσιάζει ενδιάφερον 
η βαθοχρωµική µετατόπιση που παρατηρείται στην κορυφή απορρόφησης του PNS@FL25 
στα 506 nm. Το φαινόµενο µπορεί να οφείλεται στην συνεργιστική επίπτωση της εξάλειψης 
της ελεύθερης αµινοµάδας µέσω του σχηµατισµού σταθερού αµιδικού δεσµού µε 
επιφανειακές καρβοξυλικές θέσεις και της ενσωµάτωσης της χρωµοφόρας σε ένα εγγενώς 
πολικό περιβάλλον, λόγω της ταυτόχρονης γειτνίασης µε µη υποκατεστηµένες 
καρβοξυλοµάδες και αµιδικές οµάδες από τα κατάλοιπα του PNiPAm. Ως εκ τούτου, οι 
αναπτυσσόµενες διαµοριακές αλληλεπιδράσεις µπορούν να εξηγήσουν την µετατόπιση της 
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κορυφής προς το ερυθρό. Η υπόθεση αυτή µπορεί να υποστηριχθεί επιπλέον από την 
απουσία της κορυφής στα 506 nm στο FL-NH-Boc, παρά το γεγονός ότι µοιράζεται το ίδιο 
προφίλ απορρόφησης µε το FL-NH2, όπου ο αντίστοιχος “ώµος” είναι διακρίσιµος. 
Συνεπώς, η υψηλής έντασης απορρόφηση στα 506 nm µπορεί να αποδοθεί αποκλειστικά σε 
πολικές αλληλεπιδράσεις του -CONHFL µε το περιβάλλον. 

Σχήµα 5.11 Φάσµατα UV-Vis µοριακών ενώσεων, φθορίζοντων και νανοϋβριδικών µικροπηκτών. Για 

τον υπολογισµό της κβαντικής απόδοσης χρησιµοποιήθηκε η τιµή απορρόφησης στα 460 nm (A460). 

Πειραµατικές συγκεντρώσεις: [Fluorescein] = 4 µΜ, [FL Ester] = 10 µΜ, [FL-NH2] = 7.14 µΜ, [FL-

NH-Boc] = 7.14 µΜ, [PNS@F25] = 13.56 µΜ, [PNS@F25#I10] = 13.56 µΜ. 

  Για την µελέτη των µορίων και των παράγωγων υλικών µε φασµατοσκοπία 
φθορισµού επιβλήθηκαν κοινές παράµετροι στην οργανολογία, όσον αφορά τις σχισµές στα 
φίλτρα εκποµπής/απορρόφησης, τις ρυθµίσεις του εξασθενητή και το µήκος κύµατος 
διέγερσης (Εxcitation Slit = 15 nm, Emission Slit = 2.5 nm, λExcitation = 460 nm). Οι 
παραπάνω συνθήκες προαπαιτούνται για την λήψη φασµάτων εκποµπής τα οποία µπορούν 
να χρησιµοποιηθούν για τον υπολογισµό της κβαντικής απόδοσης Φ. Ο υπολογισµός της 
κβαντικής απόδοσης, Φ, βασίστηκε σε δηµοσιευµένη µέθοδο [117]. Συνοπτικά, η σχέση που 
περιγράφει την Φ (βλ. Παράγραφο 3.1.2) µετασχηµατίζεται στην Φx = k × Φs, για ns = nx, 
όπου ως k ορίζεται η σταθερά αναλογίας µεταξύ της κβαντικής απόδοσης του εξεταζόµενου 
δείγµατος και του προτύπου και είναι ίση µε (Αs / Αx) × (Fx / Fs). Οι τιµές Α460 

χρησιµοποιήθηκαν για τον υπολογισµό της k, χρησιµοποιώντας ως πρότυπο την καθαρή 
φθορεσίνη µε βιβλιογραφική τιµή Φs = 0.91. Οι τιµές F εξήχθησαν µε αριθµητική 
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ολοκλήρωση των καµπυλών των φασµάτων εκποµπής χρησιµοποιώντας το λογισµικό 
Origin. 

Σχήµα 5.12 Φάσµατα απορρόφησης/εκποµπής µοριακών ενώσεων, φθορίζοντων και νανοϋβριδικών 

µικροπηκτών. Για την λήψη των φασµάτων εκποµπής πραγµατοποιήθηκε διέγερση σε µήκος κύµατος 

460 nm. 

H Φ του παραγώγου FL Εster βρέθηκε ίση µε 0.47 και έλαβε την υψηλότερη τιµή από όλα 
τα παράγωγα µόρια και υλικά, σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα της φασµατοσκοπίας UV-
Vis. Από την άλλη πλευρά, η Φ του παραγώγου FL-NH2 υπέστη σηµαντική µείωση (ΦFL-NH2 
= 0.23) ως απόρροια της χηµικής τροποποίησης του ξανθενικού τµήµατος, το οποίο έχει 
µεγαλύτερη συνεισφορά στον φθορισµό. Η χρωµοφόρα FL-NH2 φέρει την λειτουργική 
αµινοµάδα µέσω µίας αιθυλικής οµάδας και ενός αιθερικού δεσµού. Η παρουσία του άλκυλο 
υποκαταστάση σε συνδυασµό µε τον δεσµό µεταξύ ετεροατόµων C-O προσδίδει ευκαµψία 
και συνεπώς αυξάνει τους δονητικούς βαθµούς ελευθερίας, παρέχοντας επιπλέον τρόπους µε 
τους οποίους το µόριο µπορεί να ανταλλάσει ενέργεια µε το περιβάλλον. Την ίδια στιγµή, το 
αιθερικό οξυγόνο µπορεί να δράσει ως δότης ηλεκτρονίων επηρεάζοντας το βαθµό συζυγίας 
στο ξανθενυλικό τµήµα. Τελικώς, η συνεργιστική δράση των δύο όρων συνεισφέρει στην 
απόσβεση του φθορισµού. Αρκετά εντυπωσιακά, η ένταση του φθορισµού επαναφέρεται σε 
υψηλά επίπεδα µε την οµοιοπολική πρόσδεση του FL-NH2 στην επιφάνεια της µικροπηκτής. 
Αυθυπόστατα, η παρατήρηση τούτη συνηγορεί στην επιτυχηµένη τροποποίηση του 
ικριώµατος. Η αλλαγµένη φωτοφυσική συµπεριφορά αποδίδεται σε δοµικούς περιορισµούς 
που επιβάλλει η σύνδεση µε την µικροπηκτή και στην φύση του αµιδικού δεσµού: η επίπεδη  
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Εικόνα 5.1 Εµφάνιση των εξεταζόµενων δειγµάτων για 20× συγκέντρωση συγκριτικά µε την 

πειραµατική κάτω από τεχνητό φως λαµπτηρα φθορισµού (πρώτη σειρά) και λαµπτήρα UV (δεύτερη και 

τρίτη σειρά). Από αριστερά προς τα δεξιά: FL, FL Ester, FL-NH-Boc, FL-NH2,PNS@FL25, 

PNS@FL25#I10.  

δοµή της οµάδας -CONH καθιστά τον υποκαταστάστη περισσότερο άκαµπτο, περιορίζοντας 
έτσι τους δονητικούς βαθµούς ελευθερίας, ενώ την ίδια στιγµή είναι γνωστό ότι οµάδες 
δέκτες ηλεκτρονίων, όπως οι αµιδικές, ενισχύουν τον φθορισµό των χρωµοφόρων. Την ίδια 
στιγµή η ακινητοποίηση στην επιφάνεια αφαιρεί επίσης περιστροφικούς ελευθερίας και 
ακόµα έναν µηχανισµό ενεργειακών απωλειών χωρίς εκποµπή. Η χαµηλότερη από τις 
µετρούµενες τιµή της Φ για το FL-NH-Boc (ΦFL-NH-Boc = 0.15) παρέχει ποιοτικές ενδείξεις οι 
οποίες υποστηρίζουν τον παραπάνω συλλογισµό. Ανεξάρτητα από την επίπεδη δοµή της 
καρβαµιδικής οµάδας, το µόριο µπορεί να ανταλλάσει ενέργεια µε το περιβάλλον µέσω των 
αυξηµένων περιστροφικών βαθµών ελευθερίας των µεθυλικών υποκαταστατών της Boc 
οµάδας. Το τελικό νανοϋβριδικό υλικό PNS@FL25#Ι10 χαρακτηρίζεται από έντονη 
απόσβεση του φθορισµού εξαιτίας της γειτνίασης των φθορίζοντων υποκαταστατών µε την 
επιφάνεια των ΝΣΟΣ. Το φαινόµενο της απόσβεσης του φθορισµού έχει περιγραφεί στην 
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Παράγραφο 2.5.2, ενώ συνθετικές στρατηγικές παράκαµψης του προβλήµατος εκτέθηκαν 
στην Παράγραφο 2.5. Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής ζητούµενο υπήρξε η πρόσδωση 
πολλαπλών ιδιοτήτων σε µία µοναδική νανοκατασκευή, µε γνώµονα την εφαρµοσιµότητα σε 
βιολογικές εφαρµογές. Η τιµή ΦPNS@FL25#I10 = 0.13 στάθηκε ικανή, όπως θα παρουσιαστεί 
στο επόµενο Κεφάλαιο, να παράσχει ισχυρό φθορίζων σήµα σε εφαρµογές κυτταρικής 
απεικόνισης και ως εκ τούτου κρίνεται απόλυτα ικανοποιητική. Για την ευκρινέστερη οπτική 
απεικόνιση στην Φωτογραφία 5.1 παρουσιάζονται τα µελετούµενα δείγµατα σε 
συγκεντρώσεις 20× συγκριτικά µε τις πειραµατικές συγκεντρώσεις. Στην πρώτη σειρά, τα 
δείγµατα φωτογραφήθηκαν σε κοινές συνθήκες φωτισµού (λαµπτήρες φθορισµού), ενώ στις 
επόµενες δύο σειρές ενόσο εκτίθεντο σε φως λάµπας UV η οποία εξέπεµπε στα 365 nm. O 
χρόνος έκθεσης του CCD αισθητήρα (Nikon D3000, 16.2 MP) στην δεύτερη σειρά ήταν 
1/20 s και για την τρίτη σειρά 1 s. Οι διαφορές στο χρώµα εκποµπής και στην ισχύ της 
ακτινοβολίας, σε συµφωνία µε τα αντίστοιχα φάσµατα του Σχήµατος 5.12, είναι 
περισσότερο ευκρινείς στην αντανάκλαση του εκπεµπόµενου φωτός στην τρίτη σειρά. 

5.3.4 Χαρακτηρισµός στην Στερεά Κατάσταση 

5.3.4.1  Θερµική Σταθµική Ανάλυση (TGA) 

  Τα πειραµατικά ποσοστά φόρτωσης ΝΣΟΣ προσδιορίστηκαν µε την τεχνική της 
θερµικής σταθµικής ανάλυσης σε ατµοσφαιρικές συνθήκες (καύση µε ατµοσφαιρικό Ο2). 
Για λόγους σύγκρισης µελετήθηκαν “καθαρά” ΝΣΟΣ και οι πρόδροµες µικροπηκτές 
PNS_Opt. Στην θερµοσταθµική καµπύλη των ΝΣΟΣ (Σχήµα 5.13 µαύρο) παρατηρείται πολύ 
µικρή απώλεια µάζας πάνω από τους 100 °C λόγω της εξάτµισης του επιφανειακά 
φυσιοροφηµένου H2O. Από την άλλη πλευρά από την καµπύλη του “καθαρού” PNS_Opt 
(Σχήµα 5.20 γαλάζιο) είναι εµφανής η ολική απώλεια µάζας πάνω από τους 600 °C και η 
σταθεροποίηση εως τους 700 °C, γεγονός που υποδηλώνει άρτιο πειραµατικό 
“υπόβαθρο” (reference). Τα θεωρητικά ποσοστά φόρτωσης βρέθηκαν σε ικανοποιητική 
συµφωνία µε τα πειραµατικά. Συγκεκριµένα, για τα θερµοαποκρίσιµα µαγνητικά 
νανοϋβριδικά PNS#I4 και PNS#I6 το πειραµατικό ποσοστό βρέθηκε ίσο µε 4.31% και 
7.51%, ενώ αντιστοίχως για τα πολλαπλώς λειτουργικά PNS@F25#I6 και PNS@F25#I10 
βρέθηκε ίσο µε 6.47% και 10.56%. Από την µορφή των θερµοσταθµικών καµπυλών είναι 
προφανές ότι στην περίπτωση των νανοϋβριδικών, η αποικοδόµηση ξεκινά σε χαµηλότερη 
θερµοκρασία σε σχέση µε την “καθαρή” µήτρα PNS_Opt. Επίσης, λόγω της υψηλότερης 
θερµοχωρητικότητας της ανόργανης κεραµικής νανοφάσης, µπορεί να υποτεθεί ότι 
σχηµατίζονται “θερµές” περιοχές στην µήτρα του πολυµερούς, οι οποίες ευνοούν την 
γρηγορότερη αποικοδόµηση εξαιτίας της µικρότερης διάχυσης της θερµικής ενέργειας από 
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το σύστηµα προς το περιβάλλον. Από την άλλη πλευρά, το προφίλ της αποικοδόµησης ήταν 
κοινό για όλα τα δείγµατα, εµφανίζοντας χαρακτηριστική απώλεια µάζας δύο σταδίων. 

Σχήµα 5.13 Αποτελέσµατα χαρακτηρισµού πρόδροµου PNS_Opt, “καθαρών” ΝΣΟΣ και  παραγώγων 

νανοϋβριδικών υλικών µε θερµοβαρυτική ανάλυση (TGA). 

5.3.4.2 Μαγνητοµετρία Παλλόµενου Δείγµατος (VSM) 

  Η απόκριση των νανοϋβριδικών υλικών σε γραµµικά µεταβαλλόµενο µαγνητικό 
µελετήθηκε µε εφαρµογή µαγνητοµετρίας παλλόµενου δείγµατος (Σχήµα 5.14). Κανένα από 
τα εξεταζόµενα δείγµατα δεν επέδειξε παραµένουσα µαγνήτιση, γεγονός το οποίο αποτέλεσε 
σαφή ένδειξη της υπερ-παραµαγνητικής φύσης των υλικών. Η µαγνήτιση κόρου ΜS = 53.77 
emu.g-1 για τα “καθαρά” ΝΣΟΣ συνάδει µε βιβλιογραφικές τιµές για νανοσωµατίδια 
µαγγεµίτη που έχουν παρασκευαστεί µε την µέθοδο της συγκαταβύθισης αλάτων Fe [351]. 
Επιπλέον, η τιµή της µαγνήτισης κόρου των ΝΣΟΣ βρίσκεται εγγύτερα στην βιβλιογραφική 
τιµή της ογκώδους φάσης του µαγγεµίτη (76 emu.g-1) παρά στην αντίστοιχη της φάσης του 
µαγνητίτη (emu.g-1) [352]. Ένα ακόµα ποιοτικό χαρακτηριστικό το οποίο συνεπικουρεί στην 
ταυτοποίηση των ΝΣΟΣ ως ΝΣ µαγγεµίτη αποτελεί το γεγονός ότι η φάση του µαγνητίτη 
είναι µετασταθής και µεταπίπτει, έστω και µε αργό ρυθµό, στην θερµοδυναµικά σταθερή 
φάση του µαγγεµίτη όταν εκτείθεται σε ήπιες οξειδωτικές συνθήκες (ατµοσφαιρικό Ο2, RT)
[353].  
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Σχήµα 5.14 Αποτελέσµατα µαγνητοµετρίας για “καθαρά” ΝΣΟΣ παράγωγα νανοϋβριδικά υλικά. 

  Όσον αφορά τα θερµοαποκρίσιµα νανοϋβριδικά υλικά, η ταυτοποίηση του 
µαγγεµίτη ως το ανόργανο νανοσυστατικό έχει επιβεβαιωθεί από την οµάδα του 
Zafeiropoulos [101], εφαρµόζοντας περιθλασιµετρία ηλεκτρονίων για υλικά τα οποία 
παρασκευάστηκαν µε το ίδιο πρωτόκολο. Το αποτέλεσµα αυτό αποτέλεσε την βάση για την 
ερµηνεία της αλλαγής του χρώµατος του αιωρήµατος της αντίδρασης απο σκούρο καφέ - 
µαύρο σε ανοιχτό καφέ - πορτοκαλί, έπειτα από την εισαγωγή ατµοσφαιρικού αέρα (Εικόνα 
5.2). H χαρακτηριστική αλλαγή στο χρώµα αποτέλεσε ασφαλή ένδειξη της οξείδωσης του 
µαγνητίτη προς σχηµατισµό της θερµοδυναµικά σταθερής φάσης του µαγγεµίτη [351], ενώ 
τo σύντοµο χρονικό διάστηµα κατά το οποίο συντελλείται ο µετασχηµατισµός είναι 
χαρακτηριστικό του µικρού µεγέθους των ΝΣΟΣ [354]. 

 

Εικόνα 5.2 Στιγµιότυπα του αντιδραστήρα παρασκευής PNS#I µετά το πέρας της προσθήκης του 

διαλύµατος συγκαταβύθισης και της εισαγωγή ατµοσφαιρικού αέρα για τον άµεσο µετασχηµατισµό του 

µαγνητίτη σε µαγγεµίτη. Το µεσοδιάστηµα µεταξύ των λήψεων ρυθµίστηκε στα 4 s. 
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H παρασκευή µαγνητικών νανοσύνθετων δοµών και η µελέτη των µαγνητικών τους 
ιδιοτήτων δεν είναι ασυνήθιστη στην βιβλιογραφία. H σηµαντική µείωση της µαγνήτισης 
κόρου, MS, νανοσωµατιδίων µαγγεµίτη, παρασκευασθέντων µε συγκαταβύθιση πρόδροµων 
αλάτων σιδήρου παρουσία οργανικής φάσης πολυσακχαρίτη έχει αναφερθεί βιβλιογραφικά 
[355]. Συγκρίσιµα χαµηλές τιµές MS έχουν αναφερθεί για συναφή ποσοστά φόρτωσης 
µαγνητικής ανόργανης νανοφάσης σε πολυµερικές µήτρες [352, 356, 357]. Στα ίδια 
συστήµατα, απουσιάζει το πλατώ κόρου και η καµπύλη Μ vs Η ακολουθεί γραµµικό προφίλ. 
Το συγκεκριµένο χαρακτηριστικό απαντάται επίσης στις πειραµατικές καµπύλες των 
PNS#I4-8 και PNS@F25#I6-10 και υποδηλώνει την οµοιογενή και ισχυρή πρόσδεση και 
ενσωµάτωση του  ανόργανου συστατικού στο πολυµερικό ικρίωµα των µικροπηκτών, καθώς 
πρακτικά παρεµποδίζεται ο προσανατολισµός των µαγνητικών µονοκρυστάλλων µε το 
εφαρµοζόµενο πεδίο [101]. Επιπροσθέτως, περιπτώσεις όπου βιβλιογραφικά αναφέρονται 
τιµές MS < 1 emu.g-1 περιλαµβάνουν νανοσφαίρες ΝΣ-Fe3O4/πολυπυρρολίου [358], όπως 
και νανοσυνθέτα SiO2/γ-Fe2O3 [359, 360], PP/Fe@FeO [361] και GO@Fe3O4 [362]. 
Απεναντίας, αποτελέσµατα µαγνητοµετρίας σε συναφείς νανοσύνθετες δοµές µε άµεσα 
συγκρίσιµα ποσοστά φόρτωσης επιδεικνύουν αποδοτικότερα ποσοστά µαγνήτισης κόρου 
[345, 363-365]. Η πιθανότερη αιτιολόγηση για την απόκλιση µε τις παραπάνω µελέτες 
στηρίζεται στις εξής παρατηρήσεις: Πρώτον, αφορούν υβριδικές νανοδοµές όπου η 
παρασκευή των µαγνητικών ΝΣ προηγείται της ενσωµάτωσης στην δοµή, γεγονός το οποίο 
συνεπάγεται µεγαλύτερο µέγεθος και εγγενώς µικρότερο αριθµό επιφανειακών ατελειών 
[366]. Δεύτερον, η ανόργανη νανοφάση βρίσκεται συγκεντρωτικά στον πυρήνα, όπου 
συνίσταται σε συγκροτήµατα (clusters) ΝΣ, µε αποτέλεσµα τα υβριδικά υλικά να εµφανίζουν 
µεγαλύτερη µαγνητική επιδεκτικότητα [367] και αν τo µέγεθος των cluster ξεπερνά ένα 
κρίσιµο µέγεθος, φερροµαγνητική συµπεριφορά [368]. 
   
5.4 Εφαρµογή: Συσχέτιση Οπτικής Εκποµπής µε την Θερµοκρασία  

  H φωτοφυσική συµπεριφορά της χρωµοφόρας FL-NH2 και των µικροπηκτών 
PNS@F25 και PNS@F25#I10 µελετήθηκε σαν συνάρτηση της θερµοκρασιας µε 
φασµατοσκοπία φθορισµού, χρησιµοποιώντας το όργανο Perkin Elmer LS55 και 
θερµοστατούµενο κελί µέτρησης συνδεδεµένο µε τον εξωτερικό κυκλοφορητή Peltier PCB 
1500 της ίδιας εταιρίας (χρόνος σταθεροποίησης δείγµατος = 300 s). Για την συλλογή 
ισχυρότερου φθορίζοντος σήµατος, επιβλήθηκαν υψηλότερες συγκεντρώσεις συγκριτικά µε 
την φασµατοσκοπική µελέτη της Παραγράφου 5.3.4 (βλ. λεζάντα Σχήµατος 5.11). Το 
σµήνος των φασµάτων διέγερσης του PNS@F25 (Σχήµα 5.15) αποτελείται από ένα 
µοναδικό ίχνος, υποδηλώνοντας την πλήρη ανεξαρτησία της απορρόφησης από µεταβολές 
της θερµοκρασίας. Αντίθετα, µία ελάχιστη (πλην όµως µετρήσιµη) µείωση της έντασης 
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φθορισµού παρατηρείται όσο αυξάνεται η θερµοκρασία. To φαινόµενο είναι ενδεικτικό της 
ευαισθησίας των χρωµοφόρων σε µεταβολές της πολικότητας του µικροπεριβάλλοντος και 
συµφωνεί µε την περιγραφή που έχει προηγηθεί στην Παράγραφο 2.4.3. Στις δεδοµένες 
συνθήκες οξύτητας (pH = 7), το σύστηµα υπό µελέτη χαρακτηρίζεται από αυξηµένη 
υδροφιλικότητα: όπως έχει ήδη αναφερθεί, οι µικροπηκτές διατηρούν ένα σηµαντικό 
ποσοστό H2O ακόµα και αρκετά πάνω από την VPTT. Περαιτέρω, οι αρνητικά φορτισµένες 
µη υποκατεστηµένες καρβοξυλικές θέσεις εξασφαλίζουν την διατήρηση ενός έντονα πολικού 
µικροπεριβάλλοντος ακόµα και όταν συνολικά υφίσταται συρρίκνωση του δικτύου σε Τ > 
VPTT. Συνεπώς, η µικρή διαφορά στην ένταση φθορισµού µεταξύ Τ = 20 °C και Τ = 55 °C 
αντικατοπτρίζει πιθανώς είτε την ανεπαίσθητη διαφορά στην πολικότητα της επιφάνειας της 
µικροπηκτής µεταξύ των δύο θερµοκρασιών, είτε την µικρή συνεισφορά ενός FRET 
φαινοµένου στην εξασθένηση του φθορισµού λόγω της αυξηµένης εγγύτητας των 
χρωµοφόρων-υποκαταστατών. Στο ίδιο πλαίσιο µπορεί να αξιολογηθεί και η πολύ µικρή 
µετατόπιση της κορυφής στην καµπύλη του φάσµατος φθορισµού από τα 538 nm (20 °C), 
στα 540 nm (55 °C). 

Σχήµα 5.15 Φάσµα διέγερσης/εκποµπής φθορίζουσας µικροπηκτής PNS@F25 σε συγκέντρωση 25 µΜ 

και pH=7. 

  Η εικόνα µεταβάλλεται άρδην στην περίπτωση όπου το ίδιο σύστηµα εξετάζεται σε 
όξινο περιβάλλον (Σχήµα 5.16). Τα φάσµατα φθορισµού βρέθηκαν µετατοπισµένα τόσο 
υψοχρωµικά (534 nm για Τ = 20 °C και 537 για Τ = 55 °C), όσο και υποχρωµικά σε 
σύγκριση µε τα φάσµατα φθορισµού σε ουδέτερες συνθήκες. Αν και η µεταβολή του     
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Σχήµα 5.16 Φάσµα διέγερσης/εκποµπής φθορίζουσας µικροπηκτής PNS@F25 σε συγκέντρωση 

[−CONHFL]=25 µΜ και pH=3. 

φθορισµού σαν συνάρτηση του pH δεν µελετήθηκε συστηµατικά στα πλαίσια της παρούσης 
διατριβής, η ευαισθησία του συστήµατος σε αλλαγές της οξύτητας ανεξάρτητα από την 
θερµοκρασία δεν µπορεί να παραγνωριστεί. Σηµειώνεται, ότι η % κ.β. συγκέντρωση σε 
µικροπηκτή για την ρύθµιση της µοριακής συγκέντρωσης σε -CONHFL (25 µM), υπήρξε 
αρκούντως χαµηλή (0.02 %) για την αποφυγή σχηµατισµού συσσωµατωµάτων στο κελί 
µέτρησης, γεγονός το οποίο επιβεβαιώθηκε από την αντιστρεπτότητα του φαινοµένου, 
δηλαδή την επαναφορά της έντασης φθορισµού κατά την ψύξη. Πρωτίστως, στο φάσµα 
εκποµπής παρατηρείται µικρή µείωση της έντασης φθορισµού για τις  θερµοκρασίες όπου Τ 
<  VPTT. H αλµατώδης ελάττωση της έντασης για Τ = 30 °C σηµατοδοτεί την ένταξη στην 
θερµοκρασιακή περιοχή της VPTT και της επακόλουθης µεταβολής της πολικότητας του 
µικροπεριβάλλοντος. H βάθµιαία ελάττωση της έντασης συνάδει µε το σιγµοειδές προφίλ 
µεταβολής των υδροδυναµικών διαστάσεων συναρτήσει της θερµοκρασίας, όπως αυτό 
καταγράφηκε για το σύστηµα σε pH=5 (Σχήµα 5.16). Διατυπωµένο διαφορετικά, η βαθµιαία 
µεταβολή της έντασης φθορισµού αποτυπώνει ευκρινώς την επαγόµενη από την 
θερµοκρασία µεταβολή του µεγέθους. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η συνέχιση της εξασθένησης 
του φθορισµού για T >> VPTT. Η µέση DH όπως εξετάζεται µε DLS παραµένει σταθερή για 
T >> VPTT, δεν παύει όµως να αποτελεί την µέση τιµή µίας κατανοµής. Τα αποτελέσµατα 
της φασµατοσκοπίας φθορισµού υποδεικνύουν ότι η τεχνική υπερτερεί έναντι του DLS στην 
ανίχνευση ελάχιστων µεταβολών στο µέγεθος, καθώς το σήµα προέρχεται από πολύ λεπτές 
διαφορές στην πολικότητα. Είναι σηµαντικό να τονιστεί ότι η φωτοφυσική συµπεριφορά της 
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µοριακής ένωσης FL-NH2 επέδειξε ισχυρή εξάρτηση από το pH και σηµαντικά ασθενέστερη 
εξάρτηση από την θερµοκρασία (Σχήµα Π5.9). Κατά συνέπεια µπορεί να συναχθεί ασφαλώς 
ότι η FL-NH2, συµπεριφέρεται ως ασθενής βάση και ότι υφίσταται µία εγγενής εξάρτηση 
του συντελεστή απόσβεσης, ε, του µορίου από την θερµοκρασία. 
  Το φάσµα διέγερσης/εκποµπής του τελικού νανοϋβριδικού υλικού PNS@F25#I10 
σαν συνάρτηση της θερµοκρασίας για pH = 7, παρατίθεται στο Σχήµα 5.17. Συµβαδίζοντας 
µε την µελέτη του PNS@F25, η συγκέντρωση σε πολυµερές αυξήθηκε για την συλλογή 
ισχυρότερου σήµατος. Η άριστη κολλοειδής σταθερότητα του συστήµατος σε αυξηµένη 
θερµοκρασία επιβεβαιώθηκε µέσω µετρήσεων DLS και οφείλεται στην ηλεκτροστατική/
στερεοχηµική σταθεροποίηση που επάγει το επιφανειακά προσροφηµένο στρώµα του PSS. 
Η διαφοροποίηση στα φάσµατα διέγερσης/εκποµπής συγκριτικά µε το PNS@F25 είναι 
εµφανής και οφείλεται de facto στην επίδραση της µαγνητικής νανοφάσης επάνω στις 
φωτοφυσικές ιδιότητες. Η ένταση του φθορισµού του PNS@F25#I10 υφίσταται µικρή 
µείωση στο εύρος 20 °C - 32 °C. Ουσιαστικά, όπως φαίνεται στο γράφηµα DH vs T (Σχήµα 
5.10), η µετάπτωση στην υδρόφοβη κατάσταση και η συνακόλουθη ελάττωση της 
διαµοριακής απόστασης µεταξύ των αλυσίδων ξεκινά µετά τους 32 °C. Σε ταύτιση µε το 
καταγεγραµένο προφίλ DH vs T και την ευρεθείσα VPTT, ο φθορισµός παρουσιάζει 
µεγαλύτερη εξασθένηση µετά τους 34 °C. Επιπλέον, η σχετικά χαµηλή τιµή της ∂DH/∂DT, 
ευνοεί την οµοιογενέστερη διακριτοποίηση της έντασης φθορισµού για θερµοκρασίες 
εκατέρωθεν της VPTT. Όπως έχει ήδη αναφερθεί στην Παρ. 2.5.2, η παρουσία ανόργανων 
νανοδοµών σε εγγύτητα µε χρωµοφόρες µπορεί να επιφέρει την µεταλλαγή του φάσµατος 
εκποµπής. Συγκεκριµένα, η απόσβεση του σήµατος φθορισµού της FL έχει εξακριβωθεί ότι 
εξαρτάται από την απόσταση των µορίων από την επιφάνεια των ΝΣΟΣ. Η ταυτόχρονη 
παρουσία υποκαταστατών -CONHFL και της µαγνητικής νανοφάσης των ΝΣΟΣ στο 
κέλυφος των θερµοαποκρίσιµων µικροπηκτών επιτρέπει τον έλεγχο της έντασης φθορισµού 
από την θερµοκρασία. Μηχανιστικά, µε την θερµικά επαγόµενη αναδίπλωση των αλυσίδων, 
οι υποκατεστηµένες µε FL θέσεις πλησιάζουν ολοένα και περισσότερο στην επιφάνεια των 
ΝΣΟΣ και µε τον τρόπο αυτό προκαλείται η βαθµιαία απόσβεση. 
  Η καλή διακριτότητα µεταξύ των τιµών της έντασης φθορισµού για 36 °C - 38 °C - 
40 °C και η αντιστρεπτότητα µε ψύξη θα µπορούσαν να επιτρέψουν την ακριβή συσχέτιση 
του σήµατος φθορισµού µε την θερµοκρασία. Μέσα από διαδικασία βαθµονόµησης στο 
δεδοµένο θερµοκρασιακό εύρος, το PNS@F25#I10 αποτελεί δυνητικά έναν νανοσκοπικό 
οπτικό βιοσένσορα θερµοκρασίας. Ο µη επεµβατικός προσδιορισµός της θερµοκρασίας 
µέσα σε κύτταρα, η ανίχνευση του θερµικού αποτυπώµατος ενδοκυτταρικών βιολογικών 
διεργασιών και η ενσωµάτωση σε συστήµατα µικρορευστονικής (microfluidics) συνιστούν 
µερικές από τις πιθανές εφαρµογές του συστήµατος.  
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Σχήµα 5.17 Φάσµα διέγερσης/εκποµπής τελικού νανοϋβριδικού PNS@F25#Ι10 σε συγκέντρωση C = 1 

mg.ml-1 (0.1% κ.β) και pH=7. 

  
5.5 Συµπεράσµατα 

  H αριστοποιηµένη µικροπηκτή PNS_Οpt αποτέλεσε την µήτρα για την ανάπτυξη 
ενός τριπλά λειτουργικού θερµοαποκρίσιµου/φθορίζοντος/µαγνητικού νανοϋβριδικού 
υλικού. Κατά την ανάπτυξη του πρωτοκόλου, δόθηκε ιδιαίτερη έµφαση στην ταυτόχρονη 
διατήρηση των επιµέρους ιδιοτήτων: το τελικό λειτουργικό υλικό χαρακτηρίζεται από DH,swol 
~ 205 nm και DH,col ~ 145 nm, ικανοποιητική ένταση φθορισµού, σηµαντικά αυξηµένη 
VPTT (36.9 °C) και µαγνήτιση κόρου 1,16 emu.g-1. Η αύξηση της VPTT, µεταφράζεται σε 
ελάττωση του υδροδυναµικού όγκου του PNS@F25#10 της τάξης του 67,1%, µεταξύ της 
φυσιολογικής θερµοκρασίας (36,7 °C) και της θερµοκρασίας φλεγµονωδών περιοχών (40 
°C). Όλα τα παραπάνω χαρακτηριστικά καθιστούν το υλικό ελκυστικό για ενσωµάτωση σε 
βιοϊατρικές εφαρµογές ελεγχόµενης µεταφοράς και αποδέσµευσης φαρµακευτικών ουσιών. 
  Συµπληρωµατικά, τα δείγµατα PNS@F25 και PNS@F25#10 χαρακτηρίστηκαν µε 
φασµατοσκοπία φθορισµού σε µεταβαλλόµενη θερµοκρασία. Ταυτοποιήθηκαν ποιοτικά, δύο 
διαφορετικοί µηχανισµοί ελέγχου της έντασης φθορισµού από την θερµοκρασία: στο πρώτο 
υλικό η µεταβολή της έντασης φθορισµού ελέγχεται από την πολικότητα του 
µικροπεριβάλλοντος σε όξινο pH ενώ στο δεύτερο υλικό είναι απόρροια της µειούµενης 
απόστασης µεταξύ των χρωµοφόρων και της µαγνητικής φάσης. Το δεύτερο σετ ιδιοτήτων 
µπορεί να αξιοποιηθεί σε εφαρµογές µη-επεµβατικού προσδιορισµού της θερµοκρασίας. 
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Κεφάλαιο 6 

Εφαρµογές των Νανοϋβριδικών Υλικών στην Βιολογία: Κυτταρική 
Πρόσληψη - Ενθυλάκωση και Ελεγχόµενη Αποδέσµευση Φαρµάκου 
- Μελέτη Κυτταροτοξικότητας 

ΣΥΝΟΨΗ: Η προοπτική χρήσης των συντεθειµένων νανοϋλικών σε in vivo βιοϊατρικές 
εφαρµογές αποτέλεσε το αντικείµενο του παρόντος Κεφαλαίου. Αρχικά εξετάστηκε η 
κυτταρική πρόσληψη των δειγµάτων PNS@F25 και PNS@F25#I10 από καρκινικά κύτταρα 
της σειράς HeLa µε συνεστιακή µικροσκοπία. Έπειτα από τον καθορισµό του πειραµατικού 
πρωτοκόλου κυτταρικής πρόσληψης, πραγµατοποιήθηκε ποιοτική µελέτη ενθυλάκωσης και 
ελεγχόµενης αποδέσµευσης του αντικαρκινικού φαρµάκου δοξορουβικίνη στα δείγµατα 
PNS@F25, PNS@F25#I10 και PNS#I6. Ο σχηµατισµός συµπλόκου µεταξύ των 
νανοϋβριδικών υλικών και του φαρµάκου επιβεβαιώθηκε συνδυαστικά µέσω οπτικής 
παρατήρησης, φασµατοσκοπίας UV-Vis και φθορισµοµετρίας. Η αποµόνωση των δειγµάτων 
µε ενθυλακωµένη δοξορουβικίνη επιτεύχθηκε µέσω υπερφυγοκέντρισης, ενώ η µελέτη της 
ελεγχόµενης αποδέσµευσης του φαρµάκου πραγµατοποιήθηκε σε θερµοστατούµενο 
αντιδραστήρα χρησιµοποιώντας µεµβράνη διαπίδισης. Η κυτταρική πρόσληψη και 
κυτταροτοξικότητα των συµπλεγµένων µε φάρµακο δειγµάτων σε κύτταρα HeLa 
προσδιορίστηκε αντίστοιχα µε συνεστιακή µικροσκοπία σάρωσης µε laser και δοκιµή MTT. 

6.1 Eισαγωγή 

 Η µελέτη της µεταφοράς και της ελεγχόµενης αποδέσµευσης ενεργών µορίων και 
φαρµακευτικών ουσιών εξελίσσεται ταχύτατα, έχοντας αποκτήσει πλέον υπόσταση ως 
ξεχωριστός επιστηµονικός κλάδος. Έπειτα από τα ορόσηµα που έθεσαν οι εργασίες των 
Peppas [369], Langer [370] και Courver [371] στις αρχές της δεκαετίας του 1980, η 
αξιοποίηση των πολυµερικών κολλοειδών σε εφαρµογές της βιοϊατρικής γνώρισε τεράστια 
άνθηση. Οι κυριότεροι λόγοι που ώθησαν την ανάπτυξη του πεδίου υπήρξαν η 
ελαχιστοποίηση των ανεπιθύµητων ενεργειών που προκύπτουν από την συστηµική 
κυκλοφορία κυτταροτοξικών ουσιών, η ενθυλάκωση και βιοδιαθεσιµότητα µη-
υδατοδιαλυτών φαρµάκων [372], η προστασία και η βελτίωση της φαρµακοκινητικής 
ευαίσθητων ενεργών συστατικών όπως για παράδειγµα τα πεπτίδια ή οι πρωτεΐνες [373], η 
γρήγορη και στοχευµένη απόδοση µεγάλων θεραπευτικών φορτίων και ο έλεγχος της 
αποδέσµευσης µε εξωτερικά ερεθίσµατα όπως η θερµοκρασία, το pH, η ακτινοβολία [374] 
και τα εναλλασόµενα µαγνητικά πεδία [375]. 
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  Οι ανθρακυκλίνες αποτελούν µία κατηγορία χηµειοθεραπευτικών παραγόντων, µε 
την δοξορουβικίνη και την δαναορουβικίνη να συνιστούν τα συχνότερα  χρησιµοποιούµενα 
µόρια. Έχει εξακριβωθεί ότι ο µηχανισµός της αντικαρκινικής δράσης των ανθρακυκλινών 
οφείλεται στην παρεµβολή ζευγών βάσεων του DNA [376]. Ένας πολυσχιδές πλήθος 
νανοδιάστατων συστηµάτων έχει αναπτυχθεί µε σκοπό την ελεγχόµενη µεταφορά και 
απόδοση ανθρακυκλινών [377]. Μεταξύ αυτών το Doxil, µία εκδοχή τροποποιηµένων µε 
PEG λιποσωµάτων µε ενθυλακωµένη δοξορουβικίνη, αποτελεί σκεύασµα εγκεκριµένο από 
τον FDA από το 1995 και ένα από τα λίγα παραδείγµατα εµπορικά διαθέσιµων νανο-
χηµειοθεραπευτικών [95, 378]. Η ενθυλάκωση βιολογικών παραγόντων σε πολυµερικά 
κολλοειδή και σε νανοϋλικά εν γένει, ελέγχεται από το ισοζύγιο ηλεκτροστατικών, Van der 
Waals και υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων [379-381]. Από την άλλη πλευρά, η ελεγχόµενη 
αποδέσµευση συντελλείται έπειτα από µεταβολές του είδους ή/και της ισχύος των 
αλληλεπιδράσεων.  
  Ο συντακτικός τύπος και µερικά από τα φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά του 
υδροχλωρικού άλατος της δοξορουβικίνης (DOX) παρατίθενται  στο Σχήµα 6.1.  

Σχήµα 6.1 Υδροχλωρικό άλας της δοξορουβικίνης.  

Το µόριο της DOX µπορεί να αλληλεπιδρά πολλαπλώς µε υποστρώµατα, όπως προκύπτει 
από την απλή αναγνώριση των υπαρχουσών χηµικών λειτουργικών οµάδων. Η αµινοµάδα 
στον δακτύλιο του τετραϋδροπυρανίου είναι δυνατόν να αλληλεπίδρα ηλεκτροστατικά µε 
αρνητικά φορτισµένες οµάδες σε ένα µεγάλο εύρος pH, όπως υποδηλώνεται από την τιµή 
της pKa. Παράλληλα, υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις µπορούν να αναπτυχθούν µέσω των 
φαινολικών οµάδων ενώ θέσεις ανάπτυξης δεσµών-Η εντοπίζονται στις κέτο οµάδες και στα 
υδροξύλια-υποκαταστάτες. Ελκυστικά χαρακτηριστικά αποτελούν επίσης η σηµαντική 
υδατοδιαλυτότητα και η εµφάνιση ζωηρού (εύκολα αναγνωρίσιµου και ανιχνεύσιµου) 
κόκκινου χρώµατος στο διάλυµα. Με βάση την παραπάνω εικόνα, δεν προξενεί εντύπωση το 
γεγονός ότι η µελέτη της ενθυλάκωσης και ελεγχόµενης αποδέσµευσης της DOX από 
νανοϋλικά διατρέχει την βιβλιογραφία. Η βιβλιογραφική επισκόπηση επικεντρώθηκε σε 
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νανοδιάστατα συστήµατα που βασίζονται σε µικροπηκτές PNiPAm για την ενθυλάκωση/
αποδέσµευση της DOX.  
  Οι Das et al. [257] έδωσαν το έναυσµα για την χρησιµοποίηση µικροπηκτών µε 
βάση το PNiPAm σε εφαρµογές ενθυλάκωσης DOX. Συγκεκριµένα, αναφέρθηκε η 
ενσωµάτωση DOX σε σύστηµα µικροπηκτών P(NiPAm-co-AAc) µε ελεγχόµενες διαστάσεις 
(DH ~ 150 nm σε pH = 7.4) µέσω της ηλεκτροστατικής αλληλεπίδρασης µε τα αρνητικά 
φορτισµένα κατάλοιπα -COOH. Πολύ πρόσφατα, στο ίδιο σύστηµα ενθυλακώθηκε DOX και 
µελετήθηκε η επίδραση σε σφαιροειδής όγκους, παραγόµενους από 3D κυτταρική 
καλλιέργεια [282], ενώ η αντικατάσταση του παραδοσιακού παράγοντα σχηµατισµού 
σταυροδεσµών ΜΒΑ από την αποικοδοµήσιµη N,N΄-δις(ακρυλοϋλ)κυσταµίνη έχει 
αναφερθεί ότι προκαλεί την αύξηση του ποσοστού ενθυλάκωσης και προάγει την ταχύτερη 
απελευθέρωση του φαρµάκου [382]. Η κινητική της απελευθέρωσης DOX από νανοπηκτές 
P(NiPAm-co-Am-co-AlAm), όπου Αm: ακρυλαµίδιο και ΑlAm: αλλυλαµίνη, µελετήθηκε 
επίσης στα πλαίσια της εργασίας των Rahimi et al., όπου υποδείχθηκε γρηγορότερη 
απελευθέρωση του φαρµάκου αυξανοµένης της θερµοκρασίας, σε pH = 7.4 [383]. Παρόµοια 
συµπεράσµατα σηµειώθηκαν κατά την µελέτη ενός παρεµφερούς συστήµατος, για το οποίο 
επιπλέον βρέθηκε ότι η προσθήκη του µαλεϊκού οξέος ως συµµονοµερές σε µικροπηκτές 
PNiPAM, ευνοεί την ενθυλάκωση της DOX [384]. 
  Η ενθυλάκωση και ελεγχόµενη αποδέσµευση της DOΧ από νανοϋβριδικές 
µικροπηκτές µορφολογίας core/shell, µε φθορίζον πυρήνα από κοίλα ΝΣ SiO2 
“εµποτισµένα” µε FITC και κέλυφος από P(NiPAm-co-AAc) έχει αναφερθεί στην 
βιβλιογραφία [385]. Αξιοσηµείωτο εύρηµα υπήρξε το υπέρτερο προφίλ (ταχύτερης και 
σχεδόν πλήρους) απελευθέρωσης της DOX από το core/shell σύστηµα έναντι των 
υπολοίπων εξεταζόµενων στην εργασία [SiO2@DOX, P(NiPAm-co-AAc)@DOX]. 
Υβριδικές µικροπηκτές PNiPAm µε διάσπαρτη νανοφάση γραφενίου χρησιµοποιήθηκαν για 
την φωτο-επαγόµενη αποδέσµευση της DOX [90], αξιοποιώντας την ευαισθησία του 
γραφενίου στο εγγύς υπέρυθρο (ΝΙR). Το ίδιο ΝΙR φωτοθερµικό ερέθισµα χρησιµοποιήθηκε 
για την αποδέσµευση της DOX από νανοϋβριδικά µε πυρήνα νανοράβδων Au επικαλυµένων 
µε SiO2 και κέλυφος P(NiPAm-co-AAc) [386]. Όσον αφορά την κατηγορία των 
θερµοαποκρίσιµων/µαγνητικών νανοϋβριδικών, πολύ πρόσφατα ένα core/shell σύστηµα µε 
πυρήνα που αποτελείται από υαλωµένες πλειάδες (clusters) νανοσωµατιδίων οξειδίου του 
σιδήρου (ΝΣΟΣ) και κέλυφος µικροπηκτής P(NiPAM-co-MAAc) (MAAc: µεθακρυλικό 
οξύ) επέδειξε σχεδόν ποσοτικά ποσοστά ενθυλάκωσης DOX και πολλαπλώς ελεγχόµενη 
αποδέσµευση [387]. Συγκεκριµένα, το πολυµερικό κέλυφος διασταυρώθηκε µε BAC, µε 
αποτέλεσµα την ελεγχόµενη αναγωγή των δισουλφιδικών δεσµών σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις γλουταθειόνης, ενώ αναφέρεται η ταχύτερη αποδέσµευση της DOX για Τ > 
VPTT και pH = 5. Σε συγγενικά σύστηµατα, η οµάδα της Pellegrino έχει επιδείξει 
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σηµαντική ερευνητική δράση στο πεδίο της ελεγχόµενης αποδέσµευσης DOX µε εφαρµογή 
εναλλασόµενων µαγνητικών πεδίων, αξιοποιώντας το φαινόµενο της µαγνητικής 
υπερθερµίας. Παρ’ όλα αυτά οι εργασίες πραγµατεύονται είτε νανοϋβριδικά µε µη-
διασταυρωµένο κέλυφος [388, 389], είτε συστήµατα µε κέλυφος µικροπηκτής των οποίων το 
µέγεθος εντοπίζεται κοντά στο 1 µm [390]. Η DOX έχει επίσης συνδεθεί οµοιοπολικά σε 
µικροπηκτές PNiPAm µέσω του σχηµατισµού δεσµού υδραζόνης [391]. Η λύση του δεσµού 
σε χαµηλό pH παρέχει το ερέθισµα για την ενεργητική απελευθέρωση του φαρµάκου. 
Πρέπει να τονιστεί ότι ο έλεγχος των υδροδυναµικών διαστάσεων και η διατήρηση τους σε 
χαµηλά επίπεδα, σε όσες απο τις παραπάνω εργασίες αναφέρεται η χρήση µικροπηκτών µε 
βάση το PNiPAm, έχει ανεξαιρέτως πραγµατοποιηθεί µέσω της προσθήκης SDS στην 
αντίδραση πολυµερισµού, σε αντίθεση µε το συνθετικό πρωτόκολλο που αναπτύχθηκε στα 
πλαίσια της παρούσας διατριβής.  
  Στο πρώτο σκέλος των βιολογικών πειραµάτων µελετήθηκε µε συνεστιακή 
µικροσκοπία σάρωσης µε laser σε πραγµατικό χρόνο, η κυτταρική πρόσληψη των δειγµάτων 
PNS@F25 και PNS@F25#I10 (εφεξής PF και PFI αντίστοιχα) σε καρκινικά κύτταρα της 
σειράς HeLa. Εν συνεχεία, τα υλικά αυτά χρησιµοποιήθηκαν για την ενθυλάκωση και την 
ποιοτική µελέτη της αποδέσµευσης DOX. Με γνώµονα την εξακρίβωση του µηχανισµού 
ενθυλάκωσης και αποδέσµευσης, συντέθηκε δείγµα θερµοαποκρίσιµων/µαγνητικών 
νανοϋβριδικών µε ονοµαστικό ποσοστό ανόργανης φάσης 6%, PNS#I6 (εφεξής PI) και 
µελετήθηκε συνδυαστικά µε τα PF και PFI. Τα ενθυλακωµένα µε φάρµακο υλικά 
χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα κυτταρικής πρόσληψης και η κατανοµή τους στα κύτταρα 
εξετάστηκε εκ νέου µε συνεστιακή µικροσκοπία. Η κυτταροτοξικότητα του συνόλου των 
δειγµάτων µελετήθηκε µε δοκιµή MTT, ενώ η αποδέσµευση του φαρµάκου στους  37 °C και 
για pH = 5 και σε pH = 7, µελετήθηκε ποιοτικά µε εφαρµογή φασµατοσκοπίας UV-Vis.  

6.2 Πειραµατικό Μέρος 

6.2.1 Kυτταρική Καλλιέργεια και Επώαση Κυττάρων ΗeLa µε Νανοπηκτές για την 
Παρατήρηση µε Συνεστιακή Μικροσκοπία 

  Καρκινικά κύτταρα του τραχήλου της µήτρας της σειράς HeLa επωάστηκαν σε 
φυσιολογικές συνθήκες (37 °C, 5% CO2) και θρεπτικό ορό DMEM (Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium-Low Glucose with 10% heat-inactivated calf serum). Τα κύτταρα 
σχηµατίζουν µονοστοιβάδα και αφέθηκαν να αναπτυχθούν µέχρι ~70 % επικάλυψης. Τα 
κύτταρα συλλέχθηκαν και τοποθετήθηκαν σε ειδικά τριβλία των 35 mm (ibidi µ-dishes) σε 
συγκέντρωση 12x104 κύττραρα/τριβλίο. Έπειτα από 24 h, το θρεπτικό µέσο αφαιρέθηκε και 
αντ’ αυτού προστέθηκε 1 ml ορού PBS (phosphate buffer saline, φυσιολογικός φωσφορικός 
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ορός) στον οποίο βρίσκονταν διάσπαρτες οι νανοπηκτές σε προκαθορισµένες 
συγκεντρώσεις. Μετά την επώαση στους 37 °C για συγκεκριµένα χρονικά διαστήµατα, 
ακολούθησαν 5 διαδοχικές εκπλύσεις µε PBS για την αφαίρεση µη ενθυλακωµένου υλικού 
στα κύτταρα και προστέθηκε 1 ml ορού PBS πριν από την απ’ευθείας τοποθέτηση για 
παρατήρηση σε συνεστιακό µικροσκόπιο σάρωσης µε laser TCS SP5 της εταιρίας Leica. H 
επεξεργασία των εικόνων πραγµατοποιήθηκε µε το λογισµικό LAS AF Lite. 

6.2.2 Mελέτη Κυτταροτοξικότητας  

  H δοκιµή ΜΤΤ εφαρµόστηκε για τον προσδιορισµό της βιωσιµότητας των 
κυττάρων HeLa έπειτα από την επώαση µε τις νανοπηκτές σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. 
Λεπτοµερέστερη περιγραφή των πειραµατικών συνθηκών σχετικά µε την επιλογή και τον 
προσδιορισµό των συγκεντρώσεων ακολουθεί στην Παράγραφο 6.3.2. Κύτταρα HeLa 
συλλέχθηκαν και τοποθετήθηκαν σε φρεάτια πλάκας 96 θέσεων (8000 κύτταρα/φρεάτιο). 
Έπειτα από 24 h, 100 µl του θρεπτικού ορού DMEM αντικαταστάθηκαν µε τον ίδιο όγκο 
κατάλληλα αραιωµένων αιωρηµάτων νανοπηκτών για την επίτευξη προκαθορισµένων 
συγκεντρώσεων και ακολούθησε επώαση των κυττάρων σε αυτές τις συνθήκες για 24 h 
στους 37 °C. Μετά την ολοκλήρωση της επώασης το θρεπτικό µέσο αφαιρέθηκε και στα 
φρεάτια προστέθηκαν 100 µl από διάλυµα MTT συγκέντρωσης 5 mg.ml-1 (Sigma), οπότε και 
αφέθηκαν για επιπλέον 4 h στους 37 °C. Μετά το πέρας των 4 h, το διάλυµα MTT 
αφαιρέθηκε, προστέθηκαν 100 µl “στατικού” διαλύµατος (20% SDS σε 50% DMF/H2O) και 
τα κύτταρα αφέθηκαν για ~ 12 h µακριά από το φως. H απορρόφηση από κάθε φρεάτιο στα  
493 nm µετρήθηκε αυτόµατα σε φασµατοφωτόµετρο τύπου plate-reader. Η απορρόφηση   
αναφοράς προσδιορίστηκε χρησιµοποιώντας απεσταγµένο Η2Ο. 

6.2.3 Ενθυλάκωση DOX σε Νανοπηκτές: Παρασκευή PF@DOX, PFI@DOX, και 
PI@DOX 

  Η ενθυλάκωση της DOX πραγµατοποιήθηκε τροποποιώντας όπου κρίθηκε 
απαραίτητο το πρωτόκολο των Hu et al. [385]. Ποσότητες στοκ αιωρηµάτων γνωστής 
συγκέντρωσης PF, PFI και PI (βλ. Παράγραφο 6.4 για σύνθεση/επεξεργασία του PI) 
συµπυκνώθηκαν στον περιστροφικό εξατµιστή (Εικόνα 6.1.Α) και εκ νέου αραιώθηκαν µε 
δις απεσταγµένο Η2Ο σε συγκέντρωση 8 mg.ml-1 (Εικόνα 6.1.B). Σε 1 ml από τις διασπορές 
προστέθηκαν 400 µl ενός διαλύµατος DOX 3 mg.ml-1 (Εικόνα 6.1.C). H αναλογία µάζας 
DOX:Νανοπηκτές ισούται µε 1,2 mg / 8 mg = 15 %. Έπειτα από την προσθήκη της DOX το 
pH των διασπορών µεταβλήθηκε µε αποτέλεσµα την επαναρρύθµιση του σε pH=7 
χρησιµοποιώντας αραιά διαλύµατα NaOH/HCl 10-2 M. Tο pH καταγράφηκε µε επιτραπέζιο 
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όργανο της εταιρίας Crison (Εικόνα 6.1.D). Σηµαντική παράµετρος στην διαδικασία υπήρξε 
η ελαχιστοποίηση της απόκλισης από την αρχική συγκέντρωση των αιωρηµάτων ούτως 
ώστε να διατηρηθούν το δυνατόν οµοιογενείς συνθήκες ενθυλάκωσης. H νέες πειραµατικές  
συγκεντρώσεις καταγράφηκαν και τα αιωρήµατα αφέθηκαν µακριά από το φως για 24 h σε 
θερµοκρασία δωµατίου υπό ήπια ανάδευση. Μετά το πέρας των 24 h παρατηρήθηκε αλλαγή 
στο χρώµα των διασπορών, γεγονός το οποίο υποδήλωσε την αλληλεπίδραση της DOX µε 
τα υποστρώµατα (Εικόνες 6.1.Ε και 6.1.F). 

Εικόνα 6.1 Πειραµατική πορεία ενθυλάκωσης DOX στις νανοπηκτές. 

  Το επόµενο στάδιο περιλάµβανε την αποµόνωση των συµπλεγµένων µε DOX 
νανοπηκτών. Προκαταρκτικά πειράµατα έδειξαν ότι µέσω θέρµανσης σε Τ > VPTT, 
θρόµβωσης µε σταγόνες πυκνού ΑcCOOH και συµβατικής φυγοκέντρισης σε 
δειγµατοφορείς Eppendorff στις 15000 RPM, καθίσταται δυνατή η αποµόνωση των 
συµπλεγµένων υλικών. Tα πειράµατα κατέδειξαν την ποσοτική ενθυλάκωση της DOX στα 
δείγµατα τα οποία περιείχαν την ανόργανη µαγνητική φάση (PI και PFI) καθώς το 
υπερκείµενο βρέθηκε άχρωµο και διαυγές. Παρ’ όλα αυτά, η επιβολή όξινων συνθηκών 
ακόµα και για 1-2 min εως την κατακρήµνιση είναι δυνατόν να προκαλέσει την 
αποδέσµευση της DOX και συνεπώς δεν συνιστά δόκιµη πειραµατική πρακτική 
αποµόνωσης. Τα δείγµατα αποµονώθηκαν µε υπερφυγοκέντριση στις 25000 RPM 
χρησιµοποιώντας την συσκευή L8-80M και τον ρότορα NVT 100 της εταιρίας Beckman-
Coulter. Μία κρίσιµη πειραµατική περιπλοκή στάθηκε η απαραίτητη αραίωση των 
διασπορών για την τοποθέτηση στους ειδικά σφραγισµένους δειγµατοφορείς σε 
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συγκεντρώσεις της τάξης των ~ 0.28 - 0.53 mg.ml-1 (Εικόνα 6.2.Α). Η αυξηµένη κολλοειδής 
σταθερότητα των δειγµάτων των PF και PFI για το δεδοµένο εύρος συγκεντρώσεων υπήρξε 
απαγορευτικός παράγοντας στην αποµόνωση µε υπερφυγοκέντριση (Εικόνα 6.2.Β). 
Αντίθετα, αξιοσηµείωτη υπήρξε η πλήρης κατακρήµνιση και αποµόνωση του PI@DOX, 
όπως αποδεικνύεται από το διαυγές υπερκείµενο διάλυµα (τέταρτος περιέκτης από αριστερά 
στην Εικόνα 6.2Β). Οι συγκεντρώσεις των κατακρηµνισµάτων (Εικόνα 6.2.C) ως προς την 
DOX εξήχθησαν έπειτα από επαναδιασπορά σε 2 ml δις απεσταγµένο Η2Ο και µέτρηση της 
απορρόφησης στα 550 nm µε χρήση φασµατο-φωτόµετρου UV-Vis. Είχε προηγηθεί η 
κατασκευή καµπύλη βαθµονόµησης από διαλύµατα µεταβλητής συγκέντρωση DOX σε Η2Ο 
(βλ. Σχήµα Π6.1 Παράρτηµα Κεφαλαίου). 

Εικόνα 6.2 Αιωρήµατα PF@DOX (#3), PFI@DOX (#1) και PI@DOX(#2) πριν (Α) και µετά (Β) την 

υπερφυγοκέντριση. (C) Στερεό υπόλειµµα. 

6.2.4 Ποιοτική Μελέτη Αποδέσµευσης Δοξορουβικίνης από PF@DOX, PFI@DOX, και 
PI@DOX 

  H ποσοτική µελέτη στα δείγµατα PF και PFI κατέστη ανέφικτη λόγω της 
αδυναµίας πλήρους κατακρήµνισης των νανοπηκτών, σε αντίθεση µε το δείγµα PI το οποίο 
ανακτήθηκε πλήρως. Πραγµατοποιήθηκε ποιοτική µελέτη της αποδέσµευσης για όλα τα 
δείγµατα όπως περιγράφεται στην Παράγραφο 6.3.3. Χρησιµοποιήθηκε αυτοσχέδια 
πειραµατική διάταξη (Εικόνα 6.3) η οποία αποτελούνταν από θερµοστατούµενο υάλινο 
κυλινδρικό περιεκτή, στο εσωτερικό του οποίου τοποθετείτο µεµβράνη διαπίδισης 
(Spetrapore, 3 kDa cutoff) που περιείχε τα αιωρήµατα. Η θερµοκρασία σε όλα τα πειράµατα 
ρυθµίστηκε στους 37 °C. Το pH των αιωρηµάτων και του διαλύµατος αποδέσµευσης στο 
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εσωτερικό του κυλινδρικό περιέκτη ρυθµίστηκε µε προσθήκη αραιών διαλυµάτων ΝaOΗ και 
AcCOOH. Ποσότητες από το αιώρηµα διαπίδησης, πριν και µετά την πάροδο 24 h 
ελήφθησαν και αραιώθηκαν πριν την µελέτη µε φασµατοσκοπία UV-Vis χρησιµοποιώντας 
το όργανο BioSpec mini-1240 της εταιρίας Shimadzu. Tο διάλυµα αποδέσµευσης 
µελετήθηκε χωρίς αραίωση λόγω της χαµηλής συγκέντρωσης DOX σε κάθε περίπτωση. 

Εικόνα 6.3 Μεµβράνη διαπίδισης µε βιδωτό κλιπ στο άκρο, (A) πριν και (Β) µετά την προσθήκη 

PFI@DOX και την τοποθέτηση στον κυλινδρικό περιέκτη. (C) Πλάγια όψη της διάταξης µετά την 

τοποθέτηση σε θερµοστατούµενο υδατόλουτρο. 

6.3 Aποτελέσµατα  

6.3.1 Κυτταρική Απεικόνιση 

  Η αρχική συγκέντρωση της µελέτης κυτταρικής πρόσληψης των νανοπηκτών 
ορίστηκε στα 40 µΜ υποκατεστηµένων καρβοξυλικών θέσεων. Υπενθυµίζεται ότι 
υφίστανται 0.14 µmol -FL ανά mg PNS@F25, δηλαδή το αιώρηµα τροφοδοσίας είχε 
συγκέντρωση, εκπεφρασµένη ως προς τη µάζα του πολυµερούς, 0.285 mg.ml-1. Ο χρόνος 
επώασης για την πρώτη σειρά ήταν 2 h. Όπως είναι εµφανές στην Εικόνα 6.4, οι           

Εικόνα 6.4 Από αριστερά προς τα δεξιά: Σύνθετο σήµα, σήµα φθορισµού και σήµα φωτεινού πεδίου 

συνεστιακής µικροσκοπίας PF_40µΜ_2h. 
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µικροπηκτές εντοπίζονται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασµα, σχηµατίζοντας κυστίδια. Το 
έντονο σήµα φθορισµού υποδεικνύει την πρόσληψη µεγάλου αριθµού νανοπηκτών. H 
απουσία σήµατος φθορισµού από τον πυρήνα επιβεβαιώνει την σταθερή πρόσδεση των 
χρωµοφόρων στις νανοπηκτές καθώς σε αντίθετη περίπτωση θα αναµενόταν η διάχυση της 
µοριακής χρωµοφόρας σε όλο το κύτταρο. Για την αποφυγή πρόκλησης κυτταρικού στρες, 
το οποίο  θα οφειλόταν σε µηχανικές βλάβες λόγω της παρουσίας σηµαντικού πληθυσµού 
ξένων σωµατιδίων, σε επόµενο πείραµα (Εικόνα 6.5, πρώτη σειρά) τα κύτταρα 
τροφοδοτήθηκαν µε την ίδια συγκέντρωση (40 µΜ) υποδιπλασιάζοντας τον χρόνο επώασης. 

Εικόνα 6.5 Από αριστερά προς τα δεξιά: Σύνθετο σήµα, σήµα φθορισµού και σήµα φωτεινού πεδίου 

συνεστιακής µικροσκοπίας PF_40µΜ_1h (πρώτη σειρά), PF_20µΜ_30min (δεύτερη σειρά) και 

PFI_20µΜ_30min (τρίτη σειρά). 

Σε ποιοτικό επίπεδο, από την σύγκριση της έντασης του σήµατος στις εικόνες φθορισµού για 
χρόνους επώασης 2h και 1h µπορεί να συναχθεί ότι η διαδικασία πρόσληψης συνεχίζεται 
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πέραν της 1h. Με σκοπό την ελαχιστοποίηση του χρόνου επώασης και της συγκέντρωσης 
τροφοδοσίας, διατηρώντας παράλληλα ισχυρό σήµα φθορισµού, και οι δύο παράµετροι υπο-
διπλασιάστηκαν περαιτέρω. Οι κυστιδικές δοµές απεικονίζονται ευκρινώς στο πείραµα 
PF_20µΜ_30min (Εικόνα 6.5, δεύτερη σειρά). Οι δεδοµένες συνθήκες επιβλήθηκαν και για 
την περίπτωση του νανοϋβριδικού PFI (Εικόνα 6.5, τρίτη σειρά). Παρατηρήθηκε αφενός 
µικρή εξασθένηση του σήµατος φθορισµού η οποία όπως έχει συζητηθεί οφείλεται στην         
επίδραση της µαγνητικής φάσης και αφετέρου αναγνωρίστηκε ο σχηµατισµός 
συσσωµατωµάτων, τα οποία εµφανίζονται ως φωτεινά στίγµατα στην περιφέρεια των 
κυττάρων (κίτρινα βέλη). 
   Αφού επιβεβαιώθηκε η επιτυχής κυτταρική πρόσληψη, το επόµενο πειραµατικό 
στάδιο αφορούσε την µελέτη της συµπεριφοράς των συµπλεγµένων µε DOX νανοφορέων. Η 
στοιχειοµετρία των πειραµάτων εξήχθη µε βάση την συγκέντρωση της DOX και ορίστηκε 
στα 20 µΜ. Ενδεικτικά, αν υποτεθεί ότι σε αντιστοιχία µε τo PI η DOX ενθυλακώνεται 
ποσοτικά στο PFI, η αναλογία µεταξύ φέροντων µορίων DOX και υποκατεστηµένων θέσεων 
-COOH είναι ίση µε [DOX]:[-COOH] = 1.84. Αντίθετως δεν υπάρχουν ενδείξεις για την 
υιοθέτηση ανάλογης συλλογιστικής στην περίπτωση του PF. Στην Εικόνα 6.6 
παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της µελέτης µε συνεστιακή µικροσκοπία. Οι χρόνοι 
επώασης διατηρήθηκαν στα 30 min για τα δείγµατα PF και PFI, ενώ η ευκρινής απεικόνιση 
των κυττάρων για το PI κατέστη εφικτή επιβάλλοντας πολύ σύντοµους χρόνους επώασης (5 
min). Παρατηρήθηκε ότι: 
1. Tο σήµα φθορισµού από το πράσινο κανάλι (το οποίο οφείλεται αποκλειστικά στον 

νανοφορέα PF) παραµένει εντοπισµένο από το κυτταρόπλασµα, ενώ την ίδια στιγµή το 
σήµα φθορισµού από το κόκκινο κανάλι (το οποίο οφείλεται αποκλειστικά στην DOX) 
έχει διαχυθεί προς τον πυρήνα. Το κίτρινο χρώµα στο σύνθετο σήµα οφείλεται στην 
ταυτόχρονη εκποµπή πράσινου και κόκκινου σήµατος. Σηµειώνεται ότι το αφού το 
αιώρηµα τροφοδοσίας παρασκευάστηκε έπειτα από κατακρήµνιση του PF@DOX η 
περίπτωση σχηµατισµού φυσικού µίγµατος PF και ελεύθερης DOX έχει αποκλειστεί. 

2. Το ίδιο µοτίβο ακολουθείται και στην περίπτωση του PFI@DOX, ενώ παρατηρήθηκε 
αύξηση του αριθµού των συσσωµατωµάτων τα οποία τώρα έχουν την µορφή έντονα 
φωτεινών κηλίδων (κίτρινα βέλη). Η έντονη εκποµπή σήµατος από τα συσσωµατώµατα 
στο κόκκινο κανάλι (γαλάζια βέλη) συνάδει µε τις εως τώρα ποιοτικές παρατηρήσεις 
περί της ενθυλάκωσης της DOX σε µεγάλο ποσοστό. Eπιπλέον, υποδηλώνει ισχυρή 
πρόσδεση των µορίων DOX επάνω στα PFI@DOX για τις συνθήκες που επικρατούν 
στον εξωκυττάριο χώρο (37 °C, ορός PBS, pH = 7.4) καθώς σε αντίθετη περίπτωση θα 
είχε αποµακυνθεί µέσω των διαδοχικών εκπλύσεων του τριβλίου παρατήρησης µε PBS. 

3. Η παρατήρηση των κυττάρων που επωάστηκαν µε PI@DOX_20µΜ για 30min δεν 
κατέστη δυνατή διότι τα κύτταρα είχαν καταστραφεί και αποκολληθεί από το τριβλίο 
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παρατήρησης (Εικόνα Π6.1 στο Παράρτηµα του Κεφαλαίου). Όµοια συµπεριφορά έχει 
αναφερθεί επίσης για συναφές σύστηµα µε ενθυλακωµένη DOX [388]. Η επώαση για 5 
min επέφερε την κυτταρική πρόσληψη µεγάλου αριθµού νανοϋβριδικών PI@DOX. Στα 
εν λόγω υλικά δεν έχει πραγµατοποιηθεί φθορίζουσα επισήµανση, οπότε µπορεί 
ασφαλώς να συναχθεί αφενός ότι και σε αυτή την περίπτωση οι νανοφορείς εντοπίζονται 
αποκλειστικά στο κυτταρόπλασµα και αφετέρου ότι η DOX δεν διαχέεται στον πυρήνα 
έπειτα από παρέλευση 5 min. Λόγω της πλήρους ανάκτησης της DOX στα PΙ@DΟΧ, η 
πειραµατική συγκέντρωση των PI@DOX_20 µΜ εκπεφρασµένη ως προς τη µάζα του 
πολυµερούς αντιστοιχεί σε 0.077 mg.ml-1.  

Εικόνα 6.6 Από αριστερά προς τα δεξιά: Σήµα φθορισµού του πράσινου καναλιού, σύνθετο σήµα και 

σήµα φθορισµού του κόκκινου καναλιού συνεστιακής µικροσκοπίας PF@DOX_20µΜ_30min (πρώτη 

σειρά), PFI@DOX_20µΜ_30min (δεύτερη σειρά) και PI@DOX_20µΜ_5min (τρίτη σειρά). 

G142



6.3.2 Βιωσιµότητα Κυττάρων 

  Η δοκιµή MTT εφαρµόστηκε για τον χρωµατοµετρικό προσδιορισµό της 
κυτταρικής βιωσιµότητας. Συνοπτικά, η MTT αποτελεί οργανική ένωση η οποία υιοθετεί 
την δοµή τετραζόλης και χαρακτηρίζεται από κίτρινο χρώµα σε διάλυµα. Υπό την επίδραση 
της µιτοχονδριακής ρεδακτάσης (mitochondrial reductase), ενός ενζύµου µε αναγωγική 
δράση το οποίο είναι παραπροϊόν του κυτταρικού µεταβολισµού, ανάγεται και 
µετασχηµατίζεται σε φορµαζάνη µε χαρακτηριστικό µωβ χρώµα. H τιµή της απορρόφησης 
στα 470 nm συσχετίζεται µε τον ζωντανό κυτταρικό πληθυσµό. Με Η2Ο συµβολίζονται τα 
πειράµατα ελέγχου όπου προστέθηκαν ίσοι όγκοι δις απεσταγµένου νερού µε αυτούς οι 
οποίοι προστέθηκαν στα πειράµατα µε τις νανοπηκτές. Σε αντιστοιχία µε τα πειράµα 
κυτταρικής απεικόνισης οι συγκεντρώσεις εκφράστηκαν ως προς τις υποκατεστηµένες µε -
FL θέσεις για τα δείγµατα PF και PFI και ως προς την DOX για τα δείγµατα PF@DOX και 
PFI@DOX. Τα αποτελέσµατα παρατίθενται στα Σχήµατα 6.2 και 6.3. 
 

Σχήµα 6.2 Ποσοστό βιωσιµότητας κυττάρων HeLa για επώαση 48h µε διαφορετικές συγκεντρώσεις PF 

και PFI. Απεσταγµένο Η2Ο χρησιµοποιήθηκε για το πείραµα ελέγχου. 

  Τα πειράµατα όπου χρησιµοποιήθηκαν τα δείγµατα PF και PFI αποκάλυψαν 
εξαιρετική κυτταρική βιωσιµότητα, πάνω από 85% σε όλες τις περιπτώσεις, για  
συγκέντρωση µέχρι και 100 µΜ (0.713 mg.ml-1 πολυµερούς). Τα αποτελέσµατα             
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Σχήµα 6.3 Ποσοστό βιωσιµότητας κυττάρων HeLa για επώαση 48h µε διαφορετικές συγκεντρώσεις 

DOX, PF@DOX και PFI@DOX. 

καταδεικνύουν την καταλληλότητα των νανοφορέων για βιολογική χρήση. Στην υψηλότερη 
πειραµατική συγκέντρωση των 200 uM παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση της βιωσιµότητας 
πιθανότατα, λόγω της υπερβολικής συσσώρευσης νανοπηκτών στο εσωτερικό των 
κυττάρων. Η επιβολή τόσο υψηλών συγκεντρώσεις δεν αποτελεί ρεαλιστικό σενάριο για  
εφαρµογές in vivo, παρά ταύτα µέσω της δοκιµής αποδεικνύεται η εύκολη πρόσληψη των 
νανοφορέων από τα κύτταρα HeLa. Στα πειράµατα όπου οι νανοφορείς ήταν συµπλεγµένοι 
µε DOX, επεδείχθη συµπεριφορά αντίστροφη της αναµενόµενης: ενώ η κυτταρική 
βιωσιµότητα βρέθηκε πολύ χαµηλή για συγκέντρωση DOX 25 µΜ παρουσίασε συνολικά 
αύξηση για τις επόµενες πειραµατικές τιµες. Όπως θα καταστεί σαφές στην συζήτηση που 
ακολουθεί, η µείωση της κυτταροτοξικότητας δεν σχετίζεται µε την αποτελεσµατικότητα 
του συστήµατος αυτού καθ’αυτού, αλλά µε την κολλοειδή σταθερότητα στις συνθήκες 
διεξαγωγής του πειράµατος.  

6.3.3 Αποδέσµευση DOX 

   Σκοπός της ποιοτικής µελέτης της αποδέσµευσης υπήρξε η διακρίβωση των 
συνθηκών κάτω από τις οποίες η DOX αποβάλλεται από τους νανοφορείς. Τα πειράµατα 
διεξήχθησαν σε τιµές pH = 7 και pH = 5, ενώ η θερµοκρασία κρατήθηκε σταθερή στους 37 
°C για την προσοµοίωση φυσιολογικών συνθηκών. Οι συγκεντρώσεις των αιωρηµάτων 
αποδέσµευσης ως προς την DOX προσδιορίστηκαν φασµατοφωτοµετρικά µέσω της 
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µέτρησης της απορρόφησης στα 550 nm. Με αυτό τον τρόπο παρακάµφθηκε το πρόβληµα 
της κοινής απορρόφησης των φθορίζοντων νανοπηκτών και της DOX [389] σε χαµηλότερα 
µήκη κύµατος. O ποιοτικός προσδιορισµός πραγµατοποιήθηκε µέσω της σύγκρισης των 
φασµάτων απορρόφησης του αιωρήµατος στο εσωτερικό της µεµβράνης αµέσως πριν από 
την τοποθέτηση και έπειτα από 24 h, καθώς και του διαλύµατος αποδέσµευσης. Σε όλα τα 
δείγµατα η αποδέσµευση της DOX σε pH=7 βρέθηκε αµελητέα. Από την άλλη πλευρά, οι 
νανοφορείς PF@DOX και PI@DOX σχηµάτισαν συσσωµατώµατα και κατακρηµνίστηκαν 
µέσα στην µεµβράνη διαπίδησης στα πειράµατα σε pH=5, καθιστώντας αδύνατη την 
εξαγωγή συµπεράσµατος σχετικά µε την δυνατότητα αποδέσµευσης σε ελαφρά όξινες 
συνθήκες. Εντούτοις, η επιτυχηµένη αποδέσµευση της DOX σε pH=5 πραγµατοποιήθηκε 
για το δείγµα PFI@DOX (Εικόνα 6.8). 

Εικόνα 6.8 Αποδέσµευση DOX από τον νανοφορέα PFI@DOX σε pH=5. Όψη του αντιδραστήρα κατά 

την έναρξη του πειράµατος (αριστερά) και έπειτα από 24 h (δεξιά). Είναι εµφανής ο αποχρωµατισµός 

του αιωρήµατος και ο χρωµατισµός του διαλύµατος αποδέσµευσης. 

  Η αντίθεση µεταξύ των φασµάτων UV-Vis για τα πειράµατα σε pH=7 και pH=5 
είναι καταφανής (Σχήµατα 6.4 και 6.5). Για λόγους ευκρίνειας, στο γράφηµα για pH=7 δεν 
παρατίθεται το φάσµα του αιωρήµατος έπειτα από την παρέλευση 24 h, καθώς πρακτικά 
ταυτίστηκε µε το αρχικό (βλ. Εικόνα Π6.2 στο Παράρτηµα Κεφαλαίου). Τα φάσµατα 
λήφθηκαν έπειτα από 1:10 αραίωση των αντίστοιχων αιωρηµάτων µέσα στην µεµβράνη 
διαπίδισης. Η παρατηρούµενη κορυφή στα ~595 nm στο φάσµα του PFI@DOX (βλ. βέλη 
στο Σχήµα 6.9) είναι χαρακτηριστική του σχηµατισµού συµπλόκου µεταξύ της DOX και του 
νανοϋβριδικού υποστρώµατος. Η κορυφή απουσιάζει τόσο από το φάσµα της DOX (βλ. 
Σχήµα Π6.1 στο Παράρτηµα του Κεφαλαίου) όσο και από το φάσµα του PFI (βλ. Σχήµα 
5.18 στο Κεφάλαιο 5). Οι ηλεκτροστατικές αλληληλεπιδράσεις της χρωµoφόρας DOX µε 
φορτισµένες οµάδες των PFI, η επίδραση της ανόργανης µαγνητικής φάσης ή 
αλληλεπιδράσεις µε τα κατάλοιπα της FL συγκαταλέγονται στις πιθανές αιτίες ανάδυσης της 
κορυφής. Η κατάσταση διαφοροποιείται δραστικά για pΗ=5 όπου αφενός παρατηρείται η 
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Σχήµα 6.4 Φάσµατα UV-Vis αιωρήµατος PFI@DOX πριν την έναρξη του πειράµατος, διάλυµατος 

αποδέσµευσης DOX έπειτα από 24h και πρόδροµoυ αιωρηµατος PFI σε pH = 7. 
 

Σχήµα 6.5 Φάσµατα UV-Vis αιωρήµατος PFI@DOX πριν την έναρξη του πειράµατος και αιωρήµατος 

PFI@DOX - διάλυµατος αποδέσµευσης µετά από 24h. 
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εξάλειψη της κορυφής στο PFI@DOX έπειτα από 24 h σε pH=5 και αφετέρου το διάλυµα 
αποδέσµευσης εµφανίζει το χαρακτηριστικό φάσµα απορρόφησης της DOX (βλ. βέλη στο 
Σχήµα 6.5). Η εικόνα του αντιδραστήρα, όπου η αποδέσµευση της DOX είναι εµφανής δια 
γυµνού οφθαλµού, παρουσιάζεται στην Εικόνα 6.8. 

6.4 Συζήτηση 

  Στις αρχικές κατευθυντήριες για την ανάπτυξη ενός νανοφορέα περιλαµβάνονται η 
δυνατότητα ενεργητικής πρόσδωσης της ενεργής ουσίας και η αποφυγή της πρώιµης 
αποδέσµευσης, ενώ σε επόµενο επίπεδο ζητούµενο είναι η στοχευµένη κυτταρική 
πρόσληψη. Αναφορικά, η in vivo βιοκατανοµή των νανοφορέων εξαρτάται από παράγοντες 
όπως το µέγεθος, το σχήµα (σφαιρικό, κυβικό ή επιµήκες ) και το επιφανειακό φορτίο [372]. 
Αν τελικά ο νανοφορέας φτάσει στον κυτταρικό στόχο, το είδος του µηχανισµού 
ενδοκυττάρωσης καθορίζει επίσης και την µετέπειτα συσσώρευση στα κυτταρικά 
διαµερίσµατα [256]. Οι διαθέσιµοι µηχανισµοί ενδοκυττάρωσης περιγράφονται µε σαφήνεια 
σε επισκοπήσεις ειδικότερου ενδιαφέροντος [256, 392]. Ο πιθανότερος µηχανισµός 
ενδοκυττάρωσης για τα εξεταζόµενα δείγµατα της παρούσης διατριβής ακολουθεί την 
ατραπό της κλαθρίνης (clathrin mediated endocytosis). Αυτή η υπόθεση βασίζεται στα 
χαρακτηριστικά των φορέων (100 nm < DH < 200 nm, αρνητικό επιφανειακό φορτίο και 
σφαιρικό σχήµα) και σε διαθέσιµα βιβλιογραφικά δεδοµένα [393]. H οµάδα της Landfester 
[394] µελέτησε την πρόσληψη φθορίζοντων ανιοντικών κολλοειδών PS από κύτταρα ΗeLa. 
Oι παρατιθέµενες εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας στην εργασία εµφανίζουν σηµαντικές 
οµοιότητες µε τις Εικόνες 6.3 και 6.4. Oι ερευνητές απέδωσαν την παρουσία των φωτεινών 
κηλίδων σε πλειάδες κολλοειδών PS στα ενδοσώµατα ενώ το διάχυτο φωτεινό υπόβαθρο 
περιµετρικά του πυρήνα στην µερική διαφυγή σωµατιδίων από τα εν λόγω κυτταρικά 
διαµερίσµατα. Στην ίδια εργασία, εφαρµόστηκε κρυογενική ηλεκτρονιακή µικροσκοπία 
διαπερατότητας (cryo TEM) σε λεπτές τοµές των κυττάρων HeLa (πάχος ~80 nm). Η χρώση 
µε όσµιο βοήθησε στην οπτικοποίηση της συγκέντρωσης των κολλοειδών PS στα 
ενδοσώµατα. Ο εντοπισµός φθορίζοντων ανιοντικών πολυµερικών νανοσωµατιδίων 
πολυ(λακτικού-co-γαλακτικού οξέος) (PLGA) στα ενδοσώµατα κυττάρων HeLa έχει 
αποδειχθεί µέσω της χωρικής σύµπτωσης του σήµατος µε την χρωστική LysoTracker, η 
οποία χαρακτηρίζεται από επιλεκτική ενδοσωµική συγκέντρωση [395]. Επίσης, ταύτιση µε 
τα παραπάνω ευρήµατα έχει αναφερθεί και στην περίπτωση ενδοκυττάρωσης γραµµικών 
φθορίζοντων πολυµερών µε βάση το PNiPAm, όπου ο σχηµατισµός των νανοδοµών 
πραγµατοποιήθηκε µέσω της µεταβολής του pH στον άµεσο εξωκυττάριο χώρο [396]. 
  Η αλληλουχία των διεργασιών µέσα στο κύτταρο µετά την πρόσληψη µέσω της 
ατραπού της κλαθρίνης συνίσταται στον σχηµατισµό κυστιδίων µέσα στα οποία 
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εγκολπώνονται οι νανοφορείς, στην σύντηξη των κυστιδίων και στον σχηµατισµό των 
πρώιµων ενδοσωµάτων, την µετατροπή τους σε όψιµα ενδοσώµατα και τελικά την 
συγχώνευση µε τα λυσοσώµατα [397]. Κάθε µία από τις προαναφερθείσες µεταβολές 
συνοδεύεται από την µείωση του pH στο άµεσο µικροπεριβάλλον των νανοφορέων, ενώ 
τελικώς στα λυσοσώµατα το pH λαµβάνει τιµές µεταξύ 4.5 - 5. Σε αυτές τις συνθήκες 
επιτελείται η ενδοκυττάρια αποδέσµευση της DOX και στους τρεις εξεταζόµενους τύπους 
νανοφορέων. Στην περίπτωση των PF@DOX, ο µηχανισµός αποδέσµευσης της DOX 
βασίζεται στην ταυτόχρονη ηλεκτροστατική αποσύµπλεξη των ενθυλακωµένων µορίων 
DOX από τις καρβοξυλικές θέσεις ενώ δεν µπορεί να αποκλειστεί η συνεργιστική 
αποµάκρυνση εξαιτίας της συρρίκνωσης των νανοφορέων στην θερµοκρασία του 
πειράµατος. Από την άλλη πλευρά, η ανόργανη µαγνητική φάση των ΝΣΟΣ επιτελεί 
σηµαντικό ρόλο στην ενθυλάκωση της DOX όπως αποδείχθηκε για τα δείγµατα PI@DOX. 
Κρίνεται αναγκαίο να υπογραµµιστεί ότι αν και ακολουθήθηκε η ίδια σύνθετική πορεία in 
situ εναπόθεσης ΝΣΟΣ στις νανοπηκτές PNS σε ονοµαστικό ποσοστό 6% κ.β., τα 
νανοϋβριδικά PI δεν υπέστησαν την ίδια επεξεργασία µε τα οµόλογα PFΙ. Συγκεκριµένα, 
έπειτα από την ελάττωση της ιοντικής ισχύος µε διαπίδιση και την επαναδιασπορά µε 
σύντοµη τοποθέτηση σε λουτρό υπερήχων (βλ. Πειραµατικό Μέρος Κεφαλαίου 5) δεν 
ακολούθησε επικάλυψη µε τασιενεργό PSS. Τόσο τα PI όσο και τα PI@DOX εµφάνισαν 
άριστη κολλοειδή σταθερότητα σε pH = 7 και στο θερµοκρασιακό εύρος ενδιαφέροντος (25 
- 45 °C), όπως επιβεβαιώθηκε µε µετρήσεις DLS. Το πρωτόκολο επεξεργασίας παραλάχθηκε 
oύτως ώστε να εξαλειφθεί η ηλεκτροστατική συνεισφορά του αρνητικά φορτισµένου 
επιφανειακού στρώµατος στην ενθυλάκωση της DOX και να µελετηθεί αµιγώς ο ρόλος των 
ΝΣΟΣ στον µηχανισµό ενθυλάκωσης. Μία πιθανή ερµηνεία για την ποσοτική ενθυλάκωση 
της DOX στα PI αποτελεί η συναρµογή (complexation) του µορίου στην επιφάνεια των 
ΝΣΟΣ. Πράγµατι, η µελέτη προσρόφησης του δοµικά παρεµφερούς µε την DOX µορίου της 
οξυτετρακυκλίνης, ενός αντιβιωτικού ευρέος φάσµατος, στην επιφάνεια α-Fe2O3 αιµατίτη 
απέδειξε ότι η διεργασία ελέγχεται από τον σχηµατισµό συµπλόκου συναρµογής [398]. 
Επιπλέον, η ποσοτική ενθυλάκωση της µιτοξανδρόνης, αντικαρκινικής ουσίας της 
οικογένειας των ανθρακυκλινών, έχει αναφερθεί για νανοϋβριδικές µικροπηκτές P(NiPAm-
co-SA)@Fe3O4, έναντι ποσοστού 65% απουσία της κεραµικής νανοφάσης [218]. Συνεπώς, 
για τα συστήµατα PF@DOX και PI@DOX µπορεί να συναχθεί ότι: 
1. Εµφανίζουν κολλοειδή σταθερότητα σε pH=7, γεγονός το οποίο πιστοποιείται από 

µετρήσεις DLS και από τον υψηλό βαθµό κυτταρικής πρόσληψης. 
2. Η DOX δεν αποδεσµεύεται πριν από την κυτταρική πρόσληψη και την έκθεση στις 

όξινες συνθήκες των λυσοσωµάτων. 
3. Η συµπεριφορά που επεδείχθη στα πειράµατα κυτταρικής πρόσληψης δεν κατέστη 

δυνατό να αναπαραχθούν στα πειράµατα αποδέσµευσης. 
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Η τελευταία παρατήρηση σχετίζεται µε περιορισµούς της πειραµατικής διάταξης που 
χρησιµοποιήθηκε: µέσα στην µεµβράνη διαπίδισης και τα δύο υλικά εκτέθηκαν σε ελαφρά 
όξινες συνθήκες (pH=5) σε θερµοκρασία περί της VPTT. Στους νανοφορείς PF@DOX, η 
ηλεκτροστατική σύµπλεξη της DOX προκαλεί την εξάλειψη της ηλεκτροστατικής 
σταθεροποίησης, σε ένα υλικό (PF) όπου ήδη το 25% των επιφανειακών θέσεων έχει 
υποκατασταθεί από τα υδρόφοβα κατάλοιπα της χρωµοφόρας FL. Oµοίως, στο δείγµα  
PI@DOX, η µείωση του pH επιφέρει την ελάττωση του µέτρου των ηλεκτροστατικών 
απώσεων. Μέσω µετρήσεων ηλεκτροφορετικής σκέδασης φωτός το δυναµικό-ζ βρέθηκε 
περί τα -12 mV σε pH~7, ενώ αντιστοίχως σε pH~5 βρέθηκε ότι η επιφάνεια προσεγγίζει το 
ισοηλεκτρικό σηµείο. Ως εκ τουτου, οι υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις κυριάρχησαν στην 
θερµοκρασία διεξαγωγής των πειραµάτων αποδέσµευσης (pH=5, T=37 °C) επιφέροντας την 
θρόµβωση των PI@DOX. Στον σχηµατισµό θρόµβων συµβάλλει επιπρόσθετα η µόνιµη 
µαγνητική διπολική ροπή που αποκτούν τα πρωτογενή συσσωµατώµατα µε αποτέλεσµα την 
προαγωγή των ελκτικών µαγνητικών αλληλεπιδράσεων. Κρίσιµος παράγοντας για την 
δηµιουργία θρόµβων στην φασµατοσκοπική µελέτη αποτελούν επίσης και οι πολύ 
µεγαλύτερες πειραµατικές συγκεντρώσεις σε σχέση µε την µελέτη κυτταρικής πρόσληψης 
νανοφορέων. Τα παραπάνω εµπόδια θα µπορούσαν να αντιµετωπιστούν µε την προσθήκη 
PSS ύστερα από την διαδικασία ενθυλάκωσης της DOX και ανάκτησης µε 
υπερφυγοκέντριση.  
  Απεναντίας, η εκτεταµένη κολλοειδής σταθερότητα του PFI@DOX σε Τ=37 °C 
και pH=5 επέτρεψε την προσοµοίωση των συνθηκών στα λυσοσώµατα και την 
φασµατοσκοπική αποτύπωση της αποδέσµευσης. H ελεγχόµενη από το pH απελευθέρωση 
της DOX έχει παρατηρηθεί σε πλειάδα συστηµάτων, ενώ ο µηχανισµός της ενδοκυτταρικής 
αποδέσµευσης έχει επίσης περιγραφεί για pH αποκρίσιµα πολυµερή [399] και συναφή 
νανοϋβριδικά υλικά µε βάση το PNiPAm [400]. Είναι επίσης αξιοπρόσεκτο ότι η 
ενθυλάκωση DOX σε νανοϋβριδικό σύστηµα µε µαγνητικό πυρήνα ΝΣΟΣ και πολυµερικό 
κέλυφος PEG έχει αναφερθεί ότι επιφέρει την σµίκρυνση καρκινικών όγκων σε πειράµατα in 
vivo χωρίς την περαιτέρω τροποποίηση της επιφάνειας µε παράγοντες στόχευσης όπως 
µονοκλωνικά αντισώµατα ή πεπτίδια [401]. 

6.5 Συµπεράσµατα 

  Τα φθορίζοντα (PF) και φθορίζοντα νανοϋβριδικά (PFI) υλικά επέδειξαν άριστη 
βιοσυµβατότητα και δυνατότητα υψηλού βαθµού κυτταρικής πρόσληψης. Το αντικαρκινικό 
φάρµακο δοξορουβικίνη ενθυλακώθηκε επιτυχώς στα παραπάνω υλικά. Ο προσδιορισµός 
του ποσοστού ενθυλάκωσης δεν κατέστη δυνατόν να εξακριβωθεί εξαιτίας πειραµατικών 
περιορισµών και αποτελεί αντικείµενο µελλοντικής εργασίας. Αντιθέτως, η ποσοτική 
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ενθυλάκωσης της DOX επιβεβαιώθηκε για το νανοϋβριδικό υλικό PI. Η µελέτη της 
κυτταρικής πρόσληψης των συµπλόκων PF@DOX, PFI@DOX και PI@DOX µε 
συνεστιακή µικροσκοπία φθορισµού µε laser καταδεικνύει ότι η απελευθέρωση του 
φαρµάκου πραγµατοποιείται εντός του κυττάρου, ενώ δεν παρατηρείται απελευθέρωση στον 
εξωκυττάριο χώρο. Τα ευρήµατα των πειραµάτων κυτταρικής πρόσληψης επιβεβαιώθηκαν 
από την φασµατοσκοπική µελέτη της αποδέσµευσης για το υλικό PFI@DOX, το οποίο 
επέδειξε παρατεταµένη κολλοειδή σταθερότητα. Η αποδέσµευση ήταν αµελητέα σε 
φυσιολογικές συνθήκες, ενώ αντίθετα σηµαντική διάχυση φαρµάκου παρατηρήθηκε  σε 
ελαφρά όξινες συνθήκες (37 °C, pH=7.4), προσοµοιώνοντας µε αυτό τον τρόπο το 
µικροπεριβάλλον των ενδοσωµάτων. Το in-vivo θεραπευτικό αποτέλεσµα των νανοφορέων 
αποτελεί αντικείµενο µελέτης µελλοντικά. 
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Κεφάλαιο 7 

Γενικά Συµπεράσµατα - Προτάσεις για Μελλοντική Έρευνα 

  Στην παρούσα διατριβή ακολουθήθηκε µία διαδικασία ανάπτυξης για την 
παρασκευή ενός νανοϋβριδικού υλικού για βιοϊαρικές εφαρµογές ενθυλάκωσης και 
ελεγχόµενης αποδέσµευσης. Η προετοιµασία του υλικού πραγµατοποιήθηκε σε τρία 
επιµέρους στάδια. Στο πρώτο στάδιο, υλοποιήθηκε ένα καινοτόµο συνθετικό πρωτόκολο 
παρασκευής µικροπηκτών µε βάση το πολυ(Ν-ισοπροπυλακρυλαµίδιο). Η προσθήκη του 
ακρυλικού νατρίου ως ιοντικό συµµονοµερές σε χρόνους µετά την έναρξη της αντίδρασης 
πολυµερισµού, διαδραµάτισε καθοριστικό ρόλο στις τελικές φυσικοχηµικές ιδιότητες των 
µικροπηκτών. Η αναπαραγωγή αποτελεσµάτων τα οποία εως τώρα ήταν βιβλιογραφικά 
διαθέσιµα µόνο µέσω της προσθήκης τασιενεργής ένωσης στο µίγµα της αντίδρασης, 
οδήγησε στην υιοθέτηση ενός µηχανισµού συνθετικού ελέγχου. Σύµφωνα µε τον µηχανισµό, 
ο αµφιφιλικός χαρακτήρας των αναπτυσσόµενων αλυσίδων στην επιφάνεια των 
µικροπηκτών προκαλεί την σταθεροποίηση του µεγέθους και τον οµοιογενή σχηµατισµό των 
δευτερογενών πυρήνων κατά την διεξαγωγή του πολυµερισµού. Το αποτέλεσµα είναι η 
επιτυχής ρύθµιση παραµέτρων όπως το µεγέθος, η µορφολογία, η θερµοκρασία µετάπτωσης 
και η πολυδιασπορά των µικροπηκτών ελέγχοντας τον χρόνο εισαγωγής του ακρυλικού 
νατρίου στην αντίδραση πολυµερισµού. Τα χρονικά όρια για δύο πειραµατικές σειρές µε 
διαφορετικές συγκεντρώσεις οδηγούν στο συµπέρασµα ότι η µείωση των διαστάσεων 
επιτυγχάνεται σε µικρότερους χρόνους εισαγωγής, όσο η συγκέντρωση αυξάνεται. Η 
οικουµενικότητα του µηχανισµού συνθετικού ελέγχου µπορεί µελλοντικά να εκτιµηθεί µέσω 
του συµπολυµερισµού της εξουδετερωµένης µορφής διαθέσιµων όξινων µονοµερών (π.χ. 
µεθακρυλικό νάτριο, φουµαρικό νατριο) ή µονοµερών µε φέρουσες οµάδες τεταρτοταγούς 
αµίνης (π.χ. χλωρίδιο του µεθακρυλικού διµεθυλάµινο εστέρα).  
   Στο δεύτερο στάδιο της ανάπτυξης, το δείγµα µε αριστοποιηµένες ιδιότητες  
(DH, VPTT και επιφανειακή δραστικότητα) εξυπηρέτησε περαιτέρω ως η βάση για την 
ανάπτυξη ενός τριπλά λειτουργικού θερµοαποκρίσιµου/φθορίζοντος/µαγνητικού 
νανοϋβριδικού υλικού. Οι υδροδυναµικές διαστάσεις διατηρήθηκαν κοντά στην τιµή-στόχο, 
ενώ παράλληλα επιτεύχθηκε η σηµαντική αύξηση της VPTT, η πρόσδωση υπερµαγνητικών 
ιδιοτήτων και ικανοποιητικής έντασης φθορισµού. Παρά την επιτυχή σύνθεση του 
φθορίζοντος λειτουργικού συµµονοµερούς του Ο-µεθακρυλικού εστέρα της φθορεσίνης, δεν 
κατέστη εφικτός ο συµπολυµερισµός για την παρασκευή µικροπηκτών µε βάση το PNiPAm, 
αποδίδοντας την αστοχία σε πιθανή υδρόλυση του µορίου. Το ζήτηµα χρήζει περαιτέρω 
πειραµατικής διερεύνησης διότι βρίσκεται σε ανακολουθία µε αποτελέσµατα της 
βιβλιογραφίας. Για την παράκαµψη του προβλήµατος, συντέθηκε παράγωγο της φθορεσίνης 
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µε άµινο δραστικές θέσεις το οποίο προσδέθηκε οµοιοπολικά στην επιφάνεια των 
αριστοποιηµένων µικροπηκτών µε εφαρµογή χηµείας καρβοδιιµιδίων. Οι θερµοαποκρίσιµες/
φθορίζουσες µικροπηκτές επέδειξαν διττά θερµική/οπτική αντιστρεπτή αποκρισιµότητα όταν 
βρίσκονταν διάσπαρτες σε ισχυρά όξινο περιβάλλον. Η συµπεριφορά αυτού του τύπου είναι 
ιδιαίτερα ελκυστική για πιθανές εφαρµογές νανοαισθητήρων. Η πραγµατοποίηση της in situ 
εναπόθεσης µαγνητικών νανοσωµατιδίων οξειδίου του σιδήρου απέφερε το τελικό 
πολυλειτουργικό νανοϋβριδικό. Αντίστοιχες µετρήσεις µεταβολής της έντασης φθορισµού 
συναρτήσει της θερµοκρασίας έδειξαν ότι το υλικό αποκρίνεται οπτικά σε ουδέτερο pH: ενώ 
στην πρώτη περίπτωση το οπτικό ερέθισµα αποδόθηκε σε αλλαγές της µικροπολικότητας, 
στην δέυτερη περίπτωση συσχετίστηκε µε την εγγύτητα των χρωµοφόρων-υποκαταστατών 
µε την ανόργανη νανοφάση. Η εκµετάλευση αυτής της ιδιότητας για την κατασκευή 
νανοσκοπικών οπτικών αισθητήρων θερµοκρασίας αποτελεί πρόκληση για µελλοντική 
έρευνα. 
  Στο τρίτο στάδιο τα πολυλειτουργικά κολλοειδή µελετήθηκαν ως προς την 
δυνατότητα ενσωµάτωσης σε βιολογικές εφαρµογές και σε συµφωνία µε δεδοµένα από την 
βιβλιογραφία επέδειξαν άριστη βιολογική ανοχή. Η παρουσία της ανόργανης µαγνητικής 
νανοφάσης συνεπικουρεί στην επίτευξη υψηλού ποσοστού φόρτωσης δοξορουβικίνης. Αν 
και ο ακριβής µηχανισµός συναρµογής παραµένει αντικείµενο µελλοντικής διερεύνησης 
αποδείχθηκε ότι πρόκειται για ανεξάρτητη διεργασία από την ηλεκτροστατική σύµπλεξη µε 
τους νανοφορείς, επιτελώντας πειράµατα ελέγχου µε θερµοαποκρίσιµας/µαγνητικά 
κολλοειδή τα οποία δεν επικαλύφθηκαν µε ανιοντικό τασιενεργό. Στίς άµεσες προτάσεις για 
µελλοντική έρευνα συµπεριλαµβάνονται η ακριβής προσδιορισµός του ποσοστού 
ενθυλάκωσης και η µελέτη της κινητικής της αποδέσµευσης. Μεταγενέστερα, τα δείγµατα 
αναµένεται να αξιοποιηθούν σε πειράµατα in vivo. 
    Μία ενδιαφέρουσα πτυχή της εργασίας η οποία θα εξεταστεί µελλοντικά, 
αφορά την µελέτη των υλικών µε ηλεκτρονιακή µικροσκοπία για την προσδιορισµό του 
µεγέθους και της κατανοµής µεγεθών των ανόργανων µαγνητικών νανοσωµατιδίων. Επίσης, 
η αντίστροφη πορεία σύνθεσης του συστήµατος (µαγνητικός πυρήνας και θερµοαποκρίσιµο 
κέλυφος µε δραστικές οµάδες) θα µπορούσε να εξεταστεί για την εξαγωγή συµπερασµάτων 
σχετικά µε την επίδραση της µορφολογίας επάνω στην αλληλεπίδραση φαρµάκου-
νανοφορέα. Στα πλαίσια της ενδεχόµενης in vivo εφαρµογής, η οµοιοπολική σύξευξη 
οµάδων στόχευσης (π.χ. πεπτίδιο RGD) θα µπορούσε να συµβάλλει στην καλύτερη 
θεραπευτική προοπτική, όπως επίσης και η επιφανειακή τροποποίηση µε παράγωγα της 
πολυαιθυλαινογλυκόλης για την παράταση της συστηµικής κυκλοφορίας. Τέλος, τόσο σε 
θεµελιακό επίπεδο όσο και για βιοϊατρικές εφαρµογές, η εξέταση συστηµάτων 
βιοπολυµερικής βάσης (π.χ. πολυσακχαρίτες) τα οποία θα προσιδιάζουν τις ιδιότητες των 
συνθετικών µικροπηκτών αποτελεί µία ελπιδοφόρα ερευνητική προοπτική 
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Παραρτήµατα 

Παράρτηµα Κεφαλαίου 3 
 

Σχήµα Π3.1 Προσoµοίωση πειραµατικών δεδοµένων DLS: Μεταβολή της σκεδαζόµενη ακτινοβολίας 

I(t) vs t (επάνω). Κανονικοποιηµένης συνάρτησης αυτοσυσχέτισης g2(τ) vs τ σε γραµµική (κάτω 

αριστερά) και ηµιλογαριθµική κλίµακα (κάτω δεξιά). 

Μαθηµατική Ανάλυση για την Εξαγωγή της Τελικής Μορφής της Συνάρτησης 
Αυτοσυσχέτισης 

Το πρόβληµα µετατίθεται στην εύρεση µίας αναλυτικής έκφρασης για την κατανοµή των 
ρυθµών εκθετικής απόσβεσης G(Γ). Παρατηρείται ότι η µορφή της g1(τ) είναι ταυτοτικά ίση 
µε την ροπογεννήτρια συνάρτηση της κατανοµής G(Γ), M(-τ, Γ). Η m-οστή ροπή της 
κατανοµής, mm(Γ) δίνεται από την m-οστή παράγωγο της M(-τ, Γ) για τ = 0.  
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Η γεννήτρια συνάρτηση της αθροιστικής κατανοµής Κ(-τ, Γ) αποτελεί τον φυσικό λογάριθµο 
της ροπογεννήτριας συνάρτησης M(-τ, Γ), δηλαδή ισχύει ότι: 

Ο m-οστός συντελεστής της αθροιστικής κατανοµής δίνεται από την m-οστή παράγωγο της 
Κ(-τ, Γ) για τ = 0. 

H αναπαράσταση ως προς την Κ(−τ,Γ) είναι προτιµότερη αξιοποιώντας το γεγονός ότι, 
εκτός από την πρώτη τιµή κ1 (Γ), κάθε m-οστή τιµή του συντελεστή της αθροιστική 
κατανοµής, κm, παραµένει αµετάβλητη σε αλλαγή των συντεταγµένων. Εποµένως οι 
συντελεστές κm µπορούν να εκφραστούν ως ροπές γύρω από την µέση τιµή ως εξής: 

Η κεντρική ιδέα για την ανάλυση των δεδοµένων δυναµικής σκέδασης βασίζεται στο 
γεγονός ότι η τιµή του κm αντιστoιχεί στην τιµή του m-οστού συντελεστή της ποσότητας
G   στο ανάπτυγµα Taylor της Κ(-τ, Γ) γύρω από το τ = 0, ισχύει δηλαδή ότι: 

ενώ µέσω της σχέσης Siegert η προηγούµενη έκφραση µετατρέπεται στην 

  
Συµπηρωµατικά Στοιχεία Θεωρίας για την Τεχνική της Ανάλυσης Φάσης 
Σκεδαζόµενης Ακτινοβολίας (Phase Analysis Light Scattering, PALS) 

Το µέτρο της ολίσθησης φάσης εξαιτίας του φαινοµένου Doppler είναι ευθέως ανάλογο της 
συνιστώσας της ταχύτητας των σωµατιδίων στην κατεύθυνση του διανύσµατος σκεδασης 
και δίνεται από την σχέση: 

Γ

(−τ )m /m!
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δν = [(2nup)/λ] sin(θ/2) cosφ = (nupq)/2π cosφ   (1) 

όπου n, ο δείκτης διάθλασης του µέσου διασποράς, up, η ταχύτητα των σωµατιδίων, λ, το 
µήκος κύµατος της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, θ, η γωνία σκέδασης και φ, η γωνία 
µεταξύ της κατεύθυνσης του πεδίου και του διανύσµατος σκέδασης q [238]. Για τον 
υπολογισµό του δν, το οποίο ακόµα και για ένα ισχυρά φορτισµένο σωµατίδιο κινούµενο 
µέσα σε υψηλό ηλεκτρικό πεδίο είναι µόλις της τάξης µεγέθους των 10 Hz, η σκεδάζουσα 
δέσµη υπερτίθεται µαζί µε µία δέσµη αναφοράς. Εξαιτίας της οπτικής µίξης των δύο 
δεσµών, το φωτόρευµα που καταγράφεται στον ανιχνευτή έχει µία AC (alternative current) 
συνιστώσα µε συχνότητα ίση µε την συχνότητα διακροτήµατος. Υπενθυµίζεται ότι όταν δύο 
αρµονικές κυµατοµορφές παραπλήσιας συχνότητας "αναµειγνύονται" παράγεται σήµα 
αυξοµειούµενης έντασης µε συχνότητα ίση µε την διαφορά των δύο αρχικών συχνοτήτων 
(συχνότητα διακρότηµατος). Άρα το καταγραφόµενο σήµα πέραν της DC συνιστώσας 
ανάλογης της σκεδαζόµενης έντασης περιέχει και εναλλασόµενη συνιστώσα ίση µε το δν και 
µέσω της σχέσης (1) υπολογίζεται η ταχύτητα των σωµατιδίων.  
 Τα σωµατίδια συνεχίζουν να εκτελούν διαχυτική κίνηση ταυτόχρονα µε την 
προσανατολισµένη µεταφορική παρουσία ηλεκτρικού πεδίου και σε σύνδεση µε την 
κλασσική θεωρία της δυναµικής σκέδασης φωτός, αυτή η συµβολή προκαλεί επίσης 
ολίσθηση συχνότητας ανάλογη µε το FWHM της λορεντζιανής κατανοµής συχνοτήτων. 
Καθώς το δν λόγω µεταφορικής κίνησης είναι ευθέως ανάλογο του q ενώ η αντίστοιχη 
ολίσθηση συχνότητας λόγω της διαχυτικής κίνησης ευθέως ανάλογη του q2, επιλέγονται 
µικρές γωνίες ανίχνευσης ούτως ώστε να µειωθεί η συνεισφορά της κίνησης Brown στο 
σήµα του ηλεκτροφορετικού πειράµατος.  
 Μείωση όµως του q συνεπάγεται ελλάτωση του δν και επακόλουθα απαιτούνται 
µεγάλοι χρόνοι µέτρησης για την επίτευξη µικρού στατιστικού σφάλµατος. Αν το πείραµα 
διαρκεί µερικά δευτερόλεπτα, υπάρχει σηµαντική πιθανότητα ηλεκτρόλυσης του δείγµατος, 
συγκέντρωσης δηλαδή του πλήθους των σωµατιδιών στους πόλους των ηλεκτροδίων. Για 
την παράκαµψη της παραπάνω δυσκολίας, όπως επίσης και για την αποφυγή της ωµικής 
θέρµανσης του αγώγιµου δείγµατος, τα επιβαλλόµενα ηλεκτρικά πεδία είναι της τάξης των 
10 V.cm-1 και διαµορφωµένα ως τετραγωνικοί παλµοί µε τυπικές συχνότητες 5–60 Hz. Αφού 
το πεδίο εφαρµόζεται για µικρούς χρόνους, το δν µπορεί να καταστεί µη µετρήσιµο και ο 
προσδιορισµός της ταχύτητας σωµατιδίων µε µικρό δυναµικό-ζ ανακριβής, όταν η ιοντική 
ισχύς του µέσου διασποράς είναι υψηλή ή η µέτρηση λαµβάνεται κοντά στο ισοηλεκτρικό 
σηµείο. Για την µέτρηση της ταχύτητας βραδέως κινούµενων σωµατιδίων αναπτύχθηκε η 
τεχνική PALS (Σχήµα 3.12), κατά την οποία η δέσµη αναφοράς και η σκεδαζόµενη δέσµη 
“αναµειγνύονται” µε έναν πιο περίπλοκο τρόπο. Στην PALS παρακολουθείται η ολίσθηση 
φάσης µεταξύ των δύο δεσµών και όχι η ολίσθηση συχνότητας όπως στην παραδοσιακή 
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ταχυµετρία laser-Doppler, µε την φάση να ορίζεται κλασσικά ως το γινόµενο της 
συχνότητας µε τον χρόνο. Το γεγονός αυτό επιτρέπει την µέτρηση ηλεκτροφορετικών 
κινητικοτήτων εως και 1000 φορές µικρότερων συγκριτικά µε το κατώτατο όριο της LDV. 
Συγκεκριµένα, το πρόβληµα έγκειται και εδώ στην ελάττωση του δν για χαµηλές ταχύτητες 
κολλοειδών. Όταν η µετατόπιση του σωµατιδίου είναι µικρότερη του q-1 στην διάρκεια µίας 
µέτρησης, το καταγραφόµενο σήµα δεν ολοκληρώνει έναν κύκλο οπότε δεν καθίσταται 
δυνατός ο προσδιορισµός της συχνότητας του διακροτήµατος. Ο περιορισµός αυτός αίρεται 
διαµορφώνοντας την δέσµη αναφοράς στην συχνότητα της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας 
απουσία ηλεκτρικού πεδίου µέσω παλλόµενων οπτικών διατάξεων [402]. 
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Παράρτηµα Κεφαλαίου 4  

Σχήµα Π4.1 Μεταβολή έντασης σκεδαζόµενης ακτινοβολίας (DCR) και δείκτη πολυδιασποράς (PDI) 

συναρτήσει της θερµοκρασίας για διαφορετικές τιµές του pH (Δείγµα PN_001). 

Σχήµα Π4.2 Μεταβολή έντασης σκεδαζόµενης ακτινοβολίας (DCR) και δείκτη πολυδιασποράς (PDI) 

συναρτήσει της θερµοκρασίας σε pH=7 για το δείγµα PN_001. 
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Σχήµα Π4.3 Κατανοµή σκεδαζόµενης έντασης (Iscat) συναρτήσει του σκεδάζοντος πληθυσµού (Dh) για 

το δείγµα PNS_002_15_min για το εύρος των εξεταζόµενων θερµοκρασιών σε pH=7. 
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Σχήµα Π4.4 Συνδυαστική αποκρισιµότητα σε θερµοκρασία-pH του δείγµατος PNS_002_0_min. 

Ένθεση: Μετατόπιση της VPTT µε αύξηση του pH από 4 σε 9.  

Σχήµα Π4.5 Μεταβολή του δυναµικού-ζ συναρτήσει της θερµοκρασίας στο δείγµα PNS_002_25_min σε 

pH=7 (πράσινο χρώµα). Η αντίστοιχη µεταβολή της αγωγιµότητας στο κελί µέτρησης αναπαρίσταται µε 

πορτοκαλί χρώµα 
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Σχέση Π4.1 

Σχέση Π4.2 
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Παράρτηµα Κεφαλαίου 5  

Αποτελέσµατα Φασµατοσκοπίας ΝΜR 

  H επιτυχής σύνθεση και αποµόνωση των µοριακών ενώσεων πιστοποιήθηκε 
αρχικά µε φασµατοσκοπία 1Η-NMR. Για τις ενώσεις FL-NH-Boc και FL-NH3+ παρατίθενται 
συµπληρωµατικά τα φάσµατα 13C-NMR και πραγµατοποιείται η ακριβής ταυτοποίηση των 
κορυφών. Χρησιµοποιήθηκαν οι φασµατογράφοι NMR Brücker AV-250 (συχνότητα 
συντονισµού 250 MHz) και Brücker AV-400 (συχνότητα συντονισµού 400 MHz). Για όλα 
την λήψη των φασµάτων οι ενώσεις διαλύθηκαν σε δευτεριωµένο διµεθυλο-σουλφοξείδιο 
(DMSO-d6, 99.9% atom D, Sigma) και συγκέντρωση ~5 mg/ml. Για την πρόδροµη ένωση 
FL (Σχήµα 5.6), µπορεί να συναχθεί, από την τιµή του ολοκλήρωµατος της κορυφής στα 
10.04 ppm, ότι υιοθετεί την λακτοειδή µορφή συντονισµού. Το ολοκλήρωµα στα 10.02 ppm 
του εστεροποιηµένου παραγώγου FL Ester λαµβάνει το 1/4 της αναµενόµενης τιµής λόγω 
της ανταλλαξιµότητας του φαινολικού πρωτονίου µε τον διαλύτη. Συγκριτικά µε την 
πρόδροµη ένωση FL, τα αρωµατικά πρωτόνια στο FL Ester βρέθηκαν περισσότερο 
αποπροστατευµένα και εντοπίζονται σε υψηλότερες τιµές χηµικής µετατόπισης. 

Aιθυλ-2-(6-(2-((tert-βουτοξυκαρβονυλο)αµινο)αιθοξυ)-3-οξο-3H-ξανθεν-9-υλ) βενζοϊκός 
εστέρας (FL-NH-Boc) 1H-NMR (400MHz, DMSO-d6): δ 8.23 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.92 (t, J= 
7.6Hz, 1H), 7.81 (t, J= 7.6Hz, 1H), 7.53 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.34 (s, 1H), 7.07 (t, J = 5.3, Hz, 
1H), 6.98 (s, 2H), 6.95 (d, J = 9.7, Hz, 1H), 6.57 (dd, J = 9.6 Hz, J = 1.54 Hz, 1H) 6.47(s, 
1H), 4.19 (t, J= 5.42 Hz, 2H), 3.96 (m, 2H), 3.35 (dd, J=10.7, J=5.3 Hz, 2H), 1.37 (s, 9H), 
0.86 ppm (t, J=7.1 Hz, 3H). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 179.1, 164.72, 163.1, 
157.77, 155.65, 133.17, 133.04, 131.65, 130.83, 130.54, 130.25, 130.19 129.69, 
125.92,116.58, 116.2, 115.48, 103.55, 100.89, 78.00,68.27,61.08, 28.21, 13.37 ppm. 

Τριφθοροξικό 2-((9-(2-(αιθόξυ)φαινυλο)-3-οξο-3H-ξανθεν-6-υλ)οξυ)αιθαν-1-αµµωνιακό 
άλας (FL-NH3+TFA-) 1H-NMR (400MHz, DMSO-d6): δ 8.22 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.04 (br, 
3H), 7.92 (t, J= 7.6Hz, 1H), 7.81 (t, J= 7.54Hz, 1H), 7.51 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.38 (s, 1H), 
6.99 (s, 2H), 6.92 (d, J = 9.7, Hz, 1H), 6.53 (dd, J = 9.6 Hz, J = 1.54 Hz, 1H) 6.42(s, 1H), 
4.36 (t, J= 4.8 Hz, 2H), 3.96 (m, 2H), 3.29 (dd, J=10.16, J=4.97 Hz, 2H), 0.88 ppm (t, J=7.1 
Hz, 3H). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 182.57, 164.98, 163.02, 158.49, 154.02, 152.18 
133.34, 133.18, 130.86, 130.81, 130.54, 130.25, 129.87, 128.57, 125.92,117.07, 115.11, 
114.77, 104.36, 101.13, 68.27, 65.59, 60.98, 38.14, 13.37 ppm. 

G161



 

G162

Σχ
ήµ
α 
Π

5.
1 
Φ
άσ

µα
 2

50
 M

H
z 1 H

-N
M

R 
φθ
ορ
εσ
ίν
ης

 (F
L)

.



 

G163

Σχ
ήµ
α 
Π

5.
3 
Φ
άσ

µα
 

40
0 

M
H

z 
1 H

-N
M

R 
αι
θυ
λ-

2-
(6

-(
2-

((
te

rt
-β
ου
το
ξυ
κα
ρβ
ον
υλ
ο)
αµ
ιν
ο)
αι
θο
ξυ

)-
3-
οξ
ο-

3H
-

ξα
νθ
εν

-9
-υ
λ)

 β
εν
ζο
ϊκ
ού

 εσ
τέ
ρα

 (F
L-

N
H

-B
oc

).



G164

Σχ
ήµ
α 
Π

5.
2 
Φ
άσ

µα
 2

50
 M

H
z 

1 H
-N

M
R 
αι
θυ
λ-

2-
(6

-υ
δρ
οξ
υ-

3-
οξ
ο-

3H
-ξ
αν
θε
ν-

9-
υλ

) 
βε
νζ
οϊ
κο
ύ 
εσ
τέ
ρα

 (
FL

 
Es

te
r)

.



 

G165

Σχ
ήµ
α 
Π

5.
4 
Φ
άσ

µα
 

40
0 

M
H

z 
1 H

-N
M

R 
τρ
ιφ
θο
ρο
ξι
κο
ύ 

2-
((

9-
(2

-(
αι
θό
ξυ

)φ
αι
νυ
λο

)-
3-
οξ
ο-

3H
-ξ
αν
θε
ν-

6-
υλ

)ο
ξυ

)α
ιθ
αν

-1
-α

µµ
ω
νι
ακ

oύ
 ά
λα
το
ς (

FL
-N

H
3+

).

ΤF
A-



 

G166

Σχ
ήµ
α 
Π

5.
5 
Φ
άσ

µα
 

10
0 

M
H

z 
13

C
-N

M
R 
αι
θυ
λ-

2-
(6

-(
2-

((
te

rt
-β
ου
το
ξυ
κα
ρβ
ον
υλ
ο)
αµ
ιν
ο)
αι
θο
ξυ

)-
3-
οξ
ο-

3H
-

ξα
νθ
εν

-9
-υ
λ)

 β
εν
ζο
ϊκ
ού

 εσ
τέ
ρα

 (F
L-

N
H

-B
oc

).



G167

Σχ
ήµ
α 
Π

5.
6 
Φ
άσ

µα
 

10
0 

M
H

z 
13

C
-N

M
R 
τρ
ιφ
θο
ρο
ξι
κο
ύ 

2-
((

9-
(2

-(
αι
θό
ξυ

)φ
αι
νυ
λο

)-
3-
οξ
ο-

3H
-ξ
αν
θε
ν-

6-
υλ

)ο
ξυ

)α
ιθ
αν

-1
-α

µµ
ω
νι
ακ

oύ
 ά
λα
το
ς (

FL
-N

H
3+

).



Η χαρακτηριστικότερες ενδείξεις επιτυχηµένης αποπροστασίας και αποµόνωσης του τελικού  
FL-NH3+TFA- υπήρξαν i) η εξάλειψη της χαρακτηριστικής χηµικής µετατόπισης των 
πρωτονίων της tert-βούτυλοµάδας, που εµπεριέχεται στην Βοc προστατευτική οµάδα, στα 
1.37 ppm στο φάσµα 1H-NMR συγκριτικά µε το FL-NH-Boc και ii) η εµφάνιση της ευρείας 
χηµικής µετατόπισης των πρωτονίων στα 8.04 ppm, χαρακτηριστική της πρωτονιοµένης 
αµινοµάδας. Επίσης, παρατηρήθηκε συνολική µετατόπιση των αρωµατικών κορυφών 
εξαιτίας της αλλαγής του χηµικού περιβάλλοντος στο τελικό µόριο. 
  Στο Σχήµα Π5.1 παρατίθεται το φάσµα 1Η-NMR του λειτουργικού µονοµερούς 
FL-MAAc. H επιτυχηµένη σύνθεση του µορίου πιστοποιείται από την παρουσία των πολύ 
καθαρών χηµικών µετατοπίσεων των βινυλικών πρωτονίων (l και m) και των πρωτονίων της 
µεθυλοµάδας (n). Συγκριτικά µε το φάσµα της πρόδροµης ένωσης FL, η τιµή του 
ολοκληρώµατος της κορυφής της χηµικής µετατόπισης του πρωτονίου (α) αποτελεί 
ξεκάθαρη επιβεβαίωση της σχηµατισµού δεσµού σε µία εκ των δύο φαινολικών θέσεων στον 
ξανθενικό δακτύλιο. Περαιτέρω, η αλλάγη της υφής και του χρώµατος του FL-MAAc 
(κρυσταλλικό ροζ/ιώδες), καθώς και το διαφορετικό µέτωπο στην χρωµατογραφία λεπτής 
στοιβάδας συνηγορούν ποιοτικά στην επιτυχηµένη τροποποίηση. Το µονοµερές είναι 
εµπορικά διαθέσιµο από την Sigma-Aldrich (Kωδικός 568864 ALDRICH).  
  Οι προσπάθειες πολυµερισµού του FL-MAAc στάθηκαν ανεπιτυχείς εξαιτίας της 
ατελούς διαλυτότητας του FL-MAAc σε απεσταγµένο H2O (pH ~ 6), γεγονός το οποίο 
επιβεβαιώνεται από την έλειψη της θολερότητας στο στάδιο σχηµατισµού των πρωτογενών 
σωµατιδίων. Εαν αντί της αρχικής διαλυτοποίησης σε ΑCN, είχε αυξηθεί το pH της 
µίγµατος των αντιδρώντων, θα συντελείτο επιτάχυνση της υδρόλυσης του εστερικού δεσµού 
και αποικοδόµηση του FL-MAAc, µε δεδοµένη την υψηλή θερµοκρασία πολυµερισµού. 
Παρ’ όλα αυτά, το φθορίζων µονοµερές παρουσιάζει καλή προοπτική ενσωµάτωσης σε 
πολυλειτουργικά νανοσκοπικά συστήµατα µελλοντικά, καθώς έχει χρησιµοποίηθεί εκτενώς 
για την πρόσδωση φθορισµού σε πολυµερικές δοµές [403-405]. 
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 Αποτελέσµατα Φασµατοσκοπίας FT-IR 

Σχήµα Π5.8 Συγκεντρωτικά φάσµατα FT-IR των µοριακών ενώσεων FL, FL Ester, FL-NH-Boc και  

FL-NH3+TFA-. 

Όλα τα φάσµατα FT-IR ελήφθησαν στο φασµατοφωτόµετρο υπερύθρου Jasco 6200 
χρησιµοποιώντας λειοτριβιµένο KBr ως το “οπτικά διαφανές” µέσο. Η κορυφή µε την 
υψηλότερη απορρόφηση στο φάσµα της FL (1600 cm-1) οφείλεται στις δονήσεις τάσης των 
δεσµών C-C των αρωµατικών δακτυλίων. Η µικρότερης έντασης κορυφή στους 1686 cm-1 
αποδίδεται στις δονήσεις τάσης της καρβονυλοµάδας. Η ευρεία µπάντα πάνω από τους 3000 
cm-1 είναι χαρακτηριστική των φαινολικών υδροξυλοµάδων ή του H2O. Στο φάσµα του FL 
Ester παρατηρείται µετατόπιση της απορρόφησης από τους 1686 cm-1 στους 1715 και 1760 
cm-1. To γεγονός αυτό υποδηλώνει την διάνοιξη του λακτοειδούς δακτυλίου, καθώς οι 
κορυφές είναι αντιπροσωπευτικές της καρβονυλικής δόνησης τάσης σε βενζοϊκούς και 
αλειφατικούς εστέρες αντίστοιχα. Την ίδια στιγµή παρατηρείται µετατόπιση της 
απορρόφησης στις µεγάλες τιµές κυµαταριθµών λόγω του “κλειδώµατος” της ένωσης FL 
Ester στην κινοειδή µορφή. Το φάσµα της ένωσης FL-NH-Boc χαρακτηρίζεται από την 
απορρόφηση στους 1769 cm-1 (δόνηση τάσης C=O της Boc οµάδας). Η ανάδυση των οξειών 
κορυφών στους 2974 και 3014 cm-1 είναι χαρακτηριστική της δόνησης τάσης του δεσµού Ν-
Η. Για το τελικό προϊόν FL-NH3+TFA-, οι κορυφές απορρόφησης στους 2854, 2923 και 2962 
cm-1 οφείλονται στην οµάδα NH3+. Η επικαλυπτόµενη κορυφή στους 1713 cm-1 oφείλεται 
στην απορρόφηση της οµάδας C=O του βενζοϊκού εστέρα 
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Σχήµα  Π5.9 Φάσµα διέγερσης/εκποµπής FL-NH2. 
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Παράρτηµα Κεφαλαίου 6 
 

Σχήµα Π6.1 Σµήνος φασµάτων απορρόφησης DOX σε µεταβλητή συγκέντρωση και κατασκευή 

καµπύλης βαθµονόµησης. 
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Εικόνα Π6.1 Κύτταρα HeLa έπειτα από τροφοδοσία µε PI@DOX_20_µΜ για 30 min. 

 

Σχήµα Π6.2 Φάσµατα διέγερσης εκποµπής υδατικών διαλυµάτων DOX συγκέντρωσης 69.7 µΜ και 8 

µΜ. 
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Εικόνα Π6.2 Φωτογραφία αντιδραστήρα αποδέσµευσης PFI@DOX σε pH=7 για t=24 h. 

 

Εικόνα Π6.3 Πλάκες δοκιµής κυτταρικής βιωσιµότητας ΜΤΤ. 
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