
Applicazioni biomediche e 
biotecnologiche di biomolecole:

I Biosensori



I Biosensori

• Sono strumenti analitici in grado di fornire informazioni 
quantitative o semiquantitative utilizzando un elemento di 
riconoscimento biologico integrato con un trasduttore

• Convertono un segnale biochimico in un segnale elettrico 
quantificabile



Componente biologico

• Genera il segnale specifico

• Catalitico: Enzimi purificati
Microrganismi
Cellule o tessuti

• Non catalitico: Anticorpi
Recettori
Acidi nucleici



Componente non biologico (trasduttore)

• Converte il segnale biologico in un segnale 
facilmente quantificabile

• Trasduttori elettrochimici (potenziometrici 
ed amperometrici)

• Trasduttori ottici

• Trasduttori termici

• Trasduttori acustici



Trasduttori elettrochimici

• Potenziometrici:
la variazione del potenziale elettrochimico è 
funzione della concentrazione di ioni (es. 
elettrodo per la misura del pH, elettrodi iono-
selettivi)

• Amperometrici:
il potenziale dell’elettrodo è costante ed è 
sufficiente ad ossidare o ridurre la specie di 
interesse (es. elettrodi per la misura di O2 e 
H2O2)



Elettrodo per la misura del pH                Elettrodo di Clark 
     per la misura dell’ossigeno



Elettrodi amperometrici 
per la misura di O2 e H2O2

• L’elettrodo di Clark per la misura di O2 ha un potenziale 
catodico di -0.6V al quale l’ossigeno viene ridotto ad acqua

  Anodo Ag: 4Ag+ + 4Cl- → 4AgCl + 4e-

  Catodo Pt: O2 + 4H+ + 4e- → 2H2O

• L’elettrodo per la misura di H2O2 ha un potenziale anodico 
di +0.68V al quale l’acqua ossigenata viene ossidata a 
ossigeno

  Anodo Pt: H2O2 → O2 + 2H+ + 2e-

  Catodo Ag: 2AgCl + 2e-  →  2Ag+ + 2Cl-

L’ossigeno e l’acqua ossigenata sono specie elettrochimiche di 
interesse biologico perché sono consumate o prodotte nelle 
reazioni catalizzate da numerosi enzimi



Trasduttori ottici

• Fibre ottiche con il biocomponente ad 
un’estremità e componenti per l’eccitazione ed 
il rilevamento dell’assorbimento e/o emissione 
di luce all’altra estremità

• Utilizzabili quando la reazione catalizzata 
dall’enzima dà origine a prodotti colorati, 
fluorescenti o a luminescenza

• Tecnologia SPR



Trasduttori acustici

• Cristalli di quarzo piezoelettrici posti in un campo elettrico 
alternato sono soggetti a deformazione meccanica che induce 
risonanza ad una particolare frequenza. 

• La frequenza di risonanza dipende dalla massa del cristallo: 
cambiamenti di massa sono rivelati da variazioni nella frequenza 
di oscillazione del cristallo.

• Il biocomponente (anticorpo, recettore o acido nucleico) viene 
immobilizzato sulla superficie del cristallo. 



Metodi di immobilizzazione delle 
biocomponenti

• Adsorbimento su matrici insolubili

• Intrappolamento in un gel

• Cross-linking con reattivi multifunzionali

• Legame covalente su un supporto solido

• Tecnologia dei circuiti stampati 
(miniaturizzazione) e nanomateriali

E’ necessario preservare l’attività biologica del 
biocomponente



Nanomateriali

I nanomateriali permettono di funzionalizzare gli 
elettrodi e migliorarne la sensibilità (sono buoni 
conduttori elettrici)

• Grafene
– monostrato di atomi di carbonio con ottime proprietà di 

stabilità meccanica, conducibilità elettrica e termica, 
biocompatibilità e elevato rapporto superficie/volume

• Nanotubi al carbonio
– Fogli di grafene arrotolati a formare tubi lunghi da nm a m

• Nanoparticelle di ossido di zinco (ZnO)

• Nanoparticelle d’oro



Biosensore per il glucosio

• Il componente biologico è l’enzima glucosio 
ossidasi che catalizza la reazione:

  glucosio + O2 →  gluconato + H2O2

glucosio + FAD → gluconato + FADH2

   FADH2 + O2 → FAD + H2O2

• L’enzima richiede ossigeno per riossidare il 
coenzima FADH2 che si produce nella prima fase 
della reazione



Struttura della glucosio ossidasi
di Aspergillus niger



Biosensore per il glucosio

• Trasduttori: 
 Elettrodo di Clark per la misura di O2

 Elettrodo per la misura di H2O2

 La corrente sarà proporzionale alla concentrazione di O2 o H2O2 
e quindi alla quantità di glucosio nel campione

• La glucosio ossidasi è immobilizzata su una membrana di nylon o 
di cellulosa posta a contatto con l’elettrodo

• Problemi: 
 limitata diffusione dell’ossigeno
 scarsa selettività dell’elettrodo a H2O2 a causa dell’elevato 

potenziale anodico



Evoluzione dei biosensori per il 
glucosio



Biosensori di seconda generazione

• Uso di mediatori chimici che 
sostituiscono l’ossigeno nella 
riossidazione del FADH2 (E0  
-220 mV) e sono a loro volta 
riossidati all’elettrodo 

Enzima Mediatore E0 (mV)

Glucosio 
ossidasi

1, 1-dimetil 
ferrocene

100

ferrocene 165

idrossimetil 
ferrocene

185

vinil ferrocene 250

ferrocene acido 
carbossilico

275

[Ru(CN)6]
4- 685

TTF (tetrathia 
fulvalene)

300

[Fe(CN)6]
4- 180

NMP (N-metil 
fenazinium)

-161



Biosensori di seconda generazione



Biosensori basati su nuovi 
materiali: nanotubi al carbonio 
con FAD immobilizzato



Biosensore basato su GOx e MOF (metal organic framework) 
HKUST-1 e nanotubi al carbonio (MWCNT) accoppiati ad un 
elettrodo d’oro rivestito di Pt.
La polidopammina (PDA) è utilizzata per stabilizzare l’enzima 



Biosensori commerciali per il dosaggio 
della glicemia



Pesticidi organofosforici

I pesticidi organofosforici 
sono inibitori 

dell’acetilcolinesterasi





Applicazioni di enzimi che degradano i 
pesticidi organofosforici



Biosensori per il dosaggio di pesticidi 
organofosforici

• Biocomponente: 
 l’enzima organofosfato idrolasi (OPH) di Pseudomonas 

diminuta, catalizza la reazione
X

|

|
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Biosensori per il dosaggio di pesticidi 
organofosforici

• Biocomponente: 
– cellule di E. coli che esprimono l’enzima OPH 

ricombinante 
– OPH purificato

• Immobilizzazione: 
– criopolimerizzazione in alcool polivinilico
– legame covalente su membrana di nylon



Biosensori per il dosaggio di pesticidi 
organofosforici

• Trasduttori:

 Elettrodo per la misura del pH Fibra ottica 



Sensore OPH per il dosaggio di pesticidi 
organofosforici

MAP: mussel 
adhesive protein



Biosensori per il dosaggio di pesticidi 
organofosforici

• Biocomponente:

L’enzima acetilcolinesterasi catalizza la reazione:

Acetil-(tio)-colina ➔ (tio)-colina + acetato

• Trasduttore:

Elettrodo amperometrico che misura la corrente 
prodotta dall’ossidazione della tio-colina

Il biosensore viene immerso in una soluzione contenente 
il pesticida e incubato 10-30 min, successivamente viene 
misurata l’attività residua dell’acetilcolinesterasi



Principio di funzionamento del biosensore 
basato sull’inibizione dell’AChE



Biosensori basati su AChE

• Per migliorare sensibilità e selettività
– Enzimi da fonti diverse (Torpedo, Drosophila…)

– Mutagenesi tasca riconoscimento del substrato





Biosensori basati sugli acidi nucleici

• Sfruttano l’interazione 
tra frammenti di DNA 
usati come sonda e 
sequenze complementari 
ad esse, presenti nel 
campione da analizzare

• Migliore stabilità ed 
efficienza di 
immobilizzazione rispetto 
a sonde proteiche

• L’ibridazione tra la sonda 
ed il DNA complementare 
fa sì che si generi un 
segnale misurabile



Determinazione di organismi geneticamente 
modificati (OGM)



Biosensore per la determinazione di 
organismi geneticamente modificati (OGM)

• Gli OGM sono definiti come organismi il cui genoma è 
stato modificato con l’introduzione di un gene esogeno 
che esprime una proteina che conferisce nuove 
caratteristiche (es. resistenza a erbicidi, antibiotici, 
virus o insetti)

• Il DNA esogeno è inserito in una ‘cassetta’ genica che 
contiene gli elementi necessari per l’espressione: un 
promotore ed un terminatore

• Il promotore 35S del virus del mosaico del cavolfiore 
(CaMV) e il terminatore Tnos di Agrobacterium 
tumefaciens sono usati per la produzione della 
maggior parte delle piante transgeniche commerciali  



Biosensore per la determinazione di 
organismi geneticamente modificati (OGM)







Biosensori basati su cellule



2021



Schema del biosensore MphR

Sistema a due plasmidi
1. pJZ12 (p15A ori, 10 copie per cellula): 

espressione di MphA macrolide fosfotrasferasi
2. pMLGFP (pBR322 ori, 10-15 copie per cellula): 

espressione del sensore MphR e del reporter GFP



Schema del biosensore MphR



Mutagenesi razionale
e mutagenesi random 
di MphR

PDB 3FRQ



Mutante M9C4: R122T, K132N, A151T, H184Q
Da una libreria da error-prone PCR basata su 
R122T identificato da mutagenesi razionale
M9C4*: la sostituzione R122I migliora la 
selettività, diminuendo leggermente la sensibilità

Conversione della selettività di MphR 
da eryA a Cla
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