
Biocatalizzatori

Tecniche di immobilizzazione e 
applicazioni biotecnologiche di 

cellule ed enzimi



BIOCATALIZZATORI 

Catalizzatori biologici per ottenere un prodotto di interesse 
mediante biotrasformazioni

Cellule in coltura
l’organismo viene cresciuto nel terreno A
le cellule vengono raccolte e risospese nel terreno B che
contiene il substrato da trasformare
condizioni di crescita e di biotrasformazione da ottimizzare
separatamente

Enzimi purificati
si risolvono eventuali problemi legati alla permeabilità della
membrana
si evita la formazione di prodotti collaterali
possibili problemi di stabilità
è necessario purificare l’enzima!



BIOCATALIZZATORI 

I biocatalizzatori si possono utilizzare in 
forma libera o immobilizzata

E’ necessario mantenere l’attività
catalitica nell’immobilizzazione



BIOCATALIZZATORI
IMMOBILIZZATI VS SOLUBILI



BIOCATALIZZATORI IMMOBILIZZATI

• Immobilizzazione senza supporto (carrier-free)

• Immobilizzazione su supporto (carrier)

• Principali gruppi reattivi sul biocatalizzatore che 
possono essere usati per l’immobilizzazione con 
formazione di legami covalenti:
– NH2 (N-terminale e catena laterale di Lys)

– COOH (C-terminale e catena laterale di Glu e Asp)

– SH (catena laterale di Cys)



Metodi di immobilizzazione carrier-free 
(self-immobilizzazione)

Cristalli reticolati (CLEC)
Aggregati reticolati (CLEA)

Cross-linking con 
glutaraldeide



Metodi di immobilizzazione di 
biocatalizzatori



Formati dei supporti (carrier)



Tecniche di 
immobilizzazione: 
pregi e difetti

Adsorbimento
Intrappolamento
Incapsulamento
Legame covalente

Cross-linking



Supporti per immobilizzazione



Supporti per immobilizzazione

Le matrici organiche naturali o sintetiche 
usate per l’immobilizzazione di cellule o enzimi 
devono essere stabili e non reattive. 
Le matrici devono essere attivate.



Matrici polisaccaridiche biocompatibili  
per intrappolamento/incapsulamento

Alginato e carrageenano dalle alghe: gelificazione mediata dal calcio

Chitosano da crostacei e funghi



Attivazione di una matrice polisaccaridica con 
bromuro di cianogeno (CNBr) per immobilizzare 

gruppi –NH2

Attivazione
    pH 12

Immobilizzazione pH 8-10



Matrici derivatizzate e 
attivate per reagire con 
diversi gruppi sulle 
proteine (-NH2, -COOH, 
-SH, aminoacidi aromatici 
ecc.)

La presenza di un braccio 
spaziatore sulla matrice 
riduce problemi legati 
all’ingombro sterico e 
all’accessibilità del sito attivo 
dell’enzima immobilizzato



Le carbodiimidi: 
cross-linker specifici per gruppi 

carbossilici/amminici

EDC 

1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide hydrochloride

EDC reagisce con un 
gruppo carbossilico sulla 
molecola 1 formando un 
intermedio O-acylisourea. 
Questo intermedio può 
reagire con un gruppo 
amminico sulla molecola 2, 
formando un legame 
covalente tra le due 
molecole.



Eupergit C

Sfere macroporose di co-polimeri derivati dall’acrylamide, 
attivata con epossidi per l’immobilizzazione covalente 
mediante reazione preferenziale con gruppi amminici
Pori r = 100 nm
Oxirane density 300 mol/g dry beads



Multi-point attachment su Eupergit C



Bioreattori

• Supporti polimerici: particelle, membrane e nanofibre

• Packed-bed reactors (biocatalizzatore ‘impaccato’ su 
colonna)

• Fluidized-bed reactors  (biocatalizzatore mantenuto 
‘in movimento’ da un flusso continuo di substrato)

• Continuous flow stirred reactors (biocatalizzatore 
mescolato con il substrato a flusso continuo)

• Membrane reactors (biocatalizzatore ‘separato’ da 
una membrana)







Applicazioni biotecnologiche di enzimi 
immobilizzati per la produzione di aromi nel vino

Molti componenti degli aromi del vino sono costituiti da un terpene volatile 
legato a un residuo di glucosio a sua volta legato ad un altro zucchero 
(arabinosio, ramnosio o apiosio). Il terpene viene liberato dall’azione 
sequenziale di glicosidasi specifiche.









Linalool                 Terpineol            Geraniol    



Applicazione di enzimi immobilizzati su Eupergit 
C per la biotrasformazione del lattosio



Applicazione di enzimi nella degradazione dell’amido. 
Proprietà ed alcune applicazioni dei prodotti di idrolisi dell’amido

Dextrose equivalent (DE): indica il 
grado di idrolisi dell’amido



Enzimi coinvolti nella degradazione dell’amido



Applicazione di enzimi nella degradazione 
dell’amido



Applicazione di enzimi nella degradazione dell’amido per 
la produzione di sciroppo ad alto contenuto di fruttosio



Ingegnerizzazione di enzimi per la degradazione 
dell’amido



Cell surface display come strategia di 
immobilizzazione alternativa?

• Cosa si intende con ’cell surface display’?
– Esposizione di una proteina ricombinante sulla 

superficie di una cellula

• Che cosa è richiesto per eseguire ‘cell surface
display’?
– Una cellula microbica (batterio o lievito)

– Una proteina (endogena?) per ancorare la  proteina 
di interesse sulla superficie della cellula

– Ingegneria proteica per progettare la proteina di 
fusione



Proteine di ancoraggio per cell surface
display in batteri e lieviti



Applicazioni di cell surface display: 
biocatalisi



Applicazioni di cell surface display: 
biorimedio



Applicazioni di cell surface display: 
biosensori

Li et al (2024) Yeast surface display technology: mechanisms, applications, 

and perspectives. Biotechnol Adv 76, 108422.
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