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misura di BOD, enzimi ossidasi e deidrogenasi per la realizzazione di biosensori,
trasduttori di platino e grafite, elettrodi monouso, sensori per la misura di
NADH. Tecniche di immobilizzazione. L'elettrodo ad enzima: selettività,
sensibilità, tempo di vita e di risposta. Strategie per l'eliminazione delle
interferenze. Elettrodi di seconda e terza generazione. Sensori elettrochimici e
nanomateriali. Misura in flusso e ad iniezione in flusso. Applicazioni in campo
clinico; i biosensori a glucosio per il monitoraggio del diabete. Elettrodi ad
enzima per il controllo di qualità degli alimenti. Elettrodi ad inibizione per la
determinazione di fitofarmaci. Biosensori di affinità. Confronto tra tecniche
ELISA e immunosensori: realizzazione e caratteristiche analitiche.
Immunosensori elettrochimici per micotossine. Sensori ottici e loro
caratteristiche, sensori ottici a risonanza plasmonica di superficie e
piezoelettrici. Caratteristiche analitiche e potenziali applicazioni. Sensori ottici
e nanomateriali. Sensori a DNA, monitoraggio dell'ibridazione. Recettori
biomimetici per la realizzazione di biosensori. Lab-on-chip.

Corso di Biosensori 



Cosa è un biosensore?

“…a biosensor is a self-contained intergated device, which is capable of providing
specific quantitative or semiquantitative analytical information using a biological
recognition element (biochemical receptor) which is retained in direct spatial
contact with a transduction element.”

Technical report “ Reccomended definition and classification” 
IUPAC (Physical Chemistry and Analytical Chemistry Divisions) 2001

Un sensore è un dispositivo in grado di trasformare informazioni fisiche o
chimiche, come la concentrazione di uno o piu’ componenti di una soluzione, in un
segnale analiticamente utile.

I biosensori sono sensori chimici in cui il
sistema di riconoscimento è una
biomolecola

Sistema di riconoscimento chimico (CME)

Sistema di riconoscimento biologico (BIOSENSORI)

Sistema di riconoscimento 
molecolare

Trasduttore di segnale

analita

Segnale 
analiticamente

utile





➢ trasferimento del segnale generato dalla bio-molecola al dominio elettrico
➢ sensibilità
➢ selettività 

Sistema di riconoscimento 
biomolecolare

Trasduttore di segnale

Il sistema di riconoscimento biologico traduce informazioni del ‘dominio biochimico’
(solitamente la concentrazione) in un segnale chimico o fisico con una determinata
sensibilità.

➢ selettività
➢ sensibilità

Principali tipi di trasduttori

• elettrochimico
• ottico
• piezoelettrico
• termico

potenziometrici

amperometrici

voltammetrici

conduttometrici



Classificazione in base all’elemento di riconoscimento molecolare

Biosensori catalitici
la reazione di riconoscimento catalizza una reazione chimica
es: enzimi, cellule, tessuti 

Biosensori di affinità
la reazione di riconoscimento determina la formazione di un 

complesso
es: anticorpi, filamenti di oligonucleotidi, recettori biologici

Biosensori biomimetici
la reazione di riconoscimento avviene tra un recettore sintetico e     
l’analita con formazione di un complesso
es: peptidi sintetici, MIP, aptameri



Aggiunta del campione

1

Stato stazionario

2S

tempo

Elettrodi ad enzima



L’elemento biologico deve possedere:

•Elevata selettività per  l’analita

•

•Stabilità nelle condizioni di misura  (t, pH,  )

•Deve ritenere sufficiente attività biologica dopo 
l’immobilizzazione  

•Non deve essere inibito dal campione  



TISSUE BASED BIOSENSORS

bovine liver (rich in catalase)

2 H2O2 → 2 H2O + O2

banana (rich in polyphenol oxidase)

dopamine + O2 → dopamine quinone

CELL BASED BIOSENSORS

measurement of ethanol using acetobacter xylinum (O2 electrode)

Determination of the BOD (biological oxygen demand).

The BOD values indicate the amount of biochemicallly degradable
organic material (carbonaceous demand) and COD the oxygen used to
oxidise sulphides and ferrous ion.

Conventional methods include BOD5 and BOD7 which need 5 and 7 days.

BOD biosensors have been developed using Trichosporon cutaneum,
Bacillus subtilis, Hansenula anomala, etc.



In amperometria si applica un potenziale fisso all’elettrodo (nella 
zona della corrente di diffusione) di lavoro e si misura la variazione 
di corrente in presenza dell’analita. E’ necessario utilizzare delle 
strategie appropriate per la selettività della misura.

Nell’elettrodo ad ossigeno di 
Clark si applica un potenziale di 
–0.7 V vs. Ag/AgCl ad un 
elettrodo di platino (od oro). 
La reazione all’elettrodo di 
lavoro è 

O2 + 4e + 4H+ → 2 H2O

La selettività è garantita dalla
membrana gas-permeabile (e.g.
polipropilene) posta tra la cella
elettrochimica e la soluzione
campione.



Applied potential 

-0.7 V vs. 

Ag/AgCl









K2FeII[FeII(CN)6] + H2O2 KFeIII[FeII(CN)6]  +K++ OH-

Reduced Prussian Blue  is a  selective catalyst
for H2O2 reduction

carbon electrode

Prussian Blue

oxidase 
enzyme

substrate product

O2 H2O2

2H2O
2H+

2e-

Applied potential  =

-0.05 V vs. Ag/AgCl



Cella per  misure potenziometriche.

In potenziometria si usa un elettrodo di riferimento (a potenziale costante)  ed 

un elettrodo indicatore

©Gary Christian, Analytical Chemistry,    6th Ed. (Wiley)



Elettrodo a pH combinato e pHmetro  

Elettrodo di riferimento+ elettrodo a pH  

Limitato uso in elettrodi ad enzima perchè si lavora in soluzioni tamponate

©Gary Christian, Analytical Chemistry,    6th Ed. (Wiley)
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Un enzima immobilizzato presenta sempre una Km più elevata e una

attività inferiore rispetto all’enzima insoluzione



Alfa-amilasi

L’optimum di pH  è spostato ed 
allargato, l’enzima è più stabile 
alla temperatura



Analita Enzima Tempo di 

risposta (min)

Stabilità
(giorni)

Glucosio Glucosio ossidasi 2 >30

Colesterolo Colesterolo ossidasi 3 7

Ammine Monoammina ossidasi 4 14

Ossalato Ossalato ossidasi 4 60

La stabilità in condizioni di lavoro è forse il parametro + importante !

(n campioni prima di cambiare il sensore o parte di esso)

Dipende dal campione che sto misurando oltre che dal biosensore!



Altri enzimi redox usati per gli elettrodi ad enzima 

Deidrogenasi NAD(P)H dipendenti(piu’ di 600 tipi diversi-diffficili 
da immobilizzare e non semplice la misura del NADH

D-fruttosio → 5-Keto-D-fruttosio + 2e-

FDHBiosensore a tirosinasi per composti fenolici



NAD(P)H electrodes
The largest class of redox enzymes known is dehydrogenases which use the 
NAD(P)H / NAD(P)+ couple as cofactor. 

Oxidation of NADH at carbon and metal solid electrodes proceeds at high 
overvoltages (+400/ +700 mV vs. Ag/AgCl) via formation of the radical cation 
NADH.+ .  This can give side reactions (dimerisation) and adsorb onto the 
electrode (carbon).

A soluble mediator can be used to lower the overpotential and increase the 
electron transfer rate 

NADH + Medox  NAD+ + Medred

at the electrode surface polarised at the appropriate E :

Medred → Medox + ne

ortho- and para-quinones , quinone imines have been used and incorporated into 
larger molecules as indophenols, phenazines and phenoxazines  

The mediator can be also immobilized at the electrode surface giving a 
chemically modified electrode for NADH

Sensitivity is excellent, major problems arise from selectivity and stability of 
the sensors



I sensori enzimatici vengono generalmente classificati in tre classi,
distinte in base al meccanismo con cui avviene il trasporto elettronico.

1. Prima generazione: l’enzima è strettamente connesso all’elettrodo
con l’ausilio di una membrana, che lo protegge da specie che potrebbero
danneggiarlo o interferire nella misura. Il tempo di risposta del sistema
è piuttosto lungo, dal momento che l’analita deve diffondere attraverso
la membrana per raggiungere l’enzima

2. Seconda generazione: il trasferimento elettronico avviene
tramite un mediatore elettrochimico posto in soluzione, che funziona da
sistema navetta per gli elettroni tra l’enzima e l’elettrodo, velocizzando
notevolmente la risposta del sensore.

3. Terza generazione: si tratta di sensori in cui vi è accoppiamento
diretto tra elettrodo ed enzima. La risposta è praticamente immediata
e questo permette l’eliminazione di molte interferenze.



 

e
le

tt
ro

d
o
 

e
le

tt
ro

d
o
 

e
le

tt
ro

d
o
 

e
le

tt
ro

d
o
 

mediatore
rid 

mediatore
oss 

e
- 

e
- 

a)
 b)

 

c)
 

d)
 

Rappresentazione schematica dei diversi meccanismi con cui può avvenire il 
trasferimento elettronico tra enzima e superficie dell’elettrodo. (a) Trasferimento 
elettronico diretto tra l’elettrodo nudo o modificato con un monostrato. (b) Meccanismo 
shuttle da parte di un mediatore redox in soluzione. (c) Gli elettroni saltano tra i diversi 
centri redox di un idrogel polimerico modificato. (d) Trasferimento elettronico 
attraverso cavi molecolari conduttori.

Schuhmann W., Reviews in Molecular Biotechnology (2002), 82, 425



Un buon mediatore deve possedere le seguenti caratteristiche:

· Deve reagire rapidamente con l’enzima

· Deve avere cinetiche di trasferimento elettronico rapide, ovvero
reversibili

· Il sovrapotenziale per la rigenerazione deve essere basso

· Non deve essere influenzato da variazioni di pH

· Deve essere stabile nel mezzo utilizzato, sia nella forma ossidata
che in quella ridotta

· Non deve reagire con l’ossigeno disciolto in soluzione

· Non deve essere tossico



Fe3+ + e- Fe2+ E° = +0,53 V

Ferricianuro E° = +0,45 V

Ferrocene E° = +0,165 V

Il ferrocene è un ottimo mediatore per l’ossidazione del glucosio da
parte della glucosio ossidasi:

glucosio + GODox → gluconolattone + GODrid + 2H+

GODrid + 2Fe+ → GODox + 2Fe

2 Fe – 2 e- → 2 Fe+

Fe
3+



Printing electrodes: serigraphy

Advantages:
- Dimension
- Disposable
- Low-Cost

A. ink; B. squeege;

C. printing mask;

D. printing mesh;

E. frame; F. printed ink



counterelectrode
reference 
electrode

working 
electrode

DISPOSABLE SCREEN-PRINTED CARBON 

ELECTRODES







NATURALI
E(V) vs. SHC ARTIFICIALI E (V) vs.SHC

Citocromo a3 +0,29 Esacianoferrato(III) +0,45

Citocromo c3 +0,24 2,6-diclorofenolo +0,24

Ubichinone +0,10 Indofenolo +0,24

Citocromo b +0,08 Ferrocene +0,17

Vitamina K2 -0,03 Idrogenosolfato di N-

metilfenazonio

+0,07

Rubredossina -0,05 Blu di metilene +0,4

Flavoproteine da -0,4 a +0,2 Ftalocianina -0,02

FAD/FADH2 -0,23 Fenosafranina -0,23

FMN/FMNH2 -0,23 Viologeno di benzile -0,36

NAD+/NADH -0,32 Viologeno di metile -0,46

NADP+/NADPH -0,32

ferredossina -0,43

MEDIATORI REDOX
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Struttura dell’ l’osmio bipiridile legato a polivinilpiridina

Terza generazione

gel redox

Tetracianochinodimetano (TCNQ) 

Tetra tiafulvalene(TTF)

Sali conduttori



Biosensore Bienzimatico a Istamina

Rappresentazione schematica
del complesso QH-ADH
intrappolato all’interno di un
idrogel modificato con osmio



Alcohol biosensor



Biosensore  a lisina 



Working 
buffer

Peristaltic
pump

Waste Amperometer

Recorder

Electrochemical cell

Injection valve
Loop

campione

carrier

i

t

Elettrodo di lavoro

Flusso della soluzione carrier

Iniezioni di campione attraverso valvola





compound Yamasa SIGMA From partner 3

Lysine 100 100 100

Phenylalanine 14 42 6

Arginine 2 17 0

Ornithine 3 14 0

Histidine 0 15 0

Furosine 0 0 0

Piridosine 0 0 0

Norleucine 3 17 3

AGPA* 0 0 0

Attività relativa di 3 preparazioni di lisina ossidasi

Sample Amino-acid analysis (mM) L-lysine biosensor (mM) Recovery (%)

L (milk) 1.684

1.493  0.014 88.66

M (pasta) 0.307

0.537  0.039 177.23

N (pasta) 0.299

0.308  0.012 103.01



Lactic acid monitoring during mozzarella cheese manufacturing

In mozzarella cheese manufacture L-Lactic acid is the main product of

lactose fermentation generated by selected cultures of lactic acid
bacteria. A progressive acidification of the curd md the whey occurs
and had to be carefully controlled.

Particularly, the pH of the "stretching point" is important in order to
avoid loss of fats, a decrease in yield and low reproducibility of the
manufacturing.

Optimum pH is 4.9 for water-buffalo milk and 5.1 for cow milk. At
these pH values there is a great increase in the buffer capacity due to
casein (isoelectric point pH ~ 5) and low molecular weight acids

A sensitive measurement of lactic acid in real time can be useful in the

optimization of the mozzarella cheese manufacture









Is this Nano?

Nanotechnology is a “system of innovative methods to

control and manipulate matter at near-atomic scale to

produce new materials, structures, and devices”.

Materials in the range of 100 nm are considered to be 

nanoparticles. They exhibit a wide range of properties, 

including optical, electrical, catalytic, magnetic, and 

biological activity.

Nanomat

erials

(NMs)



European Commission, Commission Recommendation of 18 October 2011 on the definition of nanomaterial, Official Journal of the European Union. 2011/696/EU: 38-40, 2011

Is this Nano?
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alcohol + O2   —AOx → aldehyde + H2O2

Immobilization:  PEI on Pall Immunodyne

Storage:  1% sucrose 

Optimised operative conditions: 0.1 M phosphate buffer pH 7.0 + 0.02% 

Tween. Flow rate 1 mL/min; injection loop 500 L.

Analitycal performances: 

detection limit 10-6 mol/L

linearity 2 x 10-6 / 10-3 mol/L

stability: 20% decrease after 200 samples  

glycerol + ATP(Mg2+) —GK → glycerol-3-P + ADP

glycerol-3-P + O2 + H2O —GPO → glycerone-3-P + H2O2

Immobilization:  GK on aminopropyl glass beads (via glutaraldehyde), GPO on 

Immunodyne

Storage:   DEAE-dextran/lactitol (1/5%)  

Optimised operative conditions: 0.1 M borate buffer pH 8.5 + 3 mM ATP(Mg2+) + 

0.02% Tween. Flow rate 0.5 mL/min; injection loop 250 L.

Analitycal performances: 

detection limit 10-6 mol/L

linearity 2.5 x 10-6 / 5 x 10-4 mol/L

stability: 40% decrease after 200 samples  



Fructose

fructose + 2 PMS+ —FDH → ketofructose + 2 PMSH

PMSH   —+100 mV (Pt) → PMS+ + e-
N

N

CH3
CH3SO4

-
+

Immobilization: BSA-glutaraldehyde on Immobilon AV

Storage: DEAE-dextran/lactitol (1/5%) 

Optimised operative conditions: 0.1 M citrate/phosphate buffer pH 4.5 + 

0.02% Tween. Flow rate 0.5 mL/min; injection loop 100 L.

Analitycal performances: 

detection limit 5 x 10-7 mol/L

linearity 10-6 / 8 x10-4 mol/L

stability: 30% decrease after 200 samples  
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Delayed anthocyan extraction
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Fructose:Glucose ratio during alcoholic 

fermentation
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GlucoDay® S è uno strumento innovativo, sviluppato dalla ricerca Menarini, per il monitoraggio

continuo sottocutaneo del glucosio, per un periodo di 48 ore, nei pazienti umani.

GlucoDay® S nel mondo è il primo strumento basato sulla tecnica della "microdialisi" ad avere

ottenuto la marcatura CE ai sensi della Direttiva sui Dispositivi Medici, la quale è indispensabile per la

commercializzazione di un prodotto nell'ambito dell'Unione Europea.

GlucoDay® S è un dispositivo professionale che deve essere utilizzato solo da personale medico

qualificato e addestrato e che è stato specificamente progettato per indagini cliniche o diagnostiche

sui pazienti. GlucoDay® S è classificato come Dispositivo Medico, Classe IIA.

.

In questo giovane paziente diabetico sono stati rilevati 3 episodi di

ipoglicemia post-prandiale (dopo pranzo, cena e colazione), come

potete vedere in questo profilo.Le misure della glicemia con sangue

venoso sono rappresentate in rosso, quelle con sangue capillare sono

rappresentate in giallo.

In questo paziente con DM1 GlucoDay® S ha

rivelato un episodio di ipoglicemia prolungata

durante la notte.



Da : Jayoung Kim, Alan S.Campbell, Joseph Wang

Talanta Volume 177, 15 January 2018, Pages 163-170

Wearable non-invasive epidermal glucose sensors: A review



Fig. 2. Epidermal glucose sensing in skin ISF through reverse iontophoresis. A) Exploded view of GlucoWatch® 
biographer assembly. B) Depiction of GlucoWatch® biographer display. Reproduced with permission [50]. 
Copyright 2001, Elsevier. C) ‘Reverse iontophoresis’ process for glucose extraction. Reproduced with 
permission [48]. Copyright 2000, Taylor & Francis Group. D) Tattoo-based printable iontophoretic sensing 
configuration. E) Photograph depiction of tattoo based printable iontophoretic sensing system applied to human 
subject. F) Schematic representation of tattoo-based printable glucose sensing system operation. G) Tattoo-based 
printable glucose sensing system output on human subject before and after meal. Reproduced with 
permission [25]. Copyright 2014, American Chemical Society.

Da : Jayoung Kim, Alan S.Campbell, Joseph Wang

Talanta Volume 177, 15 January 2018, Pages 163-170

Wearable non-invasive epidermal glucose sensors: A review

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/glucose
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/iontophoresis
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914017309098#bib50
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914017309098#bib48
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914017309098#bib25


Fig. 3. Epidermal glucose monitoring with
flexible patch. A) Schematic representation and
photograph depiction of flexible diabetes
patch composed of sweat control, multiplexed
sensing and therapeutic components. B)
Photograph depiction of integrated diabetes
monitoring and therapy system applied to
human subject. C) On-body glucose monitoring
on human subject over the course of three
meals with comparison to ex vivo and blood
glucose analysis. Reproduced with
permission [40]. Copyright 2016, Macmillan
Publishers. D) Photograph depiction and
schematic representation of wearable sweat
analyte monitoring patch. E) Photograph of the
subject using a cycle ergometer for sweat
generation with the wearable patch on the
subject's arm. F) Multimodal glucose and pH
sensing to improve detection accuracy. G)
Comparison of sweat glucose concentration
measured using on-body sweat glucose
monitoring patch and blood glucose
concentration before and after meal.
Reproduce with permission [41]. Copyright
2017, American Association for the
Advancement of Science.

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/glucose
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914017309098#bib40
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914017309098#bib41




Biosensori ad inibizione enzimatica





Biosensore per pesticidi organofosforici e carbammici

Elevata tossicita’ acuta (200.000 decessi/anno negli anni 80*)

Alta tossicita’ cronica

Moderata persistenza

*J. Jeyratnam World’s Health Quarterly, 1990, 43, 139-152

Meccanismo di azione:
inibizione dell’enzima acetilconisterasi (AChE)

Tecniche analitiche strumentali:

Organofosforici → GC-NPD o GC-MS 

Carbammati → LC-MS



Scopo del lavoro: fornire un sistema di misura semiquantitativo
dei residui OP o C in alimenti

Caratteristiche del metodo:

semplicita’ (operatori non esperti)

rapidita’ (15’ analisi)

robustezza (utilizzabile in campo)

compatibile con matrici non purificate (tecniche di estazione semplificate)

• strumentazione portatile Biosensore basato su

Elettrodi stampati (SPE)

Dispositivo proposto:

• minimo trattamento 
del campione



Principio del metodo 

• Dosaggio dell’inibizione dell’attività di AChE 

Biosensore a AChE

Acido acetico   +   tiocolinaacetiltiocolina
AChE

P → D pH

P’ → ox. Basso segnaleMediatore elettrochimico (TCNQ)

TCNQ(ox) + R-SH TCNQ(rd) + R-S-S-R

DPV (150-700 mV) TCNQ(ox)

e-

S

AChE



Modificazione degli elettrodi (CME): immobilizzazione del TCNQ

2 µl di 0.5 mM TCNQ 
in Nafion 5%

Intrappolamento in matrice polimerica

Graphite screen printed electrode
K3Fe(CN)6

FeCl3

1h Oven 100°C

8 µl of the mixture:

• 20 µl glutar-aldehyde

• 30 µl Nafion

• 100 µl of

•40 mg/ml BSA

• 10 mg/ml of ChOx

Dessicator

ChOx layer

Electrochemical mediator (Prussian Blue)

Electrode surface

Step 1

Step 2

Step 3

Modificazione degli elettrodi:immobilizzazione di colina ossidasi/Prussian Blue



Fasi della misura 

1 ml di tampone  + standard o campione

10’ incubazione

0.4 U/ml AChE

Fase 1

Substrato (0.5 mM)

Fase 2

60’’

misura

20’’

50 µl
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Valutazione dell’effetto matrice
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parathion methyl (ng/g)
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Carbaryl (ng/g)
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Analisi di campioni di origine animale contaminati 

Matrici non contaminate:

Latte
Uova
Carne
miele

Pesticidi 10 ng/g:

Carbaryl
Methyl parathion
Diclorvos 
Mevinphos 

+

Estrazione con acetone/esano

Gel-permeation

GC-NPD
LC-MS

Biosensore

Matrici contaminate

Recupero 80 – 100%

Falsi 
negativi

Recupero 
medio (%)

Latte NR 60

Uova NR 80

Carne NR 60

miele NR 90



Applicazione del metodo al monitoraggio di Clorpirifos-metile in vigna

Garantire l’adeguato livello di protezione alla vigna verificando il reale livello di 
insetticida presente:

Ridurre il numero di trattamenti

Ridurre il quantitativo di P.A applicato

Monitorare il livello di residuo in fase di raccolta

Introdurre un nuovo approccio per l’estrazione:
estrazione con tampone acquoso

FASI DI LAVORO

Ottimizzazione del biosensore

Confronto P.A. vs Preparato commerciale (Reldan)

Confronto estrazione con solvente vs estrazione con tampone

3

Clorpirifos metile



I%50=35 ng/ml

DL= 25 ng/ml

Range di misura 25-100 ng/ml

Chlorpyrifos methyl (ng/ml)
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Reldan 22

I2-I1

I2

I%=

Correlazione reldan – standard puro

Y = 0.85 x + 15.40 
r2 = 0.992



Analisi su campioni di vite trattate con Reldan (clorpirifos metile)

Matrici: acini e foglie

Estrazione:
Etilacetato,
Mix, sonicatore
centrifuga

Purificazione: 
SPE-C18

+
Liquido liquido

Analisi: GC-NPD Biosensore

Tampone fosfato
Agitazione manuale 1’
10’ T.A.
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Risultati biosensore

Risultati GC (acini):

Campione ng/ml

0 700
1 800
5 650
11 350
14 450
21 400

Rapporto uva/foglie 

1-6    giorno 1:25
12-21 giorno 1:12

Rapporto superficie/massa

Foglia>>acino 

Rapporto superficie esposta/superficie 

Foglia>acino 


