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Introduzione

Nel corso degli anni, in ambito scientifico, le tecniche analitiche richiedevano troppo tempo

per svolgere le analisi e generare i risultati. Per questo ¢ nata la necessita di avere una tecnica
analitica, uno strumento che rendesse le analisi piu efficienti ma soprattutto piu veloci e
immediate.

Pensando a questi bisogni, sono entrati in gioco i biosensori che consentono il rilevamento di
varie tipologie di sostanze, fornendo i dati finali in grande velocita e precisione, con la
produzione piccole quantita di residui di scarto. I biosensori sono stati utilizzati in molti
settori scientifici, come ad esempio 1’ambito medico, 1’ambito biologico o 1’ambito
alimentare.

La seguente tesi intende descrivere le varie funzioni e applicazioni dei Biosensori in ambito
scientifico, soprattutto focalizzandosi sulla ricerca di analiti specifici in ambito alimentare.
Prima verranno trattate le varie tipologie di biosensori e poi si approfondiranno argomenti
riguardanti le analisi su matrice alimentare come: determinazione della Salmonella,

determinazione di Micotossine € la rivelazione di antibiotici.

In fine si andranno a mettere a confronto i vari risultati e la vera efficienza dei Biosensori



Capitolo 1
Biosensori come nuova tecnologia

In molti ambiti scientifici la necessita di avere risultati e dati analitici immediati ha portato
all’utilizzo di tecniche analitiche innovative. Fra queste tecniche troviamo i biosensori,
strumenti utilizzati per effettuare analisi immediate e ridotto scarto in grado di fornire dati
precisi e attendibili.

I Biosensori possono essere utilizzati su matrici e substrati di qualsiasi genere e grazie a
questa caratteristica prendono impiego in svariati settori scientifici, come ad esempio quello
alimentare, quello medico o quello biotecnologico.

Un'altra caratteristica che inserisce i biosensori tra le migliori tecniche analitiche ¢ la
praticita d’uso, essi possono essere utilizzati anche da operatori meno esperti grazie alla
facilita di esecuzione e utilizzo.

L’ennesima caratteristica fondamentale che riguarda i biosensori di qualsiasi tipologia ¢ la
sostenibilita.

Andando ad analizzare piu approfonditamente le caratteristiche che sono racchiuse
all’interno dei biosensori, un attributo fondamentale che ritroviamo subito ¢ la “specificita”,
cio¢ la capacita di reagire solamente con un determinato analita o alcuni degli elementi che

lo caratterizzano, nella matrice in analisi. Quindi la specificita € una caratteristica
fondamentale nelle analisi svolte tramite questi strumenti.

Un altro dei tanti fattori che caratterizzano i biosensori ¢ la velocitd di esecuzione e di
generazione dei dati analitici. Infatti, il meccanismo dei biosensori ¢ in grado di generare i
risultati dell’analisi in una manciata di secondi, questa caratteristica ha rivoluzionato il
mondo scientifico rendendo tutto molto piu efficiente.

In fine il basso prezzo di costruzione dei biosensori fa di esso uno strumento davvero

vantaggioso.



Di seguito sono riportate tutti i vantaggi che caratterizzano i biosensori:

> Basso costo;

» Velocita di risposta;

» Semplicita;

» Rapidita d’uso;

» Elevata specificita e sensibilita;
» Dimensioni ridotte;

» Facilita di trasporto;

» Minore pretrattamento del campione;

Figura 1: Dimensione di due tipologie di biosensori rispetto ad una moneta da 10 cent

. (P. Nolan et al 2021)



1.1 Composizione e struttura dei biosensori

I biosensori sono dispositivi utilizzati per misurare le reazioni biochimiche attraverso segnali
generati dalla presenza di uno specifico analita.

Questi strumenti sono in grado di convertire un’attivita biologica in un segnale, misurabile
mediante la stretta integrazione di un elemento biologico sensibile con un sistema
strumentale che poi generera il dato analitico.

11 biosensore ¢ composto da svariate parti ma le parti fondamentali che lo caratterizzano sono
due: un biorecettore ed un trasduttore.

La prima struttura che compone il biosensore, consiste in un elemento sensibile chiamato
“biorecettore”, composto da materiale organico, che sara poi l’elemento che andra ad
interagire con 1’analita. Questa componente organica del biorecettore puo essere di diverse
tipologie come ad esempio, un enzima, un anticorpo o magari DNA e RNA e altre strutture
differenti per ogni tipologia di analisi.

La seconda struttura che va a comporre il biosensore ¢ un “trasduttore”, cio¢ la componente
elettronica che converte i segnali ricevuti dal biorecettore in veri e propri dati analitici e
segnali rilevabili. Anche il trasduttore puo essere di diversi tipi in base al tipo di analisi che

si svolge o al tipo di analita che si cerca. (F. Malvano, 2020)

Ricapitolando i biosensori sono composti da due parti fondamentali un biorecettore che
interagisce con il substrato organico ed un trasduttore che trasforma il segnale in dati
analitici. Andando ad analizzare il segnale generato dal substrato a contatto con il
biorecettore, in base ai diversi tipo di analisi si possono avere diversi tipi di segnali come ad
esempio un segnale ottico, termico o elettrico che poi € convertito per mezzo di un

trasduttore adatto in parametro elettrico misurabile, solitamente una corrente o una tensione.
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Figura 2: Struttura e composizione di un biosensorie.
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1.2 Tipologie differenti di biosensori

I biosensori sono degli strumenti analitici che vengono utilizzati per molteplici tipologie di
analisi e per questo sono stati creati e sperimentati diversi biosensori, in questo capitolo ne
verranno descritte le tipologie.

I biosensori si basano su diversi principi come:

Biosistemi: in questi biosensori, cambiamenti nel pH, metabolismo cellulare ed espressione
genica possono essere quantificati analizzando la risposta dei trasduttori in presenza di un
analita target.

Bioaffinita: i biosensori basati sulla bioaffinita sono ampiamente utilizzati nella separazione

e rilevamento di biomolecole. Questi usano componenti molecolari come gli elementi di
rilevamento tipo anticorpi, peptidi, proteine ecc...

Biocatalitici: sono biosensori a base di enzimi, strumenti analitici robusti in cui gli enzimi
vengono utilizzati come elementi di rilevamento biologico. In alcuni di questi biosensori, le
molecole enzimatiche possono essere immobilizzate sul trasduttore specifico per migliorare

la riproducibilita del rilevamento. (F. Piroozmand, et al, 2020)
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Figura 3: differenziazione dei principi utilizzati dai biosensori.

(F. Piroozmand et al 2020)



1.2.1 Biorecettori

I biosensori sono comporti da una parte organica, il biorecettore e da una parte elettronica, il
trasduttore. Quindi la prima suddivisione avviene in base al tipo di biorecettore o elemento
sensibile.

e Enzimi

e Proteine

e Anticorpi;

e DNA/RNA;

e Aptameri;

e Intere cellule;

In base all’azione del biorecettore i biosensori si possono dividere in tre tipologie.

Sensori di affinita: quando il biorecettore si lega all’analita.

Sensori metabolici: quando il biorecettore e I'analita provocano una modificazione chimica
che puo essere usata per misurare la concentrazione di substrato.

Sensori catalitici: quando il biorecettore si combina con I’analita ¢ non lo cambia

chimicamente ma lo converte in substrato ausiliario.
1.2.2 Trasduttori

La seconda differenziazione che si pud fare ¢ in base al trasduttore cio¢ la componente

elettronica che fornisce il dato analitico, che si dividono in:

Trasduttori elettrochimici: convertono i segnali biochimici risultanti dal riconoscimento
dell'analita in segnali elettrici. Questo tipo di trasduttore mostra un'eccellente precisione,
ripetibilita e risoluzione, ma pud essere facilmente influenzato dalle variazioni di
temperatura, con conseguente breve durata di conservazione.
I biosensori elettrochimici utilizzano principalmente enzimi come parte di riconoscimento a
causa della specificita delle reazioni enzimatiche.
Di questi trasduttori se ne conoscono diversi tipi ma i piu utilizzati sono:

e trasduttori amperometrici o voltammetrici, dove la corrente prodotta dalla differenza

di potenziale tra degli elettrodi e l'analita contribuisce alla generazione di una

reazione redox.
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e trasduttori potenziometrici, essi misurano il potenziale di una cella elettrochimica. 1l
trasduttore si compone solitamente di un elettrodo (ione-selettivo) e di un elettrodo
di riferimento.

e Trasduttori empediometrici, misurano le fluttuazioni nella conduttanza di carica
quando la molecola bersaglio si lega selettivamente alla superficie del sensore. Le
tecniche impedimetriche sono state utilizzate per monitorare le reazioni catalizzate
da enzimi o gli eventi di bioriconoscimento di cellule intere, microrganismi,
anticorpi, proteine leganti specifiche ed altre tipologie di sostanze. (F. Piroozmant, et

al. 2020)

Trasduttori ottici: rilevano i cambiamenti nelle lunghezze d'onda emesse e sono classificati

in due gruppi: label-based (indiretto) e label-free (diretto). Il processo di rilevamento avviene
utilizzando segnali luminescenti, fluorescenti o colorimetrici. Andando ad analizzare nello
specifico i trasduttori a fluorescenza vediamo che,i biosensori fluorescenti utilizzano la
lunghezza d'onda di emissione, durata della fluorescenza o anisotropia della fluorescenza
come informazione analitica. I segnali possono essere derivati da variazioni di pH, carica,
polarita o viscosita.

I trasduttori colorimetrici fanno parte di biosensori ottici che agiscono sulle base dei
cambiamenti nelle lunghezze d'onda all'interno dello spettro del visibile e hanno i vantaggi di

esse molto rapidi e di essere osservati ad occhio nudo. (F. Piroozmant, et al. 2020)

Trasduttori di massa: anche detti di onde, si basano sul rilevamento del cambiamento di
massa. Sensibile alla massa, i biosensori sono sensori label-free in cui le fluttuazioni di
massa sono indotte dai processi di riconoscimento biologico.

Un'altra tipologia di trasduttori di massa sono i trasduttori calorimetrici o termici, che
misurano le fluttuazioni entalpiche e hanno notevole potenziale nei saggi bioanalitici.

(F. Piroozmant, et al. 2020)

Tabella 1: tipologia di trasduttori

Trasduttore Principio di utilizzo

Elettrochimici Segnali elettici

Ottici Segnali fluorescenti, colorimetrici e luminescenti
Massa Cambiamento della massa

11



Capitolo 2
Analisi e determinazione della Salmonella con 1’utilizzo di

biosensori

La Salmonella ¢ uno dei principali batteri patogeni di origine alimentare a livello globale ed

¢ stato ritrovato in una vasta gamma di alimenti. Un microrganismo capace di provocare
gravi danni a chi lo assume come ad esempio: diarrea, gastroenterite, tifo e altri sintomi. (W.
Qi et al 2021).

Salmonella ¢ una specie Gram-negativo a forma di bastoncello appartenente alla famiglia
delle Enterobacteriaceae. Contiene due principali specie, Salmonella enterica e Salmonella
bongori. Attualmente sono stati identificati piu di 2600 sierotipi di Sa/monella. (E. Barilleau
et al 2021)

La presenza di Salmonella negli alimenti ¢ stata regolata in modo rigiroso nel corso degli
anni grazie a numerose leggi e regolamenti a riguardo come, ad esempio il regolamento (CE)
n. 2073/2005 della Commissione (modificato dal n. 1441/2007) richiede l'assenza di
Salmonella in un definito quantita di un determinato prodotto alimentare (10 o 25 g) posto

sul mercato durante il periodo di validita. (Y. Shen et al 2020)

L’individuazione rapida e sensibili di questo microrganismo ¢ una misura chiave per
prevenire e controllare le malattie di origine alimentare. Allo stato attuale i metodi di
rilevamento includono principalmente 1’allevamento di colture su piastra, ELISA, I’acronimo
di enzyme-linked immunosorbent assay (saggio immuno-assorbente legato ad un enzima), si
tratta di un versatile metodo d’analisi immunologica che rientra nella categoria dei test
immunoenzimatici (M. Minniti et al 2020) e la reazione a catena della polimerasi. Tuttavia,
questi metodi richiedono tempo o sono carenti di sensibilita o richiedono un pretrattamento

di campioni complessi. Pertanto, ¢ urgente sviluppare un metodo semplice, rapido e sensibile
per la rilevazione di Salmonella. (W. Qi et al 2021)

Le analisi precedentemente citate richiedono troppo tempo e personale qualificato ed ¢ per

questo che la necessita di utilizzare biosensori in questo ambito ¢ sempre piu grande.
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In questo capitolo andremo ad analizzare 1’utilizzo di biosensori per la determinazione di

Salmonella su alcune matrici alimentari.
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Figura 4: Panoramica schematica dei biosensori per il rilevamento della Salmonella

(Y. Shen et al 2020)

2.1 Materie prime analizzate

Nel mondo scientifico la presenza di Salmonella ¢ stata riscontrata su molteplici alimenti
come, uova crude (o poco cotte) e derivati a base di uova, latte crudo e derivati del latte
crudo (compreso il latte in polvere) carne e derivati (specialmente se poco cotti) salse e
condimenti per insalate.

In questa analisi sull’utilizzo dei biosensori per la ricerca di Salmonella si sono osservate
tecniche analitiche svolte su tutti quegli alimenti in cui la Salmonella ¢ in grado di sviluppare

e proliferare comodamente. Considerando la capacita di determinati biosensori di lavorare su
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qualsiasi tipologia di substrato, non ci sono state analisi specifiche sugli alimenti ma su

componenti organiche generali caratteristiche di essi.

2.2 Strumentazione utilizzata

La strumentazione utilizzata in questo tipo di analisi consiste i determinati biosensori
specifici per la ricerca di Salmonella, che vengono a contatto con diverse tipologie di
campioni derivanti da matrici alimentari.

Nei biosensori il biorecettore ha un ruolo fondamentale, anche nelle analisi per la
Salmonella. Per rendere specifico e sensibile il rilevamento si possono utilizzare biosensori
composti da diversi tipi di biomolecole in grado di riconoscere target differenti come ad
esempio,in questo caso la Salmonella. (Y. Shen et al 2020)

In generale i biosensori utilizzati per la ricerca di Salmonella sono:

Biosensori elettrochimici: questa tipologia di biosensori ¢ dotata di un elevata sensibilita e
questa caratteristica li rende adatti per il rilevamento di Salmonella, inoltre sono
caratterizzati dal basso costo e dalla possibilita di essere miniaturizzati. Essi si basano sulla
presenza di diversi trasduttori che li suddividono in amperometrici, voltammetrici,
impedimetrici e potenziometrici (Y. Shen et al 2020).

Tutti questi biosensori elettrochimici si basano su un segnale generato dal passaggio di

corrente elettrica in un trasduttore specifico.

Biosensori amperometrici: questo biosensore va a misurare I’intensita di corrente che si
genera sull'applicazione di un potenziale costante durante un fisso periodo di tempo. Essendo
uno dei biosensori piu utilizzati ha un ruolo importante anche nella determinazione di
Salmonella. Si basano sull’interazione fra anticorpi marcati e perline immunomagnetiche
(IMB) (Y. Shen et al 2020), queste IMB reagiscono efficacemente ad una data risposta

immunologica, generata dall’anticorpo a contatto con Sa/monella.

Biosensori voltammetrici: questi monitorano le variazioni di corrente sotto potenziali
variabili. Questo monitoraggio avviene nel momento in cui le cellule batteriche si attaccano
alla superfice dell’elettrodo. Spesso per 1’ibridazione di un DNA bersaglio si utilizzano
sonde di DNA immobilizzato, basate su diverse tecniche di rilevamento come il ciclico di

voltammetria e voltammetria differenziale a impulsi (Y. Shen et al 2020).
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Biosensori impedimetrici: misurano le variazioni di un campo elettrico. Piu precisamente
vanno a misurare il grado di impedenza, cio¢ una grandezza elettrica che misura la facilita
con cui una corrente alternata passa in un circuito elettrico; ¢ pari al rapporto tra la tensione
applicata ai capi del circuito e I'intensita della corrente che vi scorre e si misura in ohm.

Molto utilizzati per la Salmonella dato che sono dotati anche di minor tempo di analisi,

maggiore sensibilita e potenziale di miniaturizzazione (Y. Shen et al 2020).

Biosensori potenziometrici: utilizzano un voltmetro ad impedenza elevata per misurare la
differenza di potenziale elettrico e forza elettromotrice tra il lavoro e il riferimento degli
elettrodi sotto un flusso di corrente nullo o trascurabile. Per fare questo si utilizza un metodo
potenziometrico basato su un microelettrodo a membrana polimerica selettiva al cadmio che

viene utilizzato come microelettrodo specifico per Salomenlla (Y. Shen et al 2020).

Biosensori ottici: questi biosensori sono in grado di convertire le interazioni dei biorecettori
con i loro bersagli in segnali ottici misurabili tramite 1’utilizzo di un dispositivo che
comprende un trasduttore. Offrono la possibilita di analisi in situ perche consentono la
quantificazione in tempo reale e consentono il rilevamento non distruttivo del segnale (W.

Tao et al 2021). Nello specifico 1 biosensori ottici, specifici per Salmonella, si possono
dividere in diversi tipo, ad esempio biosensori colorimetrici, a diffusione Raman potenziata

in superficie (SERS), fluorescenti e a risonanza plasmonica superficiale (SPR) e basati su

diversi meccanismi ottici di trasduzione del segnale (Y. Shen et al 2020).

Biosensori colorimetrici: sono stati ampiamente studiati su due basi principali, la prima
riguarda le caratteristiche ottiche intrinseche delle nanoparticelle ¢ la seconda riguarda il
cambiamento di colore originato da enzimi o reazioni chimiche. Sono molto utili per il
rilevamento di Sal/monella causa dei loro vantaggi di risposta rapida, funzionamento

semplice e non c'¢ bisogno di apparati complicati (Y. Shen et al 2020).

Biosensori a base microfluidica: comprende principalmente due parti: un chip
microfluidico

e un dispositivo portatile. Il chip & costituito principalmente da tre parti: un miscelatore
vibrante attivo per una miscelazione efficiente degli MNB (nanosfere magnetiche

immunoglobuliniche), il campione e MOF (metal-organic framework), un canale di

15



incubazione a serpentina per sufficiente formazione dei complessi sandwich MNB
Salmonella-MOF, ed in fine una camera multifunzionale per la separazione magnetica dei

complessi (W. Qi et al 2021).

Signal processor Moniloring sysiem
Currend Oginion in Food Scence

Figure 5: processo, dalla produzione al dato analitico.

(. S. Oliveira et al 2019)

2.3 Tipologia di analisi e metodica utilizzata

Le metodiche della analisi svolte tramite 1’utilizzo dei biosesnori per la ricerca di Salmonella
sono tuttora sperimentali dato che i biosensori come strumento sono una nuova tecnologia.
Spesso le analisi venivano svolte su campioni pretrattati con Salmonella o direttamente sul
microrganismo stesso. In questa parte di capitolo andremo ad analizzare le fasi di alcune

metodiche utilizzate per la determinazione di Salmonella.

- Pretrattamenti dei substrati:

il pretrattamento del campione ¢ una parte fondamentale per i biosensori dedicati alla
Salmonella, nei campioni alimentari si mira a ridurre anche la complessita delle matrici
alimentari e ad aumentare la concentrazione di batteri bersaglio. (Y. Shen et al 2020)

Un esempio ¢ il pretrattamento di campioni di latte, addizionati con tre diverse

concentrazioni di Salmonella typhimurium e tre diverse concentrazioni di una soluzione di

16



miscela contenente Escherichia coli, diluiti in precedenza in PBS (tampone fosfato salino).

(F. Malvano et al 2020).

- Tecniche analitiche
Le tecniche analitiche utilizzate per la ricerca di Salmonella tramite biosensori sono
molteplici. In questo paragrafo vengono approfondite tecniche che usano biosensori a base

microfluidica.

-Biosensori a base microfluidica: andando a studiare due analisi differenti, che utilizzano
entrambe questo biosensore osserviamo che, nella prima il rilevamento ottico ed
elettrochimico sono spesso integrati a dispositivi microfluidici per il rilevamento di
Salmonella. (Y. Shen et al 2020)

La metodica attuata in questo caso dice che il chip microfluidico consiste in una zona di
separazione con fili di nichel e una zona di rilevamento con motivi in nichel. Gli agenti
patogeni bersaglio sono catturati da nanosfere immunomagnetiche (MNB) e sono separati
usando una forza magnetica laterale successivamente sono intrappolati tra modelli di nichel,

a causa della forte forza magnetica tra questi modelli di nichel.

Dopo di che avviene I’etichettatura con QD cio¢ tramite I’utilizzo dei punti quantici, meglio
conosciuti come quantum dots, che consistono in nanoparticelle di materiali semiconduttori

con eccellenti proprieta spettroscopiche. Tramite 1’etichettatura con QD ¢ stato possibile
rilevare nel latte, S. Typhimurium con una concentrazione di 5,4 x 103 UFC/ mL per
campione.

Sono stati utilizzati dei biosensori a base microfluidica d’impedenza per la determinazione
rapida di diversi sierotipi di Salmonella spp nei prodotti avicoli.

I campioni di pollame vengono iniettati nel biosensore attraverso l'ingresso principale, dove

le cellule batteriche percorrono la regione di rilevamento spinte da una forza di troforesi
dielettrica positiva. In fine il campione entra in contatto con gli anticorpi, specifici per
Salmonella, generando il segnale che verra rilevato. Questo biosensore ha consentito il

rilevamento sensibile di Salmonella a 7 cells / mL in 40 min. (Y. Shen et al 2020)
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Nella seconda analisi invece si va ad utilizzare una tecnica di rilevazione per la Salmonella
differente dalla precedente.

Il campione su cui viene fatta I’analisi ¢ della cane di pollo arricchita con microorganismi
bersaglio, in questo caso cellule di Salmonella.

La prima fase ¢ quella di sottoporre 25g di campione con 225ml di terreno di arricchimento
allo stomacher in moda da omogenizzare la carne. L’analisi viene svolta su campioni in cui
sono state aggiunte diverse concentrazioni di Salmonella typhimurium che vanno da 1,6 x

101 — 1,6 x 106 UFC / mL. Lo step successivo consiste nell’utilizzo del biosensore
microfluidico sui campioni precedentemente descritti. Per rilevare una concentrazione
sconosciuta di microorganismi ¢ stata stabilita una curva tra assorbanza e il logaritmo della
concentrazione batterica. Prima di tutto sono stati preparati gli MNB immuni. La
composizione finale della miscela utilizzata consiste in 500 pL del campione batterico a
ciascuna concentrazione (1,5 x 101-1,5 x 107 UFC / mL), 20 pg degli MNB immuni (in 500
pul di acqua deionizzata) e 80 pg di MOF immuni (in 500 pl di acqua deionizzata)
simultaneamente iniettato nel chip microfluidico a una velocita di flusso di 30 pL / min,
rispettivamente, seguito da miscelazione nel miscelatore , utilizzato per miscelare
rapidamente il soluzioni e migliorare I’elaborazione delle immagini con maggior sensibilita.

In seguito, avviene I’incubazione all’interno del canale serpentino, con conseguente
formazione del complesso MNB-Salmonella-MOF (W. Qi et al 2021).

Dopo questa fase tramite lavaggio con acqua deionizzata vengono rimossi tutti i MOF non
legati, mentre i complessi formati sono legati nella camera multifunzionale ed il motore
vibrante viene posto sotto la camera per migliorare la reazione catalitica per 15 min.

In fine un particolare computer il Raspberry Pi camera va ad analizzare i dati generati e a
determinare la concentrazione batterica.

Con questa metodica si ¢€ riuscito a rilevare Salmonella typhimurium a partire da 14 UFC /

mL in 1 ora (W. Qi et al 2021).
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2.4 Risultati e Conclusioni

In conclusione, i biosensori si sono rilevati uno strumento molto utile per il rilevamento dei

Salmonella su matrice alimentare, grazie alla versatilita delle varie tipologie di biosesnori

che possono essere utilizzati per le analisi.

I biosensori hanno permesso il rilevamento di Salmonella principalmente su carni avicole

sfruttando 1 diversi principi generando valori accettabili e con velocita.

Entrambe le metodologie rappresentate che utilizzano un biosensore a base microfluidica si

sono rivelate molto efficienti per la determinazione di Salmonella negli alimenti. Sono stati

utilizzati gli stessi principi ma con rilevatori finali differenti.

Tabella 2

Tabella riportante i risultati del metodo 1 e del metodo 2, analisi

Salmonella

Biosensore Matrice Recettore Rivelatore Quantita
alimentare rilevata su
tempo

Metodo 1 microfluidico | Alimenti anticorpi 7 cellule / mL
derivanti dal in 40 min
pollo

Metodo 2 microfluidico | Carne di Quantum dots | Raspberry Pi | 14 UFC / mL
pollo (QD) in 1 ora
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Capitolo 3

Biosensori utilizzati per la determinazione di tossine in ambito
alimentare

L'espansione del commercio globale ha accresciuto la consapevolezza dei consumatori sui
rischi generati dalla presenza di tossine negli alimenti, rendendo necessari vari e severi
requisiti di sicurezza e qualita.

Di conseguenza, le autorita di tutto il mondo hanno istituito rigide normative per regolare il
livello di tossine negli alimenti.

Le tossine microbiche presenti nelle matrici alimentari possono essere classificate in tre tipi:
(1) micotossine (es. aflatossine, zearalenone, citrinina, fumonisine e patulina),

(2) tossine batteriche (es. colera, ricina e enterotossina stafilococcica),

(3) tossine algali.

(R. Gupta et al 2021)

Le tossine microbiche di qualsiasi tipologia sono un grande problema in ambito alimentari,
dato che se ingerite possono causare numerose malattie di diverso tipo, come intossicazioni
scaturite dall’assunzione di alimenti contaminati. Le tossine pitt comuni che si possono
trovare negli alimenti sono le micotossine essendo le pit abbondanti in natura.

Le micotossine presenti negli alimenti sono prodotti funghi appartenenti ai generi
Aspergillus, Penicillum e Fusarium. (J. Kochman et al 2021)

Le micotossine presenti in natura sono in genere molto resistenti ai trattamenti o anche alle
diverse situazioni ambientali, influenzano una varieta di raccolti molto vasta, queste tossine
pericolose possono anche raggiungere gli esseri umani tramite latte, uova e carne che
possono fungere da vettori di trasporto di tossine dopo essere stati contaminati. (I.S. Oliveira
et al 2019).

La necessita di andare a prevenire la proliferazione di tossine e I’eliminazione di esse dagli
alimenti ha reso sempre piu numerose le tecniche analitiche per la determinazione delle
tossine di tutti i tipi. Fra queste analisi spiccano anche i biosensori come nuova tecnologia

utilizzata per questo tipo di analisi.
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Figura 6: Dalla tossina al dato analitico.

(R. Gupta et al 2021)

3.1 Materie prime analizzate

Nel caso della ricerca di tossine e micotossine, le materie prime di origine alimentare,
sottoposte alle analisi sono di vario genere e tipo. La vastitd dei campioni alimentari
utilizzati ¢ data dal fatto che le tossine, ad esempio, sono prodotte da diverse tipologie di
microorganismi che proliferano su differenti alimenti.

Allo stesso modo le micotossine provenienti da funghi si depositano e crescono su altrettante
tipologie di alimenti. Per questo non si possono definire delle categorie di alimenti sottoposti

a queste analisi.

3.2 Strumentazione utilizzata

Gli strumenti utilizzati in questo tipo di analisi, fra tutti i biosensori precedentemente citati,

sono principalmente i biosensori elettrochimei, nello specifico biosensori impediometrici.

Come nel caso di altre analisi oltre ai biosensori elettrochimici per la determinazione di
tossine e micotossine vengono utilizzati anche biosensori potenziometrici e biosensori
amperometrici che fanno comunque parte dei biosensori elettrochimici.

Sono usati anche biosensori ottici con sensori di fluorescenza e biosensori piezoelettrici,
quest’ultimi sono basati su un trasduttore formato da un cristallo di quarzo placcato in oro,
quando avviene il riconoscimento della molecola la superficie porta a un cambiamento di

massa e vibrazioni specifiche generando un segnale elettrico che viene inviato attraverso il

21



cristallo di quarzo, inducendolo cambiamenti nella frequenza di risonanza. (I.S. Oliveira et al
2019)

Naturalmente oltre alle analisi che sfruttano i biosensori sono utilizzate da anni analisi
normate da autoritd europee come, metodi basati su colture, test immunologici ¢ metodi
molecolari basati su PCR. Metodi questi ultimi con molti limiti come lentezza e difficolta di

preparazione dei campioni. (R. Gupta et al 2021)

3.3 Tipologia di analisi e metodica utilizzata

In questo capitolo andremo a vede lo svolgimento di analisi che sfruttano biosensori per la
ricerca di determinate tossine su diverse matrici alimentari, in particolare una micotossina e
due aflatossine (descrizione).

In primis si ¢ visto come la tecnica della spettroscopia di impedenza elettrochimica (EIS) si
presenta come uno strumento utile per l'identificazione delle micotossine € per monitorare i
cambiamenti che si verificano nell'interfaccia originata tra una superficie dell'elettrodo
modificata da una piattaforma nanostrutturata a contatto con una sonda redox. (I.S. Oliveira
etal 2019)

L’EIS presenta come parametro principale i valori di resistenza al trasferimento di carica
strettamente correlata ad un evento che si crea come ad esempio: 1’'immobilizzazione di
micotossine o la reazione generata tra il contatto tra un anticorpo e un antigene.

Per la rilevazione di AFB1, un tipo di aflatossina chiamata aflatossinaB1, viene utilizzato un
immunosensore impedimetrico composto da nanofibre di polianilina (PANI) rivestite con
AuNP (nano particelle d’argento) in elettrodi a disco di ossido di indio e stagno molto
sensibili a AFB1 nel mais. (I.S. Oliveira et al 2019)

Il principio dell’analisi si basa sull’interazione fra un anticorpo specifico e il suo antigene
specifico.

Andando a monitorare i valori di impedenza da EIS 1’aflatossina AFB1 ¢ stata rilevata con

un intervallo lineare di 0,1-100 ng / mL 1 e LOD di 0,05 ng / mL 1.

Nella second analisi si va a ricercare PAT (micotossina Patulina) cio¢ un tipo di micotossina

contenuta nel succo di mela.
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Il componente fondamentale di questa analisi sono gli aptameri (descrizione) composti dagli
oligonucleotidi a filamento singolo (RNA o DNA) e che possono legarsi con elevata
specificita per un'ampia gamma di obiettivi, tra cui micotossine e funghi tossigeni(l.S.
Oliveira et al 2019)

Gli aptameri hanno il vantaggio di essere molto piu economici rispetto all’utilizzo degli
anticorpi e gli aptameri sono piu facili d rilevare dalle piattaforme di rilevamento biologico.
Un recente studio ha mostrato 1'uso di aptameri per la rilevazione di PAT nel succo di mela a
cui si accede da EIS (spettroscopia di impedenza elettrochimica). L'assemblaggio dell'anti-
PAT-aptamero cio¢ un complesso formato da un aptamero un anticorpo e PAT, sulla
superficie degli elettrodi d'oro serigrafati (AuSPE) abilitato il rilevamento di PAT con alta
sensibilita con un LOD e un LOQ rispettivamente di 2,8 ng /L 1 ¢4,0ng /L 1. (I.S. Oliveira
etal 2019)

Si ¢ visto che l’utilizzo di un rilevatore impedimetrico puo essere utilizzato anche per la
determinazione di AFM1 (aflatossina M1), un tipo di micotossine presente negli alimenti. In
questa analisi come in quella precedente si sfruttano degli aptameri che con la presenza di
anticorpi formano il complesso dell'anti-AFM1 aptamer. Con questo metodo si sono ottenuti

dei valori con intervallo dinamico di 2-150 ng L 1 conun LOD di 1,15 ng L 1. (I.S. Oliveira
etal 2019)

ELECTRODE MATERIALS
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Figure 7: schema che mostra una varieta di materiali per elettrodi utilizzati per la costruzione di biosensori

(R. Gupta et al 2021)
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Table 3

Examples of biosensors developed for detection and quantification of mycotoxins

Mycotoxin Recognition elament  Transducertechnigua Matrix LOD Referance
AFB1 Aptamear Flurorescence (FRET) Maiza and wheat  0.0004 pgul (132
AFB1 Antibody Impedimetric {CW/EIS) Corn flour 0.7%9pgg " 62
AFB1 Organic framework  Piezoeleciric (QCM) Peanut, pistachio, 28pgmL~’ [25]
composite rica, and whaat
AFB1 Antibady Impedimetric (EIS) Comn D.0SngmL~" (63
AFB1 Antibody Piezoalectric {QCM) x 1.825ngmL~" [28]
AFB1 Antibody Piezoaleciric (M) Peanut D.83ngkg ™’ a3y
AFB1 Antibady Potentiometric (DPV) Corn powdar 35pgmL~’ (Tl |
AFE1 AFB2 Aptamer Optical (SPR) Vinegar 0.18ngmL~" [=8]
Citrinin Antibody Flurorescence (FRET) Human serum 0.1 pM [ |
Cyclopiazonic acid Antibady Optical (SPR) Maize and cheese  0.28ngmlL " [134)
DOM ZEM T-2 taxin Antibody Dptical (SPR) Wheat 15pgkg_:3¢p.ghg'1 [25]
12pgkg
Fumnonisin B1 Aptamear Impedimetric (EIS) Maize 2pM [135]
HT-2 towin T-2 toxin AFM1  Antibody Amperometric Human urine D4ngmL~" 1ngmL™" [138]
0.2ngmL*
OTA Aptamer Impedimetric [EIS) Grape and 0.030ngmL~" (a7
commadities
OTA Aptamer Amperometric (V] Fed wine 0.23pgmL~’ (133
OTA Antibody Piezoelectric (QCM) Red wine Oi6ngmL " [13g]
OTA Antibady Optical (SPR) Coffes 38ngmL" (140
OTA Aptamer Impedimetric [EIS) Fruit juice 5.2 fgml~" [141]
OTA Black phosphorene  Potentiometric (DPV) Grape juice and DiBpgmL~’ a2
red wina
OTA Antibady Piezoalectric (QCM) x 17.2ngmL~" a9
OTA AFM1 Antibody Potentiometric (CV) Red wine and milk 0.15ngmL~" 3.04ngmL"  [70]
PAT Aptamer Potentiometric (EIS/DPY)  Juice 0.27 pgmL-? (43
PAT Aptamer Impedimetric (EIS) Apple juice 28ngL~" [66]
Sterigmatocystin Soybean peroxidase  Amperometric Camn 23anML! 75
enzyms
T-2 toxin Aptamar Flurorescence (FRET) Maize and wheat  0.93pgmL~" 23
T-2 toxin Antibody Optical (SPR) Wheat 1.2ngmL-! [144]
ZEN Aptamer Amperometric (CVWDPV)  Maize DA7pgmL" [145]
ZEN Antibody Ampercmetric (CWDPY]  Corn and com 15pgmL~? 78]
products
ZEN Antibody Impedimeatric jcapacitive)  x 19pgmL" [148]
7EN Aptamer Potentiometric (CWDPY)  Maize 0.105pgmlL—! (|

Figura 8: tabella riportante esempi di biosensori specifici per tossine, e rispettivi dati analitici.

(1.S. Oliveira et al 2019)
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3.4 Risultati e Conclusioni

In conclusione, 1’avvento dei biosensori ¢ stato molto utile per la rilevazione di tossine e
micotossine di varie tipologie.

Biosensori che hanno rivoluzionato il mondo della analisi sugli alimenti soprattutto
nell’ambito delle tossine che sono e restano ancora in parte, un problema molto grande dati

tutti 1 danni che possono riportare negli organismi che le assumono tramite gli alimenti.

Nelle analisi riportate nel paragrafo precedente si ¢ osservato principalmente 1’utilizzo di
biosensori elettrochimici di natura impedimetrica, accoppiati all’utilizzo di sostanze selettive
come anticorpi o aptameri.

Osserviamo ora i dati analitici risultanti dai test precedentemente citati.

Tabella 3: risultati analisi sulle tossine

Tossina Biorecettore | Trasduttore Matrice LOD
alimentare
Analisi 1 AFBI Anticorpo Impedimetrico | Masi 0,05 ng mL
Analisi 2 PAT Aptamero Impedimetrico | Succomela | 4,0ngL
Analisi 3 AFM1 Anticorpo Impedimetrico | Generica 1,15ng L

In fine le Tecniche di laboratorio convenzionali rimangono i metodi di prima scelta per
rilevare le micotossine a causa della loro affidabilita, sensibilitd e sono in grado di
determinare diversissimi tipo di analiti.

Ma i biosensori si dimostrano ancora una tecnica analitica in grado di essere molto efficiente

e precisa anche se ancora sperimentale.
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Capitolo 4
Biosensori utilizzati per il riconoscimento e la determinazione
di antibiotici negli alimenti

Gli antibiotici sono un gruppo di composti antimicrobici molto utili impiegati in medicina
umana e veterinaria per trattare molte malattie infettive. Gli antibiotici veterinari sono
originariamente utilizzati negli animali per il trattamento e la prevenzione delle malattie e
vengono gradualmente aggiunti all'alimentazione per controllare il ciclo riproduttivo,
prestazioni di allevamento e anche come profilassi e crescita promotori, che supera di gran
lunga la loro applicazione come terapia animale attualmente (M. Majdinasab et al 2020).
L’utilizzo eccessivo degli antibiotici porta ad un accumulo degli stessi nell’organismo ed in
seguito ad una notevole perdita d’efficienza degli antibiotici stessi. La perdita dell'efficienza
antibiotica si traduce in oltre 700.000 decessi annuali in tutto il mondo e fino a 10 milioni di
morti nel mondo entro il 2050. A parte la salute umana, la contaminazione da antibiotici di
carne ¢ latte possono causare perdite economiche a causa di malattie indesiderate (T.
Kulikova et al 2020).

Per mantenere il cibo in sicurezza e tutelare la salute dei consumatori, i limiti massimi dei
residui di antibiotici (LMR) sono stati fissati dall'Unione Europea (UE); Ad esempio il
valore LMR di L'SDM nella carne ¢ di 100 pg/L. (A. Mohammad-Razdaria et al 2019)

I metodi tradizionali per l'analisi degli antibiotici richiedono, metodi come: cromatografia
liquida (HPLC), gascromatografia, elettroforesi capillare, spettroscopia Raman con
superficie migliorata e spettroscopia di mobilita ionica. Per essere sensibili e selettive queste
tecniche analitiche richiedono attrezzature costose e sofisticate, personale ben addestrato e
un trattamento dei campioni che richiede tempo e manodopera. Le tecnologie dei biosensori
invece offrono alternative ai complicati pretrattamenti dei campioni e al rilevamento di

alti livelli di contaminazione in maniera piu facile e veloce (T. Kulikova et al 2020).

Quando si rilevano residui di antibiotici negli alimenti e campioni biologici, i biosensori non

solo mantengono i vantaggi di alta specificita e sensibilitd con un semplice dosaggio, ma
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sono anche ultraportatili. Pertanto, i biosensori sono stati ampiamente utilizzati nel

monitoraggio in tempo reale residui di antibiotici (C. Zhou et al 2021).
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Figura 9: lllustrazione schematica dell'applicazione di vari nanomateriali ed elementi di bioriconoscimento nello
sviluppo di biosensori antibiotici. (M. Majdinasab et al 2020).
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4.1 Matrie prime analizzate

Le materie prime alimentari analizzate in questo capitolo sono principalmente alimenti in cui

¢ piu probabile la presenza di antibiotici.

Come gia detto in precedenza, gli alimenti che possono contenere antibiotici sono alimenti di
origine animale dato che gli animali da allevamento, soprattutto negli ultimi anni, subiscono
spesso trattamenti antibiotici sempre pitl massicci € invasivi.

Gli animali accumulano nel loro organismo questi antibiotici che poi ritroveremo nei
prodotti come ad esempio: carne di manzo, carne di pollo, latte, uova, pesce e molti altri

alimenti di origine animale.

4.2 Strumenti utilizzati

Uno dei componenti piu cruciali di un biosensore ¢ il biorecettore che pud fornire un
sensibile e selettivo processo di rilevamento. In questa sezione, diversi tipi di biorecettori
inclusi anticorpi, aptameri, DNAzyme, MIP e cellule, utilizzati vengono introdotti all’interno

di biosensori per antibiotici (C. Zhou et al 2021).

I biosensori che vengono utilizzati piu spesso per il rilevamento degli antibiotici negli
alimenti sono, biosensori voltammetrici, in analisi che sono state condotte in modalita a
corrente continua (T. Kulikova et al 2020), biosensori elettrochimici (EIS) utilizzando un
potenziostato/galvanostato collegato a un laptop dotato di un software specifico (A.
Mohammad-Razdaria et al 2019).

Oltre a questi tipi di biosensori anche i biosensori ottici sono ampiamente utilizzati per la
rilevazione di antibiotici a causa della loro sensibilita e specificita. Questi sono basati

sulla modifica delle caratteristiche ottiche quando I'analita bersaglio si lega in modo
specifico al biorecettore. In questo caso, la luce viene misurata come segnale di rilevamento

(M. Majdinasab et al 2020).

4.3 Tipologia di analisi e metodica utilizzata

Una delle principali metodologie analitiche sfrutta I’utilizzo di aptameri che come
gia detto in precedenza sono, oligonucleotidi a filamento singolo che possono essere

prodotto da un processo chimico piuttosto che da un processo biologico (M.

Majdinasab et al 2020).
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Una metodica analitica che utilizza gli aptameri come biorecettori di biosensori ¢ il
rilevamento di kanamicina nel latte.

La kanamicina ¢ un antibiotico utilizzato nel trattamento delle infezioni causate
principalmente da batteri Gram-negativi.

I1 biosensore aptamerico ¢ stato fissato capovolto e 2 pl della soluzione del farmaco
sono stati posti sulla sua superficie. L'elettrodo ¢ stato tappato con un tubo di plastica
per evitare l'essiccazione e lasciato per 20 min. Poi, ¢ stato lavato con acqua
deionizzata e sono state eseguite le misurazioni EIS. I campioni addizionati di latte o
yogurt sono stati prima termostati a 40 °C per 30 min, quindi diluiti con metanolo in
rapporto 1:3 v/v e centrifugato a 5000 rpm per 5 min. Il surnatante ¢ stato separato
dal sedimento e diluito 10 volte con un tampone fosfato (PB). Il biosensore ¢ stato
incubato per 20 min ed ¢ stata studiata la sua prestazione analitica (T. Kulikova et al

2020).

Un'altra metodica analitica che sfrutta i biosensori ed in particolare gli aptameri ¢ la
ricerca di sulfadimetossina (SDM), un medicinale veterinario a base del principio
attivo Sulfadimetoxina, appartenente alla categoria dei Sulfamidici e nello specifico
Sulfonamidi e si trova principalmente nelle carni.

Il rilevamento della SDM ¢ stato effettuato utilizzando i1 parametri ottimizzati. Il
biosensore aptamerico fabbricato ¢ stato immerso in una soluzione di SDM con
diverse concentrazioni (da 1,0 x 10—15 a 1,0 x 10—5 M) per 50 minuti. Dalla risposta
dell’EIS si ¢ osservato che aumentando la concentrazione di SDM, il diametro del
semicerchio diventa piu grande, semicerchio che include la resistenza al
trasferimento di elettroni e I’intervallo lineare della sezione corrisponde al processo

di diffusione a una frequenza inferiore, che € correlato al valore della resistenza al
trasferimento di carica (Rct). In condizioni ottimali, il biosensore qui proposto ¢ stato
utilizzato per rilevare SDM a varie concentrazioni. A tal fine, EIS ¢ stato impiegato

per preparare una curva di calibrazione tracciando ARct (Rctin presenza di SDM —

Rct in assenza di SDM) Vs la concentrazione logaritmica di SDM. Quando la
concentrazione di SDM € aumentata da 10—15 a 10—5 M, ARct & aumentato. La
curva di calibrazione di

il biosensore fabbricato indicava un intervallo di concentrazione lineare da
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Da1,0 x10-15a1,0 x 105 M.
Rispetto ad altri aptasensori, il biosensore fabbricato ha realizzato un LOD inferiore
con una risposta impedimetrica, offrendo un metodo relativamente sensibile per il

rilevamento di SDM. (A. Mohammad-Razdaria et al 2019).

Method sensing Dynamic range (M) LoD (M)

label-free aptasensor 16%1077-32% 107" 16x10°7
colarimetric aptasensor 32x10716x% 107" 22 x 107"
photoelectrochemical aptasensor (0.5-80)x107" 01x107°
upconversion aptasensor 32x10732x107" 35x107"
photoelectrochemical aptasensing (0.1-120)%107° 3x107"

amperometric aptasensor 32x107"32x%1078 12x107Y
impedimetric aptasensor 10 107510 x 1073 37x107

Figura 10: Alcuni metodi di rilevamento basati su biosensori aptamerici per la determinazione di SDM. (A.
Mohammad-Razdaria et al 2019).

4.4 Risultati e Conclusioni

Di recente, il monitoraggio dei residui di farmaci antimicrobici (cio¢ gli antibiotici) negli
alimenti ¢ diventato una delle principali preoccupazioni al fine di produrre un alimento
sicuro. Ad oggi molti approcci analitici sono stati sviluppato per rilevare i residui di farmaci
antimicrobici negli alimenti prodotti (M. Majdinasab et al 2020).

Promettentemene, i biosensori possono essere semplicemente utilizzati per rilevare altri
analiti modificando la sequenza dell'aptamero, indicando un grande potenziale nella
fabbricazione di aptasensori per la sicurezza monitoraggio dei prodotti alimentari.

Anche nel settore degli antibiotici quindi 1 biosensori si sono rivelati una scelta

ottimale e una tecnica analitica affidabile.
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Conclusioni

Concludendo in questa analisi abbiamo visto che i biosensori sono strumenti con un elevato
potenziale in ambito analitico. Il biorecettore, puo essere composta da varie tipologie di
sostanze come ad esempio: aptameri, anticorpi, DNA, enzimi, proteine ¢ molto altro, i
trasduttori si basano su diversi principi ed in base al principio di funzionamento si possono
dividere in: trasduttori voltammetrici, impediometrici, elettrochimici, ottici € molti altri.
Questa diversita di composizione di ogni biosensore rende questo strumento utile in
moltissimi ambiti scientifici compreso quello alimentare.

I biosensori possono essere utili per la determinazione di moltissimi composti chimici,
microorganismi e funghi, tutto caratterizzato dalla peculiarita fondamentale di questi
biosensori cio¢ l’estrema velocita di risposta delle analisi, insieme al’ elevata sensibilita e
precisione.

Nei paragrafi precedentemente descritti si € visto come 1’utilizzo di determinati biosensori in
diversi settori del campo alimentare abbiano facilitato e migliorato i risultati di analisi che
normalmente vengono effettuare con metodiche che gia conosciamo da anni, che danno
risultati meno precisi in tempi molto piu lunghi.

I biosensori hanno pero il difetto di essere ancora strumenti sperimentali tecniche innovative
che hanno bisogno ancora di tempo per poter essere utilizzate al meglio.

In molte analisi condotte su alimenti con [’utilizzo dei biosensori sono stati utilizzati
campioni di alimenti precedentemente analizzati con altri metodi analitici, in modo da avere
dei risultati su cui basare le analisi condotte con i biosensori.

In fine i biosensori sono degli strumenti che grazie alle loro doti potranno migliorare
nettamente il mondo dell’industria e delle analisi in ambito alimentare, andando a
salvaguardare la vita dei consumatori contribuendo sempre di piu alla sicurezza, all’igiene e

alla conservabilita degli alimenti di qualsiasi tipologia.
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