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Introduzione

La necessita di sviluppare sensori che permettano di svolgere analisi in modo rapido e con
scarso impiego di reagenti € emersa in maniera sempre piu netta negli ultimi decenni [1], [2].
La ricerca si sta focalizzando sull’implementazione di dispositivi in grado di integrare e
automatizzare al loro interno sistemi di analisi complessi che allo stato tecnologico attuale sono
svolti in laboratorio; dispositivi di questo tipo prendono il nome di “Lab-On-A-Chip”
(LOO)[2]-4].

La realizzazione di questi dispositivi presuppone la costruzione di strutture complesse e di
piccole dimensioni, con spesso integrate al loro interno delle fluidiche. In questo senso, la
tecnologia di stampa 3D risulta molto vantaggiosa in quanto permette la realizzazione di
geometrie complesse in un singolo step tecnologico.

Lo scopo di questo lavoro di Tesi ¢ lo sviluppo di un biosensore enzimatico per il rilevamento
di glucosio stampato 3D, mediante la tecnologia Digital Light Processing (DLP). Il segnale in
uscita per il rilevamento del glucosio in soluzione ¢ un segnale di tipo colorimetrico. Nel
Capitolo 1 verra approfondita la stampa 3D basata su resine fotoreticolabili. Nel Capitolo 2
verranno illustrati 1 processi catalitici propri degli enzimi e verranno approfondite le
caratteristiche dei due enzimi che saranno utilizzati nel progetto. Nel Capitolo 3 verranno
presentati i biosensori in generale e sara brevemente presentato lo stato dell’arte dei biosensori
stampati 3D. Il Capitolo 4 presentera lo scopo del lavoro. Nel Capitolo 5 saranno presentati
materiali e metodi utilizzati durante il lavoro di Tesi. Nel Capitolo 6 saranno presentati e
discussi 1 risultati ottenuti. Il Capitolo 7 sara dedicato alle conclusioni e alle prospettive future
del lavoro svolto.






1 Additive Manufacturing

La tecnologia di Additive Manufacturing (AM), comunemente definita Stampa 3D, indica una
tecnologia attraverso cui ¢ possibile costruire un oggetto tridimensionale per aggiunta di
materiale (solitamente strato per strato) partendo da un modello digitale tridimensionale
(Computer-Aided-design (CAD)) [5], [6]. La tecnologia di Additive Manufacturing nasce nel
1986 con Charles Hull, il quale ha sviluppato la prima stampante a stereolitografia (SLA) che
verra approfondita nel prossimo Paragrafo [7]. L’AM si contrappone come metodologia alla
classica Manifattura Sottrattiva (Subtractive Manufacturing), in cui 1’oggetto viene realizzato
per rimozione di materiale da un blocco preesistente. La tecnologia AM consente di
minimizzare lo scarto di materiale e diminuisce costi e tempi di rifinitura dell’oggetto [8]. I
principali vantaggi della Stampa 3D sono legati alla facile personalizzazione degli oggetti
fabbricabili, sfruttando un ampio ventaglio di design realizzabili, nel risparmio di materiale ed
energetico e nella possibilita di avere una produzione distribuita e on-demand, superando i
classici canoni di fabbricazione della produzione in scala [9]. Il processo di costruzione di un
oggetto attraverso Stampa 3D inizia con la realizzazione di un modello digitale che rappresenta
la geometria da realizzare (CAD). Questo viene convertito in STL (Standard Tassellation
Language) e sezionato in strati da un software dedicato, il cui spessore pud essere
personalizzato entro un range dimensionale definito dalla tecnologia utilizzata. Ogni strato
(layer) contiene le informazioni relative a quella sezione trasversale dell’oggetto finale. La
realizzazione dell’oggetto tridimensionale avviene per deposizione strato su strato di materiale
e il modo di costruzione degli strati varia a seconda della tecnologia utilizzata [8].

Nel corso degli anni sono state sviluppate diverse tecnologie di Stampa 3D che hanno permesso
di ampliare sempre di piu la rosa di materiali che possono essere utilizzati, che comprendono
ora tutte le classi di materiali: polimeri, metalli, ceramici e compositi [9], [10].

Nello Standard F2792-12a [11] ’ASTM fa rientrare nella dicitura di Additive Manufacturing
sette categorie principali di Stampa 3D, ossia:

— Binder jetting: processo in cui un legante liquido viene depositato su un letto di polveri
in modo controllato al fine di realizzare 1’oggetto desiderato;

— Directed energy deposition: tecnica in cui la somministrazione di energia termica porta a
fusione il materiale durante la deposizione [12]. Questa tecnica ¢ usata solo con i metalli
[6];

— Material extrusion: processo in cui il materiale ¢ dispensato da un orifizio in maniera
controllata al fine di riprodurre la forma desiderata;

— Material jetting: tecnica in cui il materiale ¢ depositato goccia a goccia;

— Powder bed fusion: tecnica che prevede la sinterizzazione o fusione controllata di un letto
di polveri a seguito della somministrazione di energia termica;

— Sheet lamination: processo in cui I’oggetto tridimensionale viene ottenuto per unione di
lamine di materiale;

— Vat photopolymerization: tecnica in cui una resina viene irraggiata selettivamente con
una sorgente UV/Vis e fatta reticolare in modo controllato al fine di riprodurre la geometria
desiderata;

La tecnica maggiormente utilizzata nel caso di polimeri termoplastici ¢ la Fused Deposition
Modelling (FDM). Questa tecnica si basa sull’estrusione da un orifizio di filamenti di polimero
semifuso secondo le specifiche definite dal CAD [13]. I materiali tipicamente utilizzati sono
acrilonitrile-butadiene-stirene (ABS) e acido polilattico (PLA). L adesione tra i layer ¢ data dal
raffreddamento e dalla conseguente solidificazione del materiale. La risoluzione dipende dalla
dimensione dell’orifizio e dalla viscosita del polimero. Il principale svantaggio di questa tecnica



sta nella bassa risoluzione e nelle basse proprieta meccaniche raggiunte dall’oggetto una volta
stampato [14].

Nel seguente Paragrafo verra analizzata la famiglia delle Vat Photopolymerization con
particolare attenzione alla tecnologia di Digital Light Processing (DLP), tecnica di stampa 3D
utilizzata in questo lavoro di Tesi.

1.1 Vat Photopolymerization

Nella categoria Vat Photopolymerization sono comprese le tecniche basate sulla reticolazione
di resine contenute in una vaschetta in seguito all’irraggiamento controllato e localizzato con
una radiazione luminosa. Le principali tecniche di Vat Photopolymerization sono la
Stereolitografia (SLA) e la tecnologia Digital Light Processing (DLP) [15], [16]. La SLA ¢
stata la prima tecnologia sviluppata e presenta quattro elementi principali: una vaschetta
contenente la resina, una piattaforma su cui viene fatto crescere 1’oggetto, un laser e un sistema
di specchi che permette di modificare la direzione di incidenza del laser e controllare lo spazio
coinvolto nel processo di solidificazione. Il laser viene puntato nelle zone in cui si vuole che
avvenga la reticolazione della resina e una volta scansionata 1’intera area, la macchina passa al
layer successivo muovendo in verticale la piattaforma di crescita di una distanza pari allo
spessore del layer. Esistono due possibili configurazioni di lavoro per le stampanti SLA: top-
down e bottom-up [17], [18]. Esse differiscono per la posizione della sorgente laser rispetto alla
vaschetta e di conseguenza per la direzione in cui la piattaforma di crescita deve muoversi per
ripristinare lo strato di resina liquida da irraggiare nello step successivo di costruzione. Nella
configurazione top-down la sorgente laser ¢ sopra la vaschetta e la piattaforma (che si trova
immersa nella resina fin dall’inizio del processo di stampa) deve muoversi verso il basso
immergendosi ulteriormente nella resina di uno spessore pari a quello del /ayer per consentire
la crescita del layer successivo. Questo comporta la necessita di avere a disposizione un grande
quantitativo di resina per ogni ciclo di stampa. Nella configurazione bottom-up, invece, il laser
¢ posto sotto la vaschetta e pertanto la piattaforma si sposta verso ’alto con un passo pari allo
spessore del layer da costruire. In quest’ultima configurazione 1’oggetto viene cresciuto
capovolto e il fondo della vaschetta deve essere trasparente alla radiazione in modo tale da
consentirne il passaggio [18]. Un vantaggio di questa configurazione sta nella possibilita di
utilizzare un minor quantitativo di resina per portare a compimento il ciclo di stampa rispetto a
quella necessaria in configurazione top-down. Lo schema delle due configurazioni di lavoro
delle stampanti SLA ¢ riportato in Figura 1.1.

Bottom-Up architecture Top-Down architecture

Figura 1.1: Schema della configurazione bottom-up (sinistra) e top-down (destra) delle stampanti SLA [17].



La configurazione bottom-up ¢ la stessa utilizzata nelle stampanti DLP. Nella tecnologia Digital
Light Processing la sorgente luminosa, solitamente costituita da un LED, pud emettere sia nel
visibile che nell’UV [6]. La luce viene riflessa da un dispositivo chiamato Digital Mirror Device
(DMD) che ¢ costituito da una matrice composta da milioni di specchi che possono essere posti
in modalita “on/off” in modo indipendente 1’'uno dall’altro. Gli specchi sono posizionati in
modo da proiettare (modalita on) o meno (modalita off) il fascio luminoso sul fondo della
vaschetta, illuminando quindi i pixel necessari nel disegno del /ayer in costruzione. In questo
modo ¢ possibile polimerizzare tutti i punti del /ayer contemporaneamente senza doverli
scansionare singolarmente, come invece avviene nella SLA. Questo aumenta la velocita di
stampa, poiché il tempo dell’operazione dipende esclusivamente dai tempi di esposizione
necessari per polimerizzare la resina e non dall’estensione delle zone da irraggiare nel singolo
strato [19]. In Figura 1.2 viene mostrato lo schema di una stampante DLP. E da sottolineare che
in questa tecnica, una porzione importante del tempo impiegato per costruire uno strato ¢ presa
dalla fase di formazione di un nuovo /ayer di resina liquida sul fondo della vaschetta dopo la
fase di irraggiamento dello strato precedente (fase di riempimento) in quanto la piattaforma
deve alzarsi di un passo maggiore di quello corrispondente allo spessore del layer, per
permettere alla resina di fluire e riempire 1’area ad essa sottostante [20].

Resin
reservoir

Optical
lens

DMD device \ _

Light source

Figura 1.2: Schema di una stampante DLP [21].

Un vantaggio della configurazione bottom-up della DLP rispetto alla top-down della SLA sta
nel fatto che nella prima si limita 1’inibizione da ossigeno della polimerizzazione (processo che
verra approfondito nel Paragrafo successivo) in quanto il /ayer polimerizzato ¢ sempre a
contatto con il fondo della vaschetta e mai a diretto contatto con 1’aria [6].

Nella DLP la risoluzione dipende dalla dimensione dei pixel/specchi da cui ¢ costituito il DMD
e dal sistema di ottiche che permette di proiettare la radiazione sul fondo della vaschetta, mentre
nella SLA dalla dimensione dello spot luminoso del laser [16]. Quindi, la risoluzione laterale
della DLP varia tra i 10 e 1 50 um e pud essere peggiore rispetto a quella raggiunta nella
tecnologia SLA (pochi pum in caso di strumenti pu-SLA) [6]. In Figura 1.3 ¢ possibile
visualizzare un confronto tra le risoluzioni delle due configurazioni di stampa.



Minimum laser spot size Footprint of the UV laser

Laser SLA

Minimum pixel size Footprint of the projected light

DLP/CDLP/CLIP

Figura 1.3: Rappresentazione della risoluzione ottenibile nelle tecniche SLA sopra) e DLP (sotto) foto
modificata da [16].

La risoluzione verticale, ossia il minimo spessore realizzabile, da un punto di vista meccanico
puo essere anche di 1 pm, ma in generale dipende principalmente dalla penetrazione della
radiazione nella resina e pud essere modulato attraverso I’inserimento di pigmenti e altri
additivi nella formulazione [6].

In ultimo si menziona brevemente un’evoluzione della tecnologia DLP, ossia la Continuous
Liquid Interface Production (CLIP) che permette di velocizzare il processo di stampa
modificando la fase di riempimento. Il setup della stampante ¢ lo stesso della DLP, pero, il
fondo della vaschetta in cui ¢ contenuta la resina risulta essere permeabile all’ossigeno oltre
che trasparente alla sorgente luminosa. Questo permette la formazione di uno strato di resina
spesso trai20 e i1 30 um (dead zone) in cui il processo di reticolazione ¢ completamente inibito
dall’ossigeno permettendo alla resina di restare liquida [6], [20]. Questo consente di poter alzare
la piattaforma di crescita in modo continuo e non di un’altezza maggiore per ogni step di lavoro,
abbattendo 1 tempi di riempimento. Si ha dunque che la velocita di crescita dipende solo dal
tempo di reticolazione e dalla viscosita della resina [22].

1.1.1 Meccanismo della fotopolimerizzazione

Le tecnologie Vat Photopolymerization si basano sul meccanismo della fotopolimerizzazione,
ossia un processo chimico che permette di ottenere un polimero termoindurente in seguito
all’esposizione di una resina liquida ad una radiazione luminosa (UV o visibile) [18], [23].
Elemento fondamentale perché la reazione di reticolazione possa avvenire ¢ il fotoiniziatore,
ossia una molecola in grado di assorbire I’energia della sorgente luminosa generando una specie
reattiva capace di reagire con i monomeri e gli oligomeri presenti nella formulazione liquida e
avviare cosi il processo di polimerizzazione [24].

Esistono due classi principali di fotoiniziatori, i radicalici e i cationici, che generano le
corrispondenti specie attive (radicali e cationi). Queste, interagendo con alcune funzionalita,
permettono 1’avvio di meccanismi di fotopolimerizzazione [25]. I fotoiniziatori radicalici sono
1 piu utilizzati nelle tecnologie Vat Photopolymerization in quanto i monomeri che reticolano
per via radicalica danno vita ad un processo piu rapido rispetto ai cationici [26].

Il meccanismo di fotopolimerizzazione radicalica si sviluppa in tre fasi principali: inizio (I),
propagazione (II) e terminazione (III) [26]. Durante la fase di inizio (I) il fotoiniziatore
radicalico (PI) assorbe I’energia della radiazione luminosa (hv) passando ad uno stato eccitato
(PI™). Il rilassamento dello stato eccitato porta alla generazione di un radicale libero (R e). Il
meccanismo attraverso cui vengono generate le specie radicaliche nel fotoiniziatore permette
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di classificare i fotoiniziatori radicalici in due categorie: fotoiniziatori radicalici di Tipo I e di
Tipo II. I primi generano specie radicaliche per rottura di un legame covalente presente nella
molecola a seguito dell’assorbimento della radiazione luminosa. I fotoiniziatori di Tipo II,
invece, prevedono un processo a due molecole: il fotoiniziatore assorbe la radiazione e passa
ad uno stato eccitato, che ¢ in grado di strappare un atomo di idrogeno al co-iniziatore, che a
questo punto genera un radicale in grado di iniziare la polimerizzazione [25].

A questo punto il radicale (R ) fotogenerato reagisce con un monomero (M) presente nella
formulazione portando solitamente alla rottura di un legame C=C insaturo ¢ comportando cosi
la generazione di un radicale (M e): quest’ultimo rappresenta la specie che permette la
propagazione della reazione di reticolazione. La reazione, infatti, prosegue comportando
I’accrescimento della catena per addizione radicalica e la creazione del network polimerico
(fase di propagazione (II)). Il processo termina quando due macroradicali si incontrano (fase di
terminazione (II1)) [26]. In questa fase si puo assistere alla combinazione delle due catene
polimeriche con creazione di una catena polimerica il cui peso molecolare ¢ dato dalla somma
di quelle dei due macroradicali reagenti, oppure ad una reazione di disproporzionamento in cui
un atomo di idrogeno viene estratto da una delle due catene radicaliche e si ottengono due catene
(una con una terminazione insatura) con pesi molecolari pari a quelli dei rispettivi macroradicali
di partenza [27]. Di seguito viene riportato uno schema delle fasi del processo di
fotopolimerizzazione radicalica (Figura 1.4).

inizio: Pl+hv—>PI" >R
Re+M > M

propagazione: My +M - M, *

terminazione: M, *+M,,* = Pim (combinazione)
M, »+M,,» — B, + B, (disproporzionamento)

Figura 1.4: Schema generale del processo di fotopolimerizzazione radicalica

I fotoiniziatori di tipo cationico sono meno utilizzati in quanto il processo di propagazione
risulta essere piu lento. Questi sono utilizzati principalmente per resine epossidiche che sono in
grado di reticolare solo grazie ad un processo cationico[23].

Durante il processo di stampa, tipicamente la dose luminosa (tempo d’irraggiamento per energia
d’irraggiamento) viene regolata fino a raggiungere il punto di gelo, ossia un valore di
conversione tale per cui la resina da liquida si ¢ trasformata in un polimero insolubile nella
stessa resina [28]. Tipicamente, si lavora intorno alla dose luminosa necessaria ad arrivare al
punto di gelo sia per minimizzare 1’esposizione (e quindi velocizzare il processo) sia per evitare
polimerizzazioni incontrollate e/o fuori dalla zona irraggiata. Una volta terminato il processo
di stampa, tipicamente il pezzo viene pulito dalla resina in eccesso e post reticolato in un forno
UV per raggiungere la reticolazione completa, che stabilizza e migliora le proprieta meccaniche
e fisico-chimiche [19].

1.1.2 Resine

Le formulazioni liquide, dette anche resine, utilizzate nelle tecnologie Vat photopolymerization
presentano due elementi fondamentali: il fotoiniziatore e le specie monomeriche o oligomeriche
del materiale che si vuole reticolare. Tuttavia, sono solitamente presenti anche altri elementi
che rientrano nella categoria di additivi [26]. Di seguito vengono presi in esame i diversi
componenti delle formulazioni.



Fotoiniziatore: a prescindere dalla classificazione in cui il fotoiniziatore ricade (Paragrafo
1.1.1), Defficienza di un processo di fotopolimerizzazione dipende dall’efficienza di
assorbimento del fotoiniziatore per la frequenza della radiazione utilizzata [29], [30]. Inoltre,
dipende anche dalla resa quantica del fotoiniziatore, ovvero il numero di specie generate per
fotone assorbito [31].

La cinetica iniziale del processo di fotopolimerizzazione puo riassumersi nella formula riportata
in Eq.(1).

R; = &ilaps (D

Dove ¢iindica la resa quantica del fotoiniziatore e laps indica l'intensita di luce assorbita per una
determinata lunghezza d’onda [32].

E comune utilizzare fotoiniziatori sensibili a radiazioni UV (A <400 nm), tuttavia & sempre pill
incentivata la ricerca nell’utilizzo di fotoiniziatori in grado di assorbire efficacemente la
radiazione visibile (400 nm <A < 780 nm) per ragioni di sicurezza degli operatori [23].

Resine: sono diverse le tipologie di resine che possono essere utilizzate in questa tecnologia.
Le principali sono le epossidiche (reticolate per fotopolimerizzazione cationica), le acriliche e
le metacriliche [26]. Le resine acriliche e metacriliche sono le piu utilizzate poiché presentano
una velocita di reticolazione molto elevata [26]. Oltre alla funzionalita, & necessario selezionare
anche monomeri con il backbone polimerico piu utile all’applicazione finale. Infatti, in base
alla struttura molecolare del monomero si hanno proprieta diverse: monomeri con gruppi
aromatici presentano una maggiore rigidita ed un processo di reticolazione piu lento con
conseguente minore restringimento del pezzo a seguito del curing [23]. Le resine acriliche
presentano inoltre altre problematiche: I’elevato ritiro volumetrico durante la fase di
reticolazione e il rallentamento del processo di polimerizzazione a causa dell’inibizione da
ossigeno [33]. Quest’ultima problematica sussiste nel momento in cui il processo di
reticolazione € condotto in atmosfera contenente ossigeno ed ¢ causato dalla natura bi-radicalica
dell’ossigeno molecolare. L’ossigeno entra in competizione con le specie radicaliche attive nel
processo di reticolazione (radicali liberi e catene polimeriche in crescita) e ne comporta la
soppressione causando il rallentamento della cinetica di polimerizzazione e il raggiungimento
di un minor grado di reticolazione [23], [34].

Additivi: spesso € necessario inserire altri elementi nella formulazione per rendere piu efficiente
il processo; tra questi ¢ utile menzionare i coloranti che, assorbendo la luce in maniera
competitiva con il fotoiniziatore, hanno il ruolo principale di confinare la radiazione in un’area
precisa evitando un irraggiamento eccessivo sia sul piano che in profondita e aumentare cosi la
risoluzione del processo di stampa [35].



2 Enzimi

In questo Capitolo verra presentato un quadro teorico relativo agli enzimi con approfondimenti
su Glucosio Ossidasi da Aspergillus niger (GOx) e Perossidasi di Rafano da Armoracia
rusticana (HRP), gli enzimi utilizzati nel progetto.

2.1 Gli enzimi come catalizzatori biologici

Gli enzimi sono macromolecole biologiche che agiscono da catalizzatori di reazioni chimiche
[36]. Secondo la teoria delle collisioni, per avviare una reazione chimica ¢ necessario che le
molecole dei reagenti urtino tra loro con il giusto orientamento ed energia. Il valore minimo di
energia che le molecole devono possedere per poter avviare la reazione ¢ 1’energia di attivazione
[37]. Nel passaggio da reagenti a prodotti si ha la formazione di una struttura altamente instabile
ed energetica che viene definita complesso attivato (o stato di transizione) in cui alcuni legami
non sono completamente rotti e altri non sono totalmente formati. Come ¢ possibile osservare
in Figura 2.1, la differenza tra I’energia del complesso attivato (rappresentato dal massimo
assoluto delle curve) e quella dei reagenti coincide con I’energia di attivazione della reazione.

Nonenzymic AN
reaction el \

Enzymic

s AE,
reaction A

Energy levels

Start Finish
Reaction progress

Figura 2.1: Schema della variazione standard dell’energia libera di Gibbs (AG) di una reazione chimica
esoergonica. L’energia di attivazione é indicata da AE 4 per la reazione non catalizzata (line tratteggiata) e da
AE, per quella catalizzata da un enzima (linea continua) [38].

La funzione di un catalizzatore ¢ quella di abbassare I’energia di attivazione di una reazione il
che corrisponde ad un aumento della velocita di reazione in quanto aumenta la probabilita di
urti efficaci [37]. Gli enzimi sono catalizzatori altamente specifici in grado di catalizzare una
reazione chimica su composti definiti substrati. Il substrato (S) entra in contatto con 1’enzima
legandosi ad esso con interazioni non covalenti (legami a idrogeno, interazioni ioniche,
interazioni di Van der Waals). La regione della struttura enzimatica coinvolta nell’interazione
con il substrato ¢ definita “sito attivo” e grazie alla sua conformazione spaziale ed elettronica
fissa il substrato e permette la catalisi della reazione. 1l sito attivo dell’enzima puo suddividersi
in due parti: una parte dedicata solo a legare il substrato (sito di legame) e un’altra
esclusivamente coinvolta nell’azione catalitica (sito catalitico). Entrambe le parti sono
fondamentali per ’attivita enzimatica e molto spesso coincidono [38], [39]. Dal legame del
substrato si forma dunque un complesso enzima-substrato (ES) in cui il substrato, a causa
dell’interazione con gli aminoacidi del sito attivo, subisce cambiamenti nelle energie di legame
e nella distribuzione della densita elettronica che possono essere accompagnate anche da
deformazioni di tipo fisico della struttura molecolare. Questa situazione porta alla formazione
di una struttura termodinamicamente instabile da cui poi la reazione pud procedere verso la
formazione dei prodotti [38]. La formazione del complesso ES comporta la creazione di uno
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stato di transizione piu stabile e dunque a minore energia rispetto a quello previsto dalla
reazione non catalizzata e questo ¢ il meccanismo con cui I’enzima abbassa ’energia di
attivazione della reazione [37]. In Figura 2.2 ¢ riportato lo schema di una reazione enzimatica.

k-l k
a=a=-R e

K,
Enzyme  Substrate Enzyme—subtrate (ES) Enzyme Product
complex
E - S ES E - P

Figura 2.2: Schema di una reazione enzimatica [40].

La maggior parte degli enzimi, per poter svolgere un’attivita catalitica, prevede la presenza di
un cofattore, ossia di una molecola non proteica che rende attiva la struttura dell’enzima. Se il
cofattore viene rimosso dalla struttura dell’enzima completo (oloenzima), la sola struttura
proteica (apoenzima) perde la sua attivita catalitica [41]. Se il cofattore ¢ legato fortemente alla
struttura proteica e la sua rimozione sancisce la denaturazione dell’enzima, prende il nome di
gruppo prostetico. Un cofattore meno saldamente legato prende il nome di coenzima. Il
coenzima prende parte alla reazione catalizzata dalla biomolecola e viene modificato durante
la catalisi.

La maggior parte degli enzimi presenta diverse isoforme. Si possono definire isoforme o
isoenzimi le diverse forme dello stesso enzima che presentano una sequenza amminoacidica
leggermente diversa e pertanto diverse proprieta fisiche, chimiche e cinetiche [42], [43]. La
differente sequenza amminoacidica puo portare a differenze nelle velocita e nel tipo di reazione
che I’enzima ¢ in grado di compiere.

Solitamente gli enzimi vengono suddivisi in categorie sulla base del tipo di reazione che
catalizzano. Si possono pertanto riconoscere sei classi principali [38]:

— Ossidoreduttasi: enzimi che catalizzano reazioni di ossido-riduzione tramite il
trasferimento di elettroni da una molecola donatore ad un accettore in reazioni che
prevedono lo scambio di elettroni, I’estrazione di protoni o idrogeno. Solitamente le
reazioni catalizzate dalle ossidoreduttasi prevedono due semireazioni, una ossidativa e
una riduttiva che coinvolgono la trasformazione di due substrati. Le principali classi di
ossidoreduttasi sono: ossidasi, deidrogenasi, idrossilasi, ossigenasi, perossidasi e
reduttasi [44];

— Transferasi: enzimi che catalizzano il trasferimento di vari gruppi chimici (diversi
dall'idrogeno) da un composto all'altro [45];

— Idrolasi: enzimi che catalizzano la scissione di legami C—0O, C—N, C—S e O—P per
aggiunta di acqua [39];

— Liasi: enzimi che catalizzano la scissione dei legami C—C, C—S e C—N (esclusi i legami
peptidici) in un substrato mediante un processo diverso dall'idrolisi. Alcuni rimuovono
1 gruppi dal substrato e formano doppi legami o cicli, mentre altri aggiungono gruppi a
doppi legami [39];

— Isomerasi: enzimi che catalizzano reazioni che comportano un riarrangiamento
strutturale della molecola [46];
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— Ligasi: enzimi che catalizzano 1'unione di due molecole, ricavando I'energia necessaria
dalla scissione di un legame fosfato ricco di energia in molti casi derivato dalla
conversione simultanea dell'adenosina trifosfato (ATP) in adenosina difosfato (ADP)
[47].

2.2 Attivita enzimatica

Si definisce attivita enzimatica la velocita iniziale con cui I’enzima consuma il substrato o
rilascia il prodotto. Si esprime in puM/min e dipende direttamente dalla quantita di enzima
presente in soluzione. Si definisce invece Unita Internazionale (Ul) “la quantita di enzima che
catalizza la conversione di una umol di substrato al minuto in condizioni definite di pH,
temperatura e pressione) [38].

Diversi fattori influenzano 1’attivita enzimatica:

— La concentrazione di enzima: aumentando la concentrazione di enzima a parita di
temperatura, pH e concentrazione di substrato, si ha un aumento dell’attivita enzimatica
direttamente proporzionale alla concentrazione di enzima. Tuttavia, questa relazione ¢
valida fino ad un certo valore di concentrazione superato il quale 1’attivita non cresce
piu linearmente con la concentrazione di enzima poiché questa non ¢ piu il fattore
limitante e viene raggiunto un plateau [48].

— La concentrazione di substrato: a parita di concentrazione di enzima ¢ di tutte le altre
condizioni, per basse concentrazioni di substrato si ha una relazione
attivitd/concentrazione di substrato di tipo lineare (reazione di ordine uno).
All’aumentare della concentrazione di substrato, I’attivitd non cresce piu linearmente
con essa, ma tende a raggiungere un plateau e la velocita massima Vyax (reazione di
ordine zero). Il modello matematico utilizzato per approssimare 1’andamento della
cinetica enzimatica ¢ quello di Michaelis Menten che verra trattato nel Paragrafo 2.3.1.

— La temperatura: a parita di tutte le altre condizioni, ’aumento della temperatura
comporta un aumento dell’attivita enzimatica entro un certo valore, superato il quale si
ha la denaturazione dell’enzima stesso ed un rapido declino dell’attivita [49]. Si ha
pertanto un andamento a campana dell’attivita enzimatica rispetto alla temperatura.

— 1l pH: esiste un valore di pH ottimale a cui I’enzima mostra la massima attivita, questo
¢ dovuto al fatto che il cambiamento della carica sui gruppi funzionali in particolare del
sito attivo influenza le proprieta catalitiche della biomolecola [48]. Ogni enzima mostra
un pH ottimale di lavoro specifico poiché la struttura terziaria differisce da un enzima
all’altro. La maggior parte degli enzimi presenta pH ottimale intorno alla neutralita, ma
esistono molte eccezioni[49]. Ad esempio, la Pepsina (proteasi) presenta pH ottimale
intorno a 2.0, mentre a pH neutri risulta essere denaturata perdendo la sua attivita
catalitica [50].

2.3 Cinetica enzimatica

2.3.1 Legge di Michaelis Menten

Normalmente 1’equazione cinetica utilizzata per descrivere I’andamento della velocita di
reazione rispetto alla concentrazione di substrato ¢ quella di Michaelis-Menten [51]. Questo
modello nasce per descrivere delle reazioni enzimatiche a singolo substrato, ma viene utilizzato
anche per descrivere meccanismi piu complessi. Si basa sull’assunto per cui la formazione del
complesso enzima substrato raggiunge 1’equilibrio poiché la cinetica limitante ¢ quella che
porta alla formazione del prodotto (P) Eq.(2) [40].
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L’espressione che definisce la legge di Michaelis Menten ¢ riportata di seguito Eq.(3):

. Vinax * [S]

= K + 5] ©)

Dove v ¢ la velocita iniziale di reazione con concentrazione di substrato pari a [S], V., € la
velocita massima di reazione e K, ¢ la costante di Michaelis-Menten.

I parametri cinetici che si possono ricavare da questa espressione della velocita di reazione sono
tre:

Vinax: rappresenta la velocita massima raggiungibile per la concentrazione di enzima
utilizzata e solitamente & espressa in [M s™1] .Tuttavia, in questo lavoro di Tesi verra
espressa in [uM min™1].

—  Keae: € solitamente espressa in [s™1] ed indica la velocita di produzione del prodotto per
unita di enzima in condizioni di saturazione di substrato [51]. Si ha pertanto quanto
riportato nell’Eq. (4):

Vinax = kcat[Etot] 4)

— Kp: ¢ un parametro che indica I’affinita dell’enzima nei confronti del substrato;
maggiore ¢ la K, minore ¢ I’affinita con il substrato. K;, ha le dimensioni di una
concentrazione molare ed € costante in condizioni non variabili di pH e temperatura. Il

.....

reazione raggiunge la meta del valore di velocita massima” [39].

La linearizzazione dell’equazione di Michaelis-Menten permette di estrapolare 1 valori dei
parametri Kim € Vimax. Il metodo di linearizzazione piu utilizzato e sfruttato in letteratura che €
stato adottato anche in questo lavoro di Tesi € quello di Lineweaver-Burk, che riporta sull’asse
delle ascisse il reciproco della concentrazione di substrato e su quello delle ordinate il reciproco
della velocita iniziale [52]. La modalita di estrapolazione dei parametri cinetici ¢ definita nel
paragrafo 5.2.5.

2.4 Glucosio Ossidasi (GOx)

La Glucosio Ossidasi (GOx) ¢ una ossidoreduttasi che catalizza 1’ossidazione di -D-glucosio
a D-glucono-0-lattone e H,0, usando una molecola di ossigeno come accettore elettronico
[53], [54]. Essa ¢ costituita da due subunita ovvero da due catene peptidiche uguali che sono
unite da ponti disolfuro [55] e presenta molecole di Flavina Adenina Dinucleotide (FAD) come
coenzima, come mostrato in Figura 2.3.
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Figura 2.3: Struttura del dimero della GOx. I due monomeri sono mostrati in blu e azzurro, il cofattore FAD in
giallo, i siti attivi in rosso [56].

La GOx ¢ una glicoproteina, ossia una molecola proteica con catene oligosaccaridiche legate
covalentemente alle catene di aminoacidi, e contiene tra il 10% e il 17% in peso di carboidrati
[54], [55]

La reazione catalizzata avviene in due step, il primo riduttivo e il secondo ossidativo. Durante
la prima fase si ha I’ossidazione del f-D-glucosio a D-glucono-0d-lattone e conseguente
riduzione del cofattore FAD a FADH,. Il D-glucono-0d-lattone subisce una successiva idrolisi
(non catalizzata) con formazione di acido gluconico. La seconda meta di reazione vede il
trasferimento dei due elettroni e due protoni alla molecola di ossigeno che viene ridotta a H,0,
con conseguente rigenerazione della forma ossidata del cofattore FAD e la rigenerazione della
forma funzionale dell’enzima [53], [57]. Lo schema di reazione ¢ mostrato in Figura 2.4.

B-D-glucose gluconolactone gluconic acid

CH,0H reductive CH,O0H CH,0H
half reactiol 0] OH

OH  half reaction H,0
OH -_— OH 0 — OH
OH H OH OH COOH
OH /‘\ OH OH
GOx-FAD GOx-FADH:z

\_/

H,0, *+—— O

oxidative
half reaction

Figura 2.4: Schema della reazione catalizzata da GOx. Immagine modificata da [57].

Il FAD agisce come trasportatore di elettroni nel processo catalitico [58].

La GOx ¢ un enzima altamente specifico nei confronti dell’anomero S del glucosio, infatti,
I’anomero @ non risulta essere un substrato riconosciuto dal sito attivo [53], [54].

Per quanto concerne il range di pH al quale puo avvenire la reazione si ha che questo varia in
base all’organismo di derivazione dell’enzima. Nel caso della GOx estratta da A. niger ¢ pari a
3.5-6.5 [53]. Tuttavia il pH ottimale si ha intorno a pH 5.0-5.5 [55], [59].
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La GOx trova impiego in diversi settori. Ad esempio nel settore alimentare nella produzione
del vino o di acido gluconico [58], oppure nella rimozione del glucosio nel processo di
essiccamento delle uova o nella rimozione di ossigeno durante la produzione di succhi di frutta
[60], nel settore della sensoristica per il rilevamento di glucosio in campioni quali sangue, urina
e alimenti [56].

2.5 Perossidasi di Rafano (HRP)

La Perossidasi di Rafano (HRP) ¢ una ossidoreduttasi che rientra nella Classe III delle
Perossidasi [61]. Le perossidasi sono enzimi che catalizzano diverse reazioni ossidative in cui
vi ¢ l’ossidazione di un substrato e gli elettroni sono trasferiti a una specie perossido
(solitamente H,0,) [62]. La classe delle perossidasi risulta essere una delle classi di enzimi
meno specifiche in quanto sono in grado di catalizzare I’ossidazione di un elevato numero di
substrati (fenoli e ammine aromatiche) in presenza di perossido di idrogeno o di altre specie
perossido [63].

L’enzima HRP commercialmente disponibile ¢ estratto dalle radici della Armoracia rusticana
[64]. Esistono diversi isoenzimi dell’HRP che possono essere ampiamente suddivisi in tipi acidi
(A), leggermente basici o neutri (B,C) e fortemente basici (D,E) [61], [65]. L’isoenzima C
(HRP-C) ¢ il piu abbondantemente espresso e il piu studiato ed ¢ una glicoproteina costituita
da 308 aminoacidi con una percentuale in peso di carboidrati che si aggira intorno al 18% [61],
[66]. L’ isoenzima HRP-C ¢ una molecola globulare a singola catena con due centri metallici: il
gruppo eme e due ioni calcio [61], [62]. La struttura secondaria prevalente ¢ 1’a-elica, tuttavia,
¢ presente una piccola regione a foglietto-p [67]. In Figura 2.5 ¢ riportata la struttura dell’HRP-
C.

Figura 2.5: Struttura dell’ HRP-C. Le regioni a-elica sono mostrate in viola. La parte a foglietto-f in giallo. In
blu sono indicati gli ioni calcio e in rosso il gruppo eme [67].

L’HRP viene divisa in una regione distale e una prossimale al gruppo eme, il quale ¢ legato alla
glicoproteina tramite coordinazione con un residuo di istidina (His) [62], [68]. Il gruppo eme €
un cofattore per I’enzima e risulta avere struttura planare con un atomo di ferro al centro di un
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anello porfirinico, il quale ¢ composto da quattro molecole di pirrolo. In Figura 2.6 ¢ riportata
la struttura del gruppo eme.

His170

NN~ _ H—_,O 0
CH;4

exposed Asp247

heme edge

OH HO

Figura 2.6: Struttura del gruppo eme presente come cofattore nell’ HRP [63].

Il meccanismo di reazione dell’HRP prevede tre fasi come riportato di seguito.

Cpd — 1 + AH, - Cpd — Il + AH* (2)
Cpd — I1 + AH, - HRP + AH* + H,0 3)

Dove HRP indica la forma base dell’enzima, Cpd —1 e Cpd — II gli stati intermedi, AH, la
forma non ossidata del substrato donatore elettronico e AH* quella ossidata.

Durante lo step (1) si ha ossidazione a due elettroni del gruppo eme dell’enzima da parte del
perossido di idrogeno con conseguente liberazione di una molecola d’acqua e formazione
dell’intermedio Cpd — I. La forma Cpd — I ¢ caratterizzata dal ferro presente nel gruppo eme
ossidato a Fe**, mentre nello stato nativo dell’enzima si trova come Fe3* (forma ferritica).

Inizia dunque la fase di ossidazione del substrato e riduzione dell’enzima. L’ intermedio Cpd —
| va incontro ad un primo step di riduzione a singolo elettrone che porta alla formazione della
forma Cpd — Il con contemporanea ossidazione di una molecola di substrato (2). A questo
punto, la forma Cpd — II subisce una riduzione acquisendo un elettrone da una seconda
molecola di substrato che viene cosi ossidata comportando il ripristino della forma nativa
dell’enzima e la liberazione di una molecola d’acqua (3) [42], [62].

In Figura 2.7 si riporta lo schema di reazione appena descritto.
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Figura 2.7: Ciclo redox dell’ HRP [42].

Come gia accennato la Perossidasi di Rafano presenta numerosi substrati, questi sono
elettrondonatori e principalmente fenoli e ammine aromatiche [42]. La maggior parte dei
substrati di HRP sono cromogeni, ossia, composti che a seguito dell’ossidazione formano un
prodotto colorato e cid permette di visualizzare 1’attivita di HRP per via colorimetrica. I
principali substrati cromogeni sono: acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-solfonico)
(ABTS), 4,4'-diammino-bifenile (Benzidina), 3,3’-5,5’ Tetrametilbenzidina (TMB), 3,3'-
diaminobenzidina (DAB), 2-Metossifenolo (guaicolo), Acido-5-aminosalicilico (5-AS), o-
fenilendiammina (OPD), 1,2,3-triidrossibenzene (pirogallolo), 3-ammino-9-etilcarbazolo
(AEC), 3-Metil-2-Benzotiazolinone idrazone (MBTH). I metodi classicamente utilizzati e
riportati in letteratura per visualizzare 1’attivita di HRP per via colorimetrica prevedono 1’uso
di guaicolo [69], ABTS [52] o benzidina [70]. Tuttavia, diversi studi hanno rilevato che la
maggiore amplificazione del segnale in seguito all’ossidazione da parte dell’HRP ¢ data dalla
molecola di TMB, pertanto, il segnale colorimetrico generato da quest’ultimo risulta essere
molto piu elevato rispetto agli altri elencati e questa molecola ¢ risultata la piu indicata, ad
esempio, per lo svolgimento di saggi di immunoassorbimento enzimatico (Enzyme
Immunosorbent Assay, o ELISA) in quanto se ne aumenta notevolmente la sensibilita [71]. In
particolare, si ha la seguente gerarchia di sensibilita: TMB > OPD > ABTS > 5-AS > MBTH >
AEC [72].

La molecola di TMB ¢ un’ammina aromatica che puo andare incontro ad un doppio step di
ossidazione ad un elettrone. In Figura 2.8 si riportano le strutture della TMB.
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Figura 2.8: Struttura della TMB e le sue forme ossidate. Immagine modificata da [73].

La forma non ossidata della TMB ¢ quella di una diammina elettrondonatore (A), mentre quella
totalmente ossidata ¢ una diimmina accettore di elettroni (D). Il primo step ossidativo comporta
la generazione di due intermedi di reazione: un radicale cationico (B) e un complesso a
trasferimento di carica (CTC) a due molecole di TMB dal colore blu-verde (C). Il complesso a
due molecole ¢ costituito da una diammina e una diimmina e sono in equilibrio con la forma
cationica incolore. Il secondo step di ossidazione porta alla formazione della specie totalmente
ossidata (diimmina) dal colore giallo. Ogni specie ha uno spettro di assorbimento specifico: la
forma non ossidata (incolore) ha un picco di assorbimento a 285 nm, il complesso a
trasferimento di carica ha picco di assorbimento a 370 nm e 652 nm, mentre la forma diimmina
ha picco a 450 nm [73].

L’acidificazione della soluzione induce il passaggio da CTC a forma di diimmina totalmente
ossidata, portando il colore blu-verde a giallo con picco di assorbimento a 450 nm.

2.6 Metodi di immobilizzazione di enzimi

Con il termine enzima immobilizzato si intende una biomolecola che ¢ fisicamente attaccata ad
un supporto preservando allo stesso tempo la sua attivita catalitica. In questo modo, ’attivita
dell’enzima puo essere sfruttata continuamente ed esso ¢ riutilizzabile in quanto facilmente
separabile dalla soluzione contenente il suo substrato [74]. Le variabili in gioco in questa fase
sono molteplici. Le proprieta chimiche e fisiche della superficie su cui la proteina viene
immobilizzata sono di grande rilievo. Le principali caratteristiche che il materiale di supporto
dovrebbe presentare sono: stabilita termica e chimica, biocompatibilita, alta affinita per gli
enzimi, presenza di gruppi funzionali reattivi, disponibilita e prezzi contenuti [75]. I principali
materiali utilizzati si possono suddividere in supporti inorganici e organici i quali a loro volta
possono dividersi in supporti organici naturali e sintetici [75]. In Tabella 2.1 si riportano alcuni
esempi di materiali impiegati nell’immobilizzazione enzimatica.
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Tabella 2.1: Esempi di materiali di supporto utilizzati nell'immobilizzazione enzimatica [75]-[78].

Inorganici Organici
Naturali Sintetici
Allumina . .
o ) Cellulosa Resine acriliche
Materiali a base carbonio ) S o
o Agarosio Polimeri polichetonici
Zeoliti i ) )
. Chitosano Polipropilene
Silice mesoporosa o
Collagene Polivinil-alcol

Oro

Esistono diversi metodi con cui € possibile immobilizzare le biomolecole e sono brevemente
trattati di seguito.

Adsorbimento: il metodo di immobilizzazione per adsorbimento ¢ ampiamente utilizzato e si
basa sulla creazione di interazioni deboli aspecifiche di tipo Van-der-Waals, idrofobiche ed
elettrostatiche e ponti idrogeno tra enzima e superficie [79]. E una tecnica economica che
prevede un basso consumo di tempo e reagenti [74]. Si basa sulla solubilizzazione dell’enzima
in un buffer e il successivo contatto della soluzione contenente I’enzima con la superficie per
un determinato periodo di tempo. Dopo I’incubazione I’enzima non adsorbito viene lavato via.
Lo svantaggio di questa tecnica di immobilizzazione sta nella debolezza del legame con la
superficie ed ¢ possibile che I’attivita enzimatica cali a causa dell’eccessivo impacchettamento
delle biomolecole poiché non vi ¢ un controllo della densita di molecole immobilizzate [76].

Legame covalente: il metodo di immobilizzazione per legame covalente consiste nella
creazione di un legame covalente tra due gruppi funzionali: uno caratteristico della superficie e
I’altro dell’enzima. Perché 1I’immobilizzazione sia efficiente ¢ necessario che il gruppo
funzionale appartenente all’enzima e coinvolto nel legame non sia essenziale per 1’attivita
enzimatica [80]. Il vantaggio di questo metodo di immobilizzazione ¢ la solidita del legame,
mentre lo svantaggio sta nella facile distorsione della struttura funzionale dell’enzima che puo
causare la sua inattivazione. Nel caso in cui la superficie non presentasse gruppi funzionali utili
per la creazione del legame covalente con la biomolecola, vengono condotti trattamenti
superficiali per rendere reattiva la superficie come ad esempio trattamenti al plasma [81].

Il processo di immobilizzazione per legame covalente solitamente prevede due step,
I’attivazione della superficie seguita dalla formazione del legame biomolecola-superficie. 1
gruppi funzionali degli enzimi che sono piu frequentemente coinvolti nell’immobilizzazione
covalente sono -NHz, -COOH ed -SH. Come gia anticipato, spesso ¢ necessario uno step di
attivazione dei gruppi funzionali presenti sulla superficie del supporto. Ne sono un esempio gli
ossidrili caratterizzanti i1 supporti poliossidrilici (es. vetro poroso). I gruppi ossidrilici
superficiali sono attivati e resi maggiormente reattivi con bromuro di cianogeno (CNBr) come
mostrato in Figura 2.9 [82].
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Figura 2.9: Immobilizzazione enzimatica su supporti contenenti idrossili tramite attivazione con CNBr[82].

I1 CNBr rappresenta una molecola /inker ossia una molecola corta multifunzionale in grado di
legarsi sia all’enzima che alla superficie, facendo cosi da ponte tra i due [74].

Per attivare i gruppi carbossilici della superficie e permetterne il legame diretto con i gruppi
amminici dell’enzima vengono sfruttate le carbodiimmidi. Un esempio ¢ I’impiego di 1-Etil-3-
(3-dimetilamminopropil)carbodiimmide (EDC) e Sulfo-N-idrossisuccinimmide (s-NHS):
quest’ultimo rende piu efficiente la fase di attivazione a cui seguira I’immobilizzazione della
biomolecola come verra meglio approfondito nella sezione 5.2.6.1 [83].

Intrappolamento. ¢ un metodo che viene applicato principalmente a matrici di tipo polimerico.
In questo tipo di immobilizzazione 1’enzima non ¢ legato alla superficie, ma risulta
“intrappolato” all’interno delle maglie del network polimerico in cui ¢ inserito. La biomolecola
ha possibilita di svolgere la sua funzione poiché il substrato e il prodotto sono in grado di
diffondere attraverso il network polimerico, mentre 1’enzima risulta bloccato all’interno [84].
I1 vantaggio di questa tecnica ¢ che 1’enzima non risulta essere distorto nella sua configurazione
tridimensionale in quanto non interagisce con la matrice polimerica in cui ¢ inserito, risultando
quindi stabile. Tuttavia, il substrato ha maggiori difficolta a raggiungere il sito attivo
dell’enzima rispetto a quella riscontrata con gli altri metodi di immobilizzazione [74], [85].

Cross-linking: questo metodo di immobilizzazione prevede la creazione di legami covalenti tra
molecole di enzima grazie alla presenza di una molecola che funge da linker come per esempio
la glutaraldeide. In questo modo ¢ possibile formare degli aggregati di enzimi che risultano
chimicamente piu stabili, ma meccanicamente fragili (Cross-Linked Enzymes Crystals
(CLECs) e Cross-Linked Enzymes Aggregates CLEAs) [74]. E possibile legare queste strutture
ad una superficie, secondo uno dei tre meccanismi trattati sopra, ma I’attivita della
macrostruttura enzimatica tende a calare [86].
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3

Biosensori

Un biosensore si definisce come un dispositivo compatto all’interno del quale sono integrati un
elemento di riconoscimento di natura biologica ed un trasduttore di segnale [87]. L’elemento
di riconoscimento puo essere costituito da enzimi, acidi nucleici, anticorpi, organelli cellulari,
tessuti o cellule ed ¢ I’elemento sensibile alla presenza dell’analita di interesse [87].
L’interazione specifica tra I’elemento di riconoscimento e 1’analita comporta la modifica di una
0 piu proprieta fisico-chimiche dell’ambiente circostante (pH, temperatura, proprieta ottiche,
proprieta elettriche). Se necessario, cid viene processato dal trasduttore e convertito in un
segnale fisico misurabile che consente di acquisire informazioni quantitative o semiquantitative
sull’analita preso in esame [88].

Le principali caratteristiche che un biosensore deve possedere sono [89]:

specificita: indica la capacita del biosensore di essere sensibile solo nei confronti
dell’analita bersaglio;

riproducibilita: indica la ripetibilita della misura a parita di condizioni ambientali;
linearita: ossia la presenza di un range di concentrazioni di analita in cui si ha
proporzionalita diretta con il segnale in uscita dal biosensore. Questa caratteristica puo
essere associata alla risoluzione del biosensore ossia al minimo cambiamento nella
concentrazione di analita che puo essere riconosciuto dal biosensore;

stabilita: indica la tendenza del funzionamento del biosensore ad essere influenzato da
cambiamenti nelle condizioni ambientali.

sensibilita: parametri importanti nella definizione della sensibilita di un biosensore sono
il limit of detection (LOD) ossia la minima quantita di analita che puo essere rilevata dal
sensore ma non necessariamente quantificata e il limit of quantification (LOQ) ossia la
minima quantita di analita che puo essere quantificata con precisione dal sensore [90].

In base al tipo di interazione che si stabilisce tra il recettore e la molecola target ¢ possibile
effettuare una prima categorizzazione dei biosensori in catalitici e di affinita [3], [88].

biosensori catalitici: in questa classe di biosensori 1’elemento di riconoscimento
catalizza una reazione che coinvolge ’analita. Si ha dunque la generazione di un
prodotto la cui concentrazione ¢ correlabile alla concentrazione di analita;

biosensori di affinita: il principio su cui si basa questa classe di biosensori ¢ la
formazione di un legame specifico e duraturo dell’elemento di riconoscimento con
’analita di interesse. In questo tipo di biosensori non si ha la modifica della molecola
target, ma dato il legame di questa con I’elemento di riconoscimento si puo correlare un
cambiamento nelle proprieta dell’elemento di riconoscimento proporzionale alla
concentrazione dell’analita stesso che ¢ possibile misurare grazie all’azione del
trasduttore [91].

La caratteristica degli elementi di riconoscimento biologici di instaurare interazioni altamente
specifiche con una molecola target li porta ad essere ulteriormente sotto classificati in base alla
natura dell’elemento di riconoscimento. Si possono evidenziare:

\

Biosensori enzimatici: biosensori in cui I’elemento di riconoscimento € un enzima,
identificabile come un catalizzatore biologico altamente specifico verso un composto
definito substrato.

Immunosensori: dispositivi che sfruttano anticorpi come elementi di riconoscimento per
rilevare I’antigene specifico, ovvero la molecola che sono in grado di legare ad elevata
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affinita. L’interazione anticorpo-antigene ¢ altamente specifica, pertanto questo
permette di rilevare 1’antigene anche in presenza di altre sostanze interferenti [88].
Biosensori basati su acidi nucleici: I’elemento di riconoscimento ¢ costituito da catene
di acidi nucleici e sfruttano 1’affinita specifica tra catene complementari. Un esempio
sono gli aptasensori che presentano come elemento sensibile un aptamero (singola
catena oligonucleotidica di RNA o DNA artificiale) che viene sfruttato per rilevare
composti target altamente specifici quali proteine, virus, batteri [92].

Biosensori basati su cellule: gli elementi sensibili sono cellule o organelli cellulari che
permettono di identificare specifiche molecole. Le cellule vitali utilizzano le funzioni
metaboliche nell’interazione con la molecola di interesse. Uno svantaggio di questa
classe di elementi di riconoscimento ¢ legato alla minore specificita dovuta alla presenza
di enzimi che possono rendere il segnale in uscita di piu difficile interpretazione [93].

Un altro sistema di classificazione riguarda il sistema di trasduzione del segnale dato
dall’interazione tra 1’analita e I’elemento di riconoscimento. Le principali categorie sono [92]:

Biosensore ottico: si ha la registrazione di una variazione delle proprieta ottiche del
sistema conseguentemente all’interazione elemento di riconoscimento-analita.
Solitamente sono basati su fluorescenza, diffrazione ottica o su di un segnale
colorimetrico [94].

Biosensore elettrochimico: viene registrato un cambiamento nelle proprieta elettriche
del sistema in seguito all’interazione dell’elemento di riconoscimento con 1’analita. Di
conseguenza, la reazione catalizzata dall’elemento sensibile comporta la produzione o
il consumo di elettroni o ioni, cosi da indurre un cambiamento nelle proprieta elettriche
della soluzione. Si distinguono biosensori amperometrici, potenziometrici e di
impedenza a seconda della caratteristica elettrica monitorata.

Biosensore calorimetrico: presenta un sensore di temperatura che permette di misurare
il calore della reazione correlata all’interazione elemento di riconoscimento-analita.
Biosensore piezoelettrico: sfrutta la variazione della frequenza di risonanza di un
cristallo piezoelettrico che varia proporzionalmente alla massa di analita legato (sensore
di massa).

In Figura 3.1 si mostra la struttura e il principio di funzionamento di un biosensore.

. Enzyme
$ @- i > | Electroactive 2> Electrode e aaaice
<> s Antibody Material Filters
$ + Nucleic Acid pHChange 0> Semiconducting Multiplexers
Lo »— . =D P = > | Eiectrical
+ Bacteria Heat => Termistor Analog-to- Signal
* Digital
. ®_ Cell Light =r> Photodetector Converters
$ +®_ Tissue - Mass Change = pjezoelectric Linearizers
. »—' Organel Mechmn Compressors
Sample Bioreceptors or Signal Signal
Analyte Molecular Transducers Conditioning
Recognizers Circuits

Figura 3.1:Schema di funzionamento di un biosensore [95].
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Come si puo dedurre dalle diverse classificazioni sopra trattate, il mondo dei biosensori risulta
variegato e complesso e unisce diverse branche della scienza, dalla biologia, alla chimica, alla
fisica e all’ingegneria. Quello dei biosensori ¢ infatti un settore di ricerca in costante sviluppo.

Il primo biosensore realizzato fu un biosensore amperometrico enzimatico per il rilevamento di
glucosio in ambito medico. Furono L.C. Clark e C. Lyons che nel 1962 svilupparono un
dispositivo costituito da un elettrodo rivestito con una membrana per dialisi imbevuta con della
GOx. Il segnale amperometrico era fornito dal decremento della concentrazione di ossigeno
causato dall’azione catalitica della GOx sul glucosio presente [96]. A seguire, nel 1967 Updike
e Hicks svilupparono un altro modello di “enzyme electrode” immobilizzando della GOx in un
gel di poliacrilammide su una superficie di un elettrodo per la determinazione del glucosio in
soluzione e da tessuti in vitro [97]. I primi biosensori sviluppati sono stati, pertanto, biosensori
enzimatici amperometrici € nei decenni successivi sono stati realizzati nuovi accoppiamenti tra
sistemi di trasduzione del segnale e altri elementi di riconoscimento [98].

Negli ultimi anni gli sforzi compiuti sono stati rivolti alla realizzazione di biosensori dalla
struttura miniaturizzata e compatta tale per cui il dispositivo permetta un’analisi del campione
automatizzata con necessita di bassi volumi di reagenti e di soluzione da analizzare. Dispositivi
di questo tipo rientrano sotto il termine “Lab-On-A-Chip”, in cui viene riprodotto all’interno
del dispositivo un processo da laboratorio in scala ridotta con conseguente minor consumo di
energia, reagenti e tempo, garantendo allo stesso tempo la portabilita dell’analisi, non possibile
utilizzando la classica strumentazione da laboratorio [3].

L’aspetto fondamentale ¢ la creazione di fluidiche che consentano la manipolazione di un basso
volume di soluzione da analizzare. Questo rappresenta un grosso vantaggio per un biosensore,
in quanto aumenta la rapidita nella risposta, diminuendo la distanza tra analita ed elemento di
riconoscimento, inibendo I’influenza del trasferimento di massa rispetto a dispositivi in cui il
volume di soluzione da analizzare ¢ maggiore [99], [100].

La realizzazione di sistemi integrati miniaturizzati in cui sono presenti fluidiche e sistemi di
pompaggio rappresenta un hot-spot su cui numerosi gruppi di ricerca si stanno concentrando.
Questi sistemi definibili come Point-Of-Care (POC) danno la possibilita di concentrare nel
dispositivo il trattamento di campioni a matrice complessa poiché azioni quali separazione,
diluizioni, mixing con altri reagenti, analisi del campione e lettura del segnale sono
automatizzate nel dispositivo e possono svolgersi direttamente sul campo [1].

3.1 Biosensori enzimatici

Come gia accennato, i biosensori enzimatici sono stati i primi ad essere sviluppati questo anche
grazie alla disponibilita e alla facilita di isolamento e purificazione degli enzimi da diverse fonti
[101].

Dal punto di vista storico 1 primi biosensori enzimatici sviluppati sono quelli amperometrici.
Questa classe di biosensori ha subito un’evoluzione nel corso degli anni: si possono, infatti,
riconoscere tre generazioni di biosensori amperometrici. La prima generazione si basa sul
modello del biosensore di glucosio sviluppato da Clark nel 1962 e prevede la diffusione di
specie quali Oz e H>O» verso la superficie dell’elettrodo. Infatti, I’elemento di riconoscimento
non ¢ legato direttamente alla superficie del trasduttore, ma si trova intrappolato in una
membrana semipermeabile. La seconda generazione, sviluppata negli anni 80, prevede la
presenza di un mediatore di reazione, il quale diffonde verso la superficie dell’elettrodo. Nella
terza, si ha I’'immobilizzazione diretta dell’elemento di riconoscimento sulla superficie
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dell’elettrodo e un passaggio diretto degli elettroni coinvolti nella reazione di ossidoriduzione
dal sito attivo dell’enzima all’elettrodo [102]. Uno schema delle tre generazioni di biosensori
enzimatici amperometrici ¢ mostrato in Figura 3.2.

(a) o (b) | (c)

Figura 3.2: Prima (a), seconda (b) e terza (c) generazione dei biosensori enzimatici amperometrici [103].

L’evoluzione dei biosensori enzimatici ha visto I’integrazione di sistemi di trasduzione basati
su principi fisici diversi: di rilievo sono i biosensori ottici [104].

Guardando nuovamente alla storia, il primo prototipo di biosensore enzimatico ottico ¢ stato
sviluppato nel 1957 ed ¢ rappresentato da un pad di carta con all’interno co-immobilizzate GOx
e HRP. Il segnale in uscita, di tipo colorimetrico, era dato dall’ossidazione della o-tiolidina e
permetteva un’analisi semiquantitativa della concentrazione di glucosio in soluzione. Da questa
prima soluzione sono stati implementati diversi sistemi di trasduzione del segnale ottico basati
su principi fisici quali: assorbanza, chemiluminescenza, fluorescenza e la formazione di
plasmoni di risonanza superficiali (SPR) [105].

Gli ambiti in cui trovano applicazione i biosensori enzimatici sono molteplici: ambientale [106],
controllo qualita e processi nell’industria alimentare [107], diagnosi € monitoraggio in ambito
medico [101]. L analita maggiormente preso in considerazione in questi ultimi due settori ¢
rappresentato dal glucosio. Il glucosio rappresenta un analita di cruciale interesse per il
monitoraggio del diabete in ambito medico e pertanto in letteratura si trovano molti studi per lo
sviluppo di biosensori enzimatici volti all’analisi di questa molecola in diversi fluidi corporei
dal sangue [102], alla saliva [108], all’urina [109], alle lacrime [110].

Nel settore alimentare la determinazione del glucosio ¢ importante per quanto concerne ad
esempio la fermentazione nella produzione dei vini [111] o il livello di zucchero in bevande
quali succo d’arancia [107].
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3.2 Biosensori e stampa 3D

I materiali tradizionalmente utilizzati per la realizzazione di dispositivi microfluidici sono
silicio, vetro e polimeri quale il polidimetilsilossano (PDMS) [2], [100], [112], [113]. La
maggiore problematica nella realizzazione di dispositivi di questo tipo sta nel numero di
passaggi che porta alla realizzazione della struttura finale e nell’utilizzo di materiali e reagenti
tossici [113]. Alcune delle tecniche di lavorazione tradizionalmente utilizzate sono: litografia
[4], hot embossing, soft lithography e casting. Le tecnologie di soft lithography e casting,
solitamente utilizzate per la realizzazione di dispositivi in PDMS, sono tecniche di stampa che
prevedono la presenza di un calco del negativo della geometria che si vuole realizzare. Questo
comporta una maggiore lentezza nella realizzazione di prototipi a livello laboratoriale in quanto
per modificare il design dell’oggetto stampato deve essere prima costruito un nuovo stampo.
Inoltre, la riproducibilita del dispositivo ¢ bassa e dispendiosa dal punto di vista economico e
del tempo impiegato per realizzarla [113]. Allo stesso tempo non ¢ sempre possibile realizzare
tutte le geometrie necessarie per lo sviluppo di un LOC. In tal senso, la stampa 3D si sta
affermando come strumento di grande rilievo poiché permette di realizzare strutture complesse
in poco tempo e con alta precisione e riproducibilita [114]. La stampa 3D consente di realizzare
in un singolo step di lavoro una struttura complessa senza necessita di assemblaggio o di lunghi
processi di rifinitura e permette un rapido sviluppo di prototipi grazie alla possibilita di
modificare la forma dell’oggetto finale agendo solo a livello digitale (modifica del CAD).
Questo fa si che 'implementazione di nuove strutture sia rapida e consenta di minimizzare i
tempi che passano dallo sviluppo dell’idea del design alla sua reale attuazione fisica poiché non
sono necessari passaggi intermedi quali la realizzazione di stampi (casting), maschere
(litografia) o altri strumenti che permettano poi di realizzare il dispositivo finale abbattendo
quindi tempi e costi nello sviluppo iterativo di prototipi [114]. Questo concetto, valido in
generale, risulta decisamente vantaggioso nella realizzazione di dispositivi che rientrano nella
(bio)sensoristica. In particolare, I’unione dell’alta selettivita, specificita e rapidita nella risposta
dei biosensori unita alla flessibilita nella realizzazione della struttura del dispositivo ad oggi
pone la tecnologia di stampa 3D in primo piano e pertanto sono numerosi gli studi che negli
ultimi anni sono stati portati avanti per la realizzazione di biosensori stampati 3D [115]. In
Figura 3.3 si riporta un grafico che mostra quanto siano cresciute negli ultimi anni le ricerche
nell’ambito dei (bio)sensori stampati 3D.
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Figura 3.3: Numero di pubblicazioni scientifiche (istogramma verde) e citazioni (curva rossa) all'anno relative a
sensori stampati 3D nel periodo 2010-2022 (aggiornate a gennaio 2022) [115].

L’AM risulta una tecnologia innovativa oltre che per il rapid prototyping anche per quanto
concerne lo sviluppo di strutture funzionali, quali i dispositivi di bioriconoscimento. Attraverso
I’additive manufacturing ¢ possibile ridurre non solo il tempo necessario per la realizzazione di
strutture complesse, ma anche le fasi di modifica superficiale necessarie per legare le
biomolecole (in particolare se comparate con il PDMS) [13], [116].

La sfida principale ¢ quella di unire la complessita delle geometrie realizzate ad una funzionalita
intrinseca dell’oggetto e consentire lo sviluppo di dispositivi reattivi e spendibili in svariati
settori, dalla sensoristica allo sviluppo di reattori [13]. La tecnologia di stampa 3D che
maggiormente risulta flessibile per la realizzazione di dispositivi di questo tipo ¢ la
stereolitografia SLA/DLP [116]. Il primo approccio per la realizzazione di biosensori stampati
3D vede I'immobilizzazione dell’elemento di bioriconoscimento come fase successiva alla
stampa dell’oggetto e a seguito di eventuali trattamenti superficiali dell’oggetto stampato [117].
Ulteriore sviluppo della stampa 3D con applicazioni all’ambito bioanalitico ¢ quello di
immobilizzare 1’elemento di bioriconoscimento nella matrice polimerica durante la fase di
stampa. Ne ¢ un esempio la realizzazione di idrogeli di PEGDA con all’interno intrappolate
GOx e HRP per ottenere 1’elemento di riconoscimento del biosensore realizzata da Mandon et
al. (2017)[118]. In questo caso la tecnologia DLP risulta vincente per ottenere rapidamente
I’oggetto finale in quanto le formulazioni utilizzate e le basse temperature coinvolte nel
processo permettono di mantenere attive le biomolecole a seguito del processo di stampa [116].

Approccio sinergico ai due sopra elencati ¢ rappresentato da quello che fa da sfondo a questo
lavoro di Tesi, ossia un’ingegnerizzazione della formulazione con cui verra realizzato 1’oggetto
al fine di ottenere una superficie intrinsecamente funzionalizzata e che ben si presta
all’immobilizzazione delle biomolecole grazie all’esposizione di un numero controllato di
gruppi funzionali -COOH [119], [120].
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4 Scopo del lavoro

Lo scopo di questo lavoro di Tesi ¢ la realizzazione di un biosensore enzimatico stampato 3D
per il rilevamento di glucosio in soluzione con misura del segnale di tipo colorimetrico.

Gli enzimi utilizzati sono la GOx da Aspergillus niger e ’HRP da Armoracia rusticana e la
generazione del segnale ottico ¢ data dall’ossidazione di TMB, substrato dell’enzima HRP.

Il principio di funzionamento del biosensore, oggetto di questo lavoro di Tesi, ¢ I’instaurarsi di
una reazione a cascata catalizzata da GOx e HRP, co-immobilizzati all’interno della struttura
fluidica del dispositivo stampato 3D. La prima fase prevede la trasformazione del B-D-glucosio
da parte della GOx con conseguente liberazione di una mole di H,0, per ogni mole di glucosio
reagito. Il perossido di idrogeno ossida la molecola di TMB con un rapporto 1:2 grazie
all’azione catalitica della HRP. Infine, dal segnale colorimetrico misurato ¢ possibile risalire
alla concentrazione di glucosio in soluzione.

Innanzitutto, € stato condotto uno studio dell’attivita dei due enzimi GOx e HRP in soluzione,
al fine di ottenere i loro parametri cinetici e poi confrontarli con quelli mostrati dagli enzimi
immobilizzati su campione stampato.

11 dispositivo ¢ stato realizzato grazie alla tecnologia della DLP. In primo luogo, ¢ stato scelto
il materiale polimerico migliore per la realizzazione del biosensore. I criteri di selezione sono
riassumibili nel comportamento della resina in fase di stampa e nell’efficienza che questa
presenta con gli enzimi in fase di immobilizzazione.

Una volta individuato il materiale polimerico di elezione, il lavoro € proseguito su due fronti:

I’ottimizzazione dei parametri di immobilizzazione degli enzimi al fine di ottenere un
buon segnale colorimetrico. L’ obiettivo perseguito ¢ stato quello di co-immobilizzare
gli enzimi sulla superficie polimerica per permettere ’instaurarsi di un processo di
reazione a cascata.

- la progettazione e la realizzazione di un dispositivo microfluidico stampato 3D per
ottimizzare il processo di sviluppo e facilitare la lettura del segnale dell’analita.
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5 Materiali e metodi

In questo capitolo verranno presentati i materiali e i metodi impiegati durante questo lavoro di
Tesi per ottenere il dispositivo finale ed effettuarne le caratterizzazioni. Nel Paragrafo 5.1
saranno presentati 1 materiali e la strumentazione sfruttata per la creazione della struttura del
dispositivo e dei campioni adoperati negli studi preliminari di immobilizzazione enzimatica
superficiale. Nel Paragrafo 5.2 verranno presi in esame i1 materiali sfruttati per realizzare
I’elemento sensibile del biosensore, le relative tecniche di caratterizzazione ed i protocolli
ottimizzati.

5.1 Materiali, metodi e strumentazione relativi alla stampa 3D

Questa sezione sara dedicata a descrivere le resine fotoreticolabili su cui sono stati effettuati gli
studi preliminari che hanno permesso di selezionare il materiale piu adatto alla costruzione del
dispositivo finale e all’identificazione del protocollo ottimale per la co-immobilizzazione
enzimatica in dispositivo. Come gia anticipato, i criteri di scelta seguiti riguardano sia il
comportamento della formulazione in fase di stampa, che I’efficienza di immobilizzazione degli
enzimi che essa garantisce. Inoltre, saranno presentati gli strumenti utilizzati per 1’ottenimento
e la caratterizzazione dei campioni.

5.1.1 Resine

I materiali selezionati per la costruzione del dispositivo finale, sono stati definiti sulla base di
studi precedenti [120]; le resine esaminate sono tutte diacrilate e sono elencate di seguito:

— Bisfenolo A Etossilato Diacrilato Mn ~ 512 EO/phenol 2 (BEDA) (Figura 5.1). Questo
monomero presenta una struttura caratterizzata da due anelli aromatici che
contribuiscono a rendere la resina piuttosto viscosa (800-1200 cps a 25 °C [121];

— 1,6 Esandiolo Diacrilato (HDDA) (Figura 5.2). Questo monomero presenta una struttura
centrale alifatica costituita da sei atomi di carbonio che rende la resina poco viscosa ed
¢ ottenuto per esterificazione di 1,6 Esandiolo con Acido Acrilico [122];

— Polietilenglicole Diacrilato Mn ~ 575 (PEGDA) (Figura 5.3). Questo monomero
presenta una struttura centrale data dalla ripetizione di gruppi etilenossido che
conferisce alla resina una viscosita circa di 40-70 cps a 25 °C [123].

H3C CHj

HQCWO%O% ‘ ‘ J[O/\_}O\H/%CHQ
O A "0

Figura 5.1: Struttura molecolare di BEDA Mn ~ 512 [121].

O
HchOWOk?CHz
O

Figura 5.2: Struttura molecolare dell’ HDDA [124].
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Figura 5.3: Struttura molecolare del PEGDA Mn ~575 [123].

Per tutte le formulazioni realizzate, il fotoiniziatore impiegato ¢ il Fenilbis (2.4,6-
trimetilbenzoil) Ossido di Fosfina (BAPO) (Figura 5.4). Il BAPO ¢ un fotoiniziatore radicalico
UV di tipo 1 [125].

HsC CH; H3C CHj
O

P
HsC O O CHjs

Figura 5.4: Struttura molecolare BAPO [126].

Al fine di aggiungere funzionalita carbossiliche al materiale di base, ¢ stato aggiunto acido
acrilico alla resina, la cui struttura molecolare ¢ riportata in Figura 5.5. L acido acrilico ¢ il piu
semplice acido carbossilico insaturo che presenta un doppio legame C=C. La sua aggiunta alla
formulazione comporta un cambiamento delle proprieta reologiche e della stampabilita della
formulazione, oltre ad una modifica delle funzionalita esposte sulla superficie del dispositivo
una volta stampato. Questo ultimo aspetto impattera sia sulla fase di immobilizzazione degli
enzimi, che sulla definizione del grado di idrofobicita della superficie.

0
HzCQJ\OH

Figura 5.5: Struttura molecolare dell’acido acrilico [127].

Le formulazioni principali prese in esame in questo lavoro di Tesi sono riportate in Tabella 5.1.
Il nome con cui verranno richiamate nei prossimi Capitoli € quello riportato nella prima colonna
della Tabella 5.1.
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Tabella 5.1: Composizione delle principali formulazioni utilizzate. Le formulazioni a base BEDA prevedono
l’aggiunta di 100 ul di acetone per grammo di formulazione al fine di facilitare la solubilizzazione del
fotoiniziatore. ! Con il termine phr (per hundred resin) si indica la quantita di additivo (nel caso specifico
rappresentato dal fotoiniziatore BAPO) da inserire a 100 parti della formulazione di base.

VYolume di
Acido Acrli acetone su
Formulazione | Resina [wt%)] Qeo ACTIICO | grammo di | BAPO [phr]!
[wt%] formulazione
[ml]
BEDA 100 -
100
BEDA 10%AA 90 10
HDDA 100 - ,
HDDA 10%AA 90 10
PEGDA 100 - )
PEDA 10%AA 90 10

5.1.2 ASIGA MAX X27 UV385

La stampante 3D utilizzata per ottenere i campioni ¢ la Asiga MAX X27 UV385 (Figura 5.6).
Questa ¢ una stampante DLP con sorgente luminosa a LED centrata a 385 nm e con risoluzione
dei pixel sul piano x-y di 27 um. La piattaforma di crescita ha una superficie utile di 51.8 x
29.2 mm? e I’altezza massima che puo essere raggiunta dagli oggetti stampati & di 75 mm [128].
Il setup di lavoro ¢ di tipo bottom-up, pertanto, I’oggetto viene cresciuto capovolto e a muoversi
¢ la piattaforma di crescita.

PR, )

Figura 5.6: ASIGA MAX X27. Immagine modificata da [128].
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Tutti i CAD elaborati in questo lavoro di Tesi sono stati realizzati con il software
SOLIDWORKS e convertiti in formato STL per essere poi inviati alla stampante per mezzo del
software Asiga Composer [128]. Questo software permette di modificare i parametri di stampa
e di disporre 1 modelli da stampare sulla piattaforma di crescita. I parametri di stampa principali
su cui si € intervenuti per ottenere una buona print fidelity sono stati: spessore del layer, tempo
di irraggiamento, intensita di illuminazione. E possibile suddividere il CAD in diversi range di
stampa e diversificare 1 parametri tra un range e 1’altro. I primi /ayer stampati sono definiti
“layer di Burn-in” e sono caratterizzati da una dose di irraggiamento maggiore rispetto ai
successivi per far si che venga raggiunto un grado di reticolazione maggiore e dunque venga
garantita un’adesione alla piattaforma di crescita sufficiente a sorreggere 1’oggetto. Dopo la
stampa del modello, tipicamente si esegue un lavaggio in solvente per rimuovere la resina in
eccesso, seguito da un irraggiamento in un fornetto UV (post curing), per aumentarne il grado
di reticolazione.

5.1.2.1 Parametri e protocollo di stampa per i campioni

I principali parametri di stampa (spessore dello strato ed intensita di illuminazione) sono
comuni a tutte le formulazioni utilizzate, sia negli studi preliminari di immobilizzazione
enzimatica (esperimenti descritti nei Paragrafi 6.1,6.2, 6.3 ¢ 6.5) che nelle cinetiche enzimatiche
su provino con enzima immobilizzato (Paragrafo 6.6) e sono riportati in Tabella 5.2. L unico
parametro modificato a seconda della resina stampata ¢ il tempo di esposizione. I tempi di
esposizione per le diverse formulazioni della Tabella 5.1 sono riportati in Tabella 5.3.

Tabella 5.2: Parametri di stampa comuni alle formulazioni riportate in Tabella 5.1 utilizzate per la
realizzazione dei campioni impiegati negli studi di immobilizzazione.

Parametro Burn-in Range 1 Unita di misura
Print range da 0 0.3 mm
Print range a 0.3 0.9 mm
Spessore dello strato 0.15 0.15 mm
Intensita luminosa 25 25 mW/cm?

Tabella 5.3: Tempi di esposizione per le diverse formulazioni riportate in Tabella 5.1 utilizzate per la

realizzazione dei campioni impiegati negli studi di immobilizzazione.

Tempo di Tempo di

Formulazione esposizione Burn-in | esposizione Range 1
[s] [s]
BEDA 2.5 1.2
BEDA 10%AA 2.5 1.2
HDDA 3 1.5
HDDA 10%AA 3 1.5
PEGDA 2 0.8
PEDA 10%AA 2 0.8
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Per rimuovere la resina in eccesso si ¢ eseguito un lavaggio immergendo il campione in etanolo
per 2 minuti seguito da un post curing in un fornetto UV di 5 minuti in doppio (per lato del
provino).

5.1.2.2 Parametri e protocollo di stampa per la realizzazione del dispositivo

I parametri di stampa utilizzati per la realizzazione di entrambe le versioni del dispositivo
(descritte nel Paragrafo 6.7) sono riportati in Tabella 5.4.

Tabella 5.4: Principali parametri di stampa utilizzati per la realizzazione del dispositivo.

Parametro Burn-in Range 1 Unita di misura
Print range da 0 0.3 mm
Print range a 0.3 4.5 mm
Spessore dello strato 0.1 0.1 mm
Intensita luminosa 25 25 mW/cm?
Tempo di esposizione 4 0.8 s

Per rimuovere la resina in eccesso si esegue un lavaggio in etanolo di 2 minuti seguito da un
post curing in un fornetto UV della durata complessiva di 4 minuti suddivisi in 2 minuti per
lato del dispositivo.

5.1.3 Strumenti di caratterizzazione

Le resine stampate sono state caratterizzate mediante analisi allo spettrofotometro FTIR e
definizione dell’angolo di contatto.

5.1.3.1 Spettrofotometro FTIR

Lo spettrofotometro IR utilizzato ¢ uno spettrofotometro a trasformata di Fourier (FTIR
Nicolet5700, Thermo Fisher Scientific). Con questo strumento ¢ stato possibile acquisire lo
spettro di assorbimento nella regione IR dei campioni stampati. Gli spettri ottenuti riportano 1
picchi di assorbimento nel range di lunghezze d’onda che va da 2500 nm a 25000 nm (ossia, in
frequenze, da 4000 cm™ a 400 cm™). In particolare, ¢ stato analizzato il picco di assorbimento
del legame C=0 a 1700 cm™' e le sue modificazioni provocate dall’aggiunta di acido acrilico
alla formulazione di partenza.

5.1.3.2 Angolo di contatto

Lo strumento utilizzato per monitorare 1’angolo di contatto un OCA 200 (DataPhysic
Instruments, Gmb). Le misure di angolo di contatto sono state effettuate con acqua distillata ed
un volume della goccia pari a 1.5 pl. Il software SCA20 ha permesso di processare le immagini
ottenute e valutare il valore di angolo di contatto attraverso 1’applicazione di un modello
elissoidale.

5.2 Materiali, strumentazione e protocolli per P’immobilizzazione
dell’elemento sensibile e lo sviluppo del biosensore

Di seguito verranno presentati i materiali, 1 protocolli e gli strumenti sfruttati per portare a
compimento le analisi relative al sistema di rilevamento dell’analita del biosensore.
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5.2.1 Materiali: enzimi e substrati

— GOx: la GOx utilizzata ¢ estratta da Aspergillus niger con peso molecolare pari a 160
kDa (codice G7141, Sigma Aldrich);

— HRP: la glicoproteina utilizzata ¢ la Type VI della Sigma Aldrich, essa ha peso
molecolare pari a 44 kDa (codice P6782-10MG, Sigma Aldrich);

— Glucosio: il glucosio utilizzato ¢ D-(+)-Glucose (codice 49139, Sigma Aldrich). Esso
rappresenta il substrato per la GOx e pertanto ¢ stato utilizzato nelle cinetiche
enzimatiche di GOx in soluzione e negli sviluppi in presenza di GOx e HRP
immobilizzati sia su campione che in dispositivo;

— TMB: durante questo lavoro di Tesi si ¢ usato il TMB come substrato per HRP e
precisamente in due forme: TMB - Liquid Substrate System for ELISA della Sigma
Aldrich, che verra definito “TMB commerciale” nei prossimi Capitoli, ¢ TMB
dicloridrato idrato della Sigma Aldrich. La prima ¢ una formulazione liquida da
conservarsi a 2-8 °C che, presentando al suo interno il perossido di idrogeno, ¢ utilizzata
come miscela di reazione gia pronta per gli sviluppi con HRP. Il TMB dicloridrato idrato
¢ stato sciolto in dimetilsolfossido (DMSO) e Buffer Fosfato Citrato (BFC) 50 mM pH
5.0 per realizzare il substrato liquido con cui compiere caratterizzazioni quali cinetiche
enzimatiche sia in liquido che con enzima immobilizzato e sviluppi in presenza di GOx
e HRP immobilizzati sia su campione che in dispositivo. La miscela di reazione finale
¢ quindi composta da tampone BFC e DMSO 10%.

— ABTS: PABTS ¢ stato utilizzato come substrato alternativo per ’HRP. Presenta una
solubilita in acqua pari a 10 mg/ml [129].

5.2.2 Strumentazione per la caratterizzazione

5.2.2.1 Lettore di piastra

Per le misure colorimetriche ¢ stato usato un lettore di micropiastre MULTISKAN GO della
Thermo Fisher. Questo strumento supporta micropiastre da 96 pozzetti e da 384 pozzetti,
presenta una lampada allo xenon e permette di leggere I’intensita di assorbimento in un range
di lunghezze d’onda che va da 200 nm a 1000 nm. La lunghezza d’onda desiderata ¢ selezionata
tramite un monocromatore. Il campione sulla micropiastra viene misurato verticalmente (dal
basso in alto) [130]. La Figura 5.7 riporta lo strumento.
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Figura 5.7: MULTISKAN GO con carrello portapiastra estratto [130].

La legge che viene sfruttata per la rielaborazione del segnale ottico in uscita dal lettore di piastre
¢ quella di Lambert Beer riportata nell” Eq. (5).

I
log70=A=£-c-l (%)

Dove I ¢ I’intensita del fascio monocromatico incidente, I ¢ quella del fascio rilevato dopo che
ha attraversato la soluzione campione, 4 ¢ I’assorbanza della soluzione (in questo lavoro di Tesi
equiparata con il termine densita ottica (OD)), € ¢ il coefficiente di estinzione molare della
specie chimica che assorbe alla lunghezza d’onda esaminata, / ¢ il cammino ottico percorso
dalla radiazione attraverso il campione e ¢ la concentrazione della soluzione.

5.2.3 Protocolli cinetiche enzimatiche in soluzione

Di seguito sono riportati i protocolli seguiti per le diverse tipologie di prove di calcolo di attivita
e valutazione dei parametri cinetici per HRP e GOx in soluzione.

Per questo progetto di Tesi si € reso necessario I’utilizzo di un substrato di HRP che permettesse
di bloccare la reazione con H>SOs, cosi da poter condurre prove di cinetiche enzimatiche con
I’enzima immobilizzato sulla superficie dei materiali stampati (vedi struttura della prova nel
Paragrafo 5.2.7). Per questo motivo la scelta ¢ ricaduta sulla molecola di TMB, nonostante non
vi siano dirette fonti in letteratura con cui confrontare i parametri cinetici ottenuti nelle
condizioni di buffer e pH utilizzate. La TMB oltre a possedere questa qualita, grazie alle due
forme ossidate (il complesso a trasferimento di carica in equilibrio con il radicale cationico e la
forma diimmina), risulta essere il substrato di HRP con il piu alto grado di amplificazione del
segnale [72]. Le prove atte a valutare i parametri cinetici dell’HRP e della GOx che prevedono
I’uso di TMB (protocolli C e D), pertanto, saranno divise in monitorate in continuo al lettore di
piastre (denominate ‘“standard”) e stoppate con H>SOs (denominate “stoppate con H2SO4”)
questo dara la possibilita di confrontare tra loro 1 parametri cinetici ottenuti nelle due modalita
di analisi in soluzione (Paragrafi 6.4.1.2 e 6.4.2) e confrontare poi i parametri cinetici ottenuti
con le stoppate con H2SO4 1n soluzione con quelli che verranno ricavati dalle prove di cinetica
con enzimi immobilizzati su solido (Paragrafo 6.6).
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5.2.3.1 Protocollo A: valutazione dell’attivita enzimatica dell’HRP tramite TMB

L’attivita della HRP ¢ stata valutata con concentrazione di enzima pari a 1 ng/ml a 25 °C, con
concentrazione di TMB pari a 1 mM e perossido di idrogeno pari a 4.90 mM in BFC. La lettura
¢ stata eseguita in continuo mediante il lettore di piastre multipozzetto a lunghezza d’onda pari
a 655 nm. L’attivita ¢ stata espressa in pM/min ed ¢ stata valutata dalla pendenza del tratto
lineare iniziale della curva OD vs tempo fornita in output dallo strumento di lettura. Il
coefficiente di estinzione molare utilizzato ¢ 3.90-10* 1/(M-cm) [73].

5.2.3.2 Protocollo B: valutazione dei parametri cinetici dell’HRP per ’ABTS

L’attivita della HRP per il calcolo dei parametri cinetici per ABTS ¢ stata valutata con
concentrazione di enzima pari a 50 ng/ml a 25 °C, concentrazione di ABTS variabile nel range
0.06 — 1 mM e perossido di idrogeno pari a 1 mM in BFC. La lettura ¢ stata eseguita in continuo
al lettore di piastre a 405 nm [131]. L’attivita ¢ stata espressa in uM/min ed ¢ stata valutata
dalla pendenza del tratto lineare iniziale della curva OD vs tempo, fornita in output dallo
strumento di lettura. Il coefficiente di estinzione molare utilizzato ¢ 3.68-10* 1/(M-cm) [131].

5.2.3.3 Protocollo C1: valutazione dei parametri cinetici dell’HRP per il TMB (standard)

Le cinetiche in soluzione sono state condotte con TMB in BFC e sono state volte ad ottenere i
parametri cinetici per questo substrato. Hanno previsto 1'utilizzo di H2O> a concentrazione
costante, pari a 4.90 mM, in modo da poter considerare questo substrato in eccesso. La
concentrazione di TMB ¢ stata fatta variare nell’intervallo 0.08-0.64 mM. La lettura in continuo
¢ stata eseguita al lettore di piastre multipozzetto a 655 nm a 25 °C. La velocita iniziale ¢ stata
espressa in pM/min ed ¢ stata valutata dalla pendenza del tratto lineare iniziale della curva OD

vs tempo fornita in output dallo strumento di lettura. Il coefficiente di estinzione molare
utilizzato ¢ 3.90-10* 1/(M-cm) [73].

5.2.34 Protocollo C2: valutazione dei parametri cinetici dell’HRP per il TMB (stoppata
con H:S0y)

Le cinetiche in soluzione stoppate con H2SOj4 presentano gli stessi parametri delle cinetiche
standard (5.2.3.3), ma la lettura viene eseguita sulla piastra da 96 pozzetti a seguito
dell’interruzione della reazione a tempi definiti con uguale volume di H>SO4 0.5 M. Le
lunghezze d’onda a cui si esegue la lettura sono 450 nm e 630 nm. L’attivita ¢ stata espressa in
uM/min ed ¢ stata valutata dalla pendenza del tratto lineare iniziale della curva OD vs tempo,

fornita in output dallo strumento di lettura. Il coefficiente di estinzione molare utilizzato ¢
5.90-10* 1/(M-cm) [73].

5.2.35 Protocollo DI1: valutazione dei parametri cinetici della GOx per il glucosio
tramite TMB (standard)

Le cinetiche in soluzione per ottenere 1 parametri cinetici per il glucosio di GOx sono state
svolte seguendo gli studi effettuati da Zhang et al. (2016) [132] in cui ’attivita di GOx viene
misurata per via ottica a seguito dell’ossidazione di ABTS per opera di HRP, con H>O» liberato
grazie all’azione di GOx sul glucosio. Il protocollo seguito in questo lavoro di Tesi differisce
nel substrato di HRP, che ¢ stato TMB invece che ABTS e nella soluzione tampone in cui
vengono condotti gli esperimenti che ¢ BFC e non Buffer Fosfato Salino, pH 7.4 (PBS). La
concentrazione di GOx utilizzata ¢ 1 nM e viene letto il segnale ottico dato dall’ossidazione di
TMB. La lettura ¢ stata eseguita al lettore di piastra multipozzetto a 655 nm a 25 °C. L’attivita
¢ stata espressa in uM/min ed ¢ stata valutata dalla pendenza del tratto lineare iniziale della
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curva OD vs tempo, fornita in output dallo strumento di lettura. Il range di glucosio indagato
arriva a 25 mM. Il coefficiente di estinzione molare utilizzato ¢ 3.90-10* 1/(M-cm) [73].

5.2.3.6 Protocollo D2: valutazione dei parametri cinetici della GOx per il glucosio
tramite TMB (stoppata con H250,)

Le cinetiche in soluzione stoppate con HoSO4 presentano gli stessi parametri delle cinetiche
standard (5.2.3.5) ad eccezione del range di glucosio indagato che vada 1.56 mM a 12.50 mM.
La lettura, pero, viene eseguita a seguito dell’interruzione della reazione a tempi definiti con
uguale volume di H2SO4 0.5 M a 450 nm e 630 nm. L’attivita ¢ stata espressa in uM/min ed ¢
stata valutata dalla pendenza del tratto lineare iniziale della curva OD vs tempo, fornita in output
dallo strumento di lettura. Il coefficiente di estinzione molare utilizzato ¢ 5.90-10* 1/(M-cm)
[73].

5.2.4 Struttura delle cinetiche stoppate con H2SOy4 in soluzione

La prova di cinetica stoppata prevede il riempimento di una piastra da 96 pozzetti con 4
concentrazioni diverse di substrato (ogni concentrazione occupa 3 colonne). L’attivazione della
reazione avviene contemporaneamente per tutti i pozzetti di una riga, a seguito
dell’introduzione della soluzione contenente 1’enzima. La reazione su ogni riga della piastra
viene stoppata con HoSO4 0.5 M a tempi definiti. Al termine della reazione viene eseguita la
lettura al lettore di piastra multipozzetto a 450 nm e 630 nm. Scorrendo la piastra lungo le
colonne si hanno tempi di reazione crescenti, scorrendo lungo le righe si ha la concentrazione
di substrato diversa ogni 3 pozzetti. Uno schema tipo della piastra da 96 pozzetti ¢ riportato in
Figura 5.8.
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18 \HQO ...I OCOOQ

\ i —

L [S1] [S2] [Ss] [S4]

Figura 5.8:Schema di una piastra da 96 pozzetti per le prove di cinetica enzimatica stoppata con H>SO4.
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5.2.5 Metodo di linearizzazione di Lineweaver-Burk

Come gia anticipato, il metodo di linearizzazione delle cinetiche enzimatiche sfruttato per
ottenere 1 parametri cinetici € stato quello di Lineweaver-Burk. In questo modello vengono
riportati i reciproci delle variabili sui due assi. Nel dettaglio, sull’asse delle ascisse si ha il
reciproco della concentrazione di substrato, mentre su quella delle ordinate il reciproco della
velocita iniziale di reazione. In Figura 5.9 si riporta una rappresentazione grafica della
linearizzazione.

gradient = K /v,

max

1/v

/ 1/Vax

_1/Km 1/[A]

Figura 5.9:Modello di linearizzazione di Lineweaver-Burk per ottenere i parametri cinetici Ky € Vipax. Con [A] si

.....

Data I’equazione generica della retta di interpolazione Eq.(6), 1 valori di K € Vimax si ottengono
rispettivamente come riportato nella Eq.(7) e nella Eq.(8).

1 1 6

PR (6)
K. —E 7
m= (7
Vi = = ®)
max_q
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5.2.6 Funzionalizzazione superficiale e sviluppo

5.2.6.1 Protocollo 1

La fase cruciale per la realizzazione di un biosensore enzimatico ¢ I’immobilizzazione degli
enzimi sulla superficie di interesse, che in questo lavoro di Tesi ¢ rappresentata da resine
fotoreticolate stampate tramite tecnologia DLP. Al fine di ottimizzare questo processo si sono
compiuti studi preliminari su campioni di 5 x 5 x 0.9 mm?.

I1 protocollo di immobilizzazione delle biomolecole da cui si € partiti prevede un primo step di
attivazione dei gruppi carbossilici in cui ¢ necessario I’impiego di 1-Etil-3-(3-
dimetilamminopropil)carbodiimmide (EDC) e Sulfo-N-idrossisuccinimmide (s-NHS) [119],
[120]. EDC ¢ un cross-linker a lunghezza zero (non inserisce catene spaziatrici), che viene
spesso sfruttato per la creazione di legami ammidici tra due composti di interesse (i gruppi
carbossilici esposti dalla superficie del materiale da funzionalizzare e 1 gruppi amminici presenti
nella biomolecola). L’EDC agisce sui gruppi carbossilici formando un intermedio (o-
acilisourea) che rende piu reattivo il gruppo carbossilico nei confronti delle ammine primarie.
Tuttavia, I’emivita della configurazione reattiva risulta essere estremamente breve, pertanto,
per aumentare 1’efficienza del processo all’EDC si accoppia s-NHS che permette la creazione
di un estere stabile nel tempo e che rende 1 gruppi carbossilici reattivi alle ammine per un tempo
utile alla creazione del legame [83]. Lo schema del processo, la cui efficienza ¢ massima a pH
fisiologici [83], ¢ mostrato in Figura 5.10.

Carboxylic Primary Amine Stable Conjugate

Acid @ (amide bond)
¢ CI
@
H\ 0 Hydrolysis
x
|
+NH

I\i

0 =¢
-~
1\ o-Acylisourea
Intermediate 0 0 |.|2

Ny (unstable) =8~p-
Cs 0
EDC N Amine-reactive
_ § \ Sulfo-NHS Ester anarv
Crosslinker HO” (dry-stable) Amine
0
Sulfo-NHS

Figura 5.10: Schema del processo di attivazione dei gruppi carbossilici con EDC/s-NHS [83].

Come ¢ possibile notare in Figura 5.10 ’intermedio o-acilisourea puo seguire tre differenti
percorsi:

— puo essere allontanato dall’attacco di un’ammina primaria del composto 2 che forma un
gruppo ammidico con il composto 1 formando un coniugato stabile;
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— puo andare incontro ad idrolisi comportando la rigenerazione del gruppo carbossilico;

— puo formarsi I’estere stabile per interazione con la molecola s-NHS che, nel momento
in cui collide in modo efficace con un’ammina primaria del composto 2, porta alla
formazione del gruppo ammidico e ad un coniugato stabile.

Alla fase di attivazione dei gruppi carbossilici superficiali segue la fase di incubazione del
campione a 4 °C over night (O/N). I passaggi dettagliati del Protocollo 1 sono riportati di
seguito:

1. Equilibratura dei campioni nei pozzetti di una piastra da 48 pozzetti in buffer MES
(acido 2-(N-morfolino)etansolfonico) 100 mM a pH 4.8 per 15 minuti su basculante con
300 pl di soluzione per campione. L’operazione ¢ svolta due volte sostituendo il buffer.
Questo primo step ha lo scopo di adattare il pH della superficie per rendere piu efficace
la fase di attivazione dei gruppi carbossilici con EDC, che ¢ maggiore a pH piu acidi;

2. Attivazione dei gruppi carbossilici con EDC/s-NHS 4 mM/10 mM in MES per 15 minuti
su basculante con 300 ul di soluzione per campione;

3. 3 x 5 min lavaggi in PBS su basculante con 300 pl di soluzione a campione. Il buffer
viene sostituito dopo ogni lavaggio. Questa fase ha lo scopo di aumentare il pH della
soluzione ai valori ottimali, ai quali I’efficienza dell’immobilizzazione che avviene in
presenza dell’estere dato da s-NHS ¢ massima.

4. Incubazione O/N con soluzione in PBS contenente enzima a 4 °C, 50 ul a campione;

5. 3 x 5 min lavaggi in PBS-tween 0.05% sostituendo il buffer dopo ogni lavaggio. Questo
passaggio consente di allontanare I’enzima non immobilizzato;

6. Sviluppo della reazione e blocco della stessa con H2SO4 0.5 M in volume pari a quello
di substrato;

7. Misurazione del segnale ottico al lettore di piastre. Le lunghezze d’onda lette sono 450
nm e 630 nm.

5.2.6.2 Protocollo 2

La fase di immobilizzazione ¢ stata ottimizzata su campioni 5x5x0.9 mm? al fine di aumentare
la resa di immobilizzazione della GOx. Il Protocollo I ¢ stato modificato cambiando il tampone
di incubazione da PBS a BFC.

5.2.6.3 Protocollo 3
Esso prevede una modifica del Protocollo I e del Protocollo 2 eliminando la fase di attivazione
delle funzionalita carbossiliche (punti 1 e 2 riportati nel Paragrafo 5.2.6.1).

5.2.6.4 Protocollo 4: immobilizzazione nel dispositivo

A seguito dei risultati ottenuti dagli studi preliminari eseguiti su 5 x 5 x 0.9 mm? si & definito il
protocollo di co-immobilizzazione enzimatica da seguire per funzionalizzare la parete interna
della fluidica presente nel dispositivo finale. I diversi step del protocollo sono riportati di
seguito:

1. Lavaggio dei dispositivi in 100 ml di acqua bidistillata per 1 h: questo passaggio ha lo
scopo di eliminare eventuali tracce di etanolo utilizzato per i lavaggi in fase di stampa;

2. Lavaggio in BFC (3x). Per ogni lavaggio vengono fatti flussare 200 pl di BFC
ripetutamente (5x) e scaricati per 2 volte dall’outlet. Infine, il terzo ricambio di liquido
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di lavaggio viene lasciato all’interno (statico) per 5 minuti per poi essere scaricato e
ricambiato per il lavaggio successivo;

Asciugatura della fluidica con azoto;

4. Incubazione O/N a 4 °C con 160 ul di soluzione in BFC contenente i due enzimi o solo
uno dei due per quanto riguarda i controlli;

5. Lavaggi in BFC-tween 0.05% (3x);

6. Sviluppo della reazione blocco di questa con HoSO4 0.5 M in volume pari a quello di
substrato;

7. Lettura di assorbimento a 450 nm e 630 nm.
5.2.7 Struttura della cinetica con enzima immobilizzato su provino stoppata con H2SO4

Al fine di ottenere i parametri cinetici apparenti degli enzimi HRP e GOx immobilizzati sulla
superficie di un campione di resina, si ¢ ideata una prova che ricalchi le cinetiche stoppate in
soluzione descritte nella sezione 5.2.4.

In questo esperimento si pongono i provini 5 x 5 x 0.9 mm? con I’enzima immobilizzato (nel
caso della cinetica di sola HRP) o con i due enzimi co-immobilizzati (nel caso della cinetica
GOx/HRP), nei pozzetti di una piastra da 48 e si attiva la reazione con soluzione contenente il
substrato. Per ogni concentrazione di substrato sono presenti 24 provini disposti sulle 8 righe
della piastra da 48. La reazione viene attivata riga per riga e stoppata a tempi precisi. La
procedura viene ripetuta per tutte le concentrazioni di substrato utilizzate. Al termine dello
sviluppo completo di ogni concentrazione di substrato, vengono prelevati 200 pl di soluzione,
trasferiti in una piastra da 96 pozzetti e viene eseguita una lettura a 450 nm e 630 nm. Allo
stesso modo delle cinetiche stoppate in soluzione anche in questo caso lungo le righe della
piastra si hanno tempi di reazione diversi e ogni tre colonne cambia la concentrazione di
substrato utilizzata.

5.2.8 Metodologia di calcolo di LOD e LOQ del biosensore

Per definire il LOD e il LOQ del biosensore si ¢ fatto riferimento al metodo riportato in [90].
Per calcolare questi due parametri si interpolano i dati sperimentali ottenuti nel range lineare
del biosensore e si ricava la concentrazione virtuale di analita data dal segnale colorimetrico
fornito dai bianchi (dispositivi in cui non ¢ stato inserito 1’analita target). Il LOD viene calcolato
secondo la Eq.(9), mentre il LOQ secondo la Eq.(10).

LOD =X, +3-S, (9)

LOQ =X, +10-S, (10)

Dove X, ¢ la concentrazione media corrispondente al segnale in OD dei campioni incubati
senza analita target ed S, ¢ la deviazione standard di questi valori.
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6 Risultati e discussione

In questo capitolo verranno presentati 1 principali risultati del lavoro svolto. Nella prima parte
saranno esposti 1 risultati delle caratterizzazioni effettuate per selezionare il materiale per la
realizzazione del dispositivo con tecnologia DLP (Paragrafo 6.1). Successivamente saranno
riportati gli studi preliminari condotti per valutare come la geometria del pezzo stampato
influenzi la resa dell’immobilizzazione enzimatica (Paragrafo 6.2) e le prove di
immobilizzazione enzimatica che hanno portato alla selezione della formulazione per la
realizzazione del biosensore (Paragrafo 6.3). Nel Paragrafo 6.4 saranno esposte le prove
cinetiche condotte sugli enzimi HRP e GOx in soluzione, che saranno messe a confronto con i
parametri cinetici ottenuti per i due enzimi immobilizzati su provino (Paragrafo 6.6). Nel
Paragrafo 6.5 si riporteranno gli esperimenti che hanno permesso di individuare il migliore
protocollo da seguire per I’immobilizzazione degli enzimi. Il Paragrafo 6.7 sara dedicato alla
descrizione del dispositivo dal punto di vista della stampa 3D. Infine, si riporteranno gli studi
di co-immobilizzazione enzimatica all’interno della fluidica del dispositivo (Paragrafo 6.8) ed
il calcolo di LOD e LOQ del biosensore (Paragrafo 6.9).

6.1 Caratterizzazione dei materiali del dispositivo stampato

In questa sezione sono riportate e discusse le caratterizzazioni dei materiali presi in esame per
la realizzazione del dispositivo finale. I parametri di stampa e il protocollo seguito per la
realizzazione dei campioni utilizzati negli esperimenti riportati in questa sezione sono quelli
descritti nel Paragrafo 5.1.2.1

6.1.1 Spettrofotometro FTIR

In questa sezione vengono riportati gli spettri FTIR nel range 4000 - 400 cm™! delle formulazioni
elencate in Tabella 5.1. Tutti gli spettri sono normalizzati rispetto al picco del segnale dato dallo
stretching del carbonile (legame C=0). Nel dettaglio in Figura 6.1 si riporta lo spettro di BEDA
e BEDA 10%AA, in Figura 6.3 quello di HDDA e HDDA 10% AA e infine in Figura 6.5 quello
di PEGDA e PEGDA 10%AA. Inoltre, viene mostrato e preso in esame un ingrandimento dello
spettro nel range di frequenze 1800 - 1500 cm™ in cui si trova il segnale dello stretching del
carbonile C=0 collocato intorno ai 1720 cm™ (Figura 6.2 per BEDA ¢ BEDA 10%AA, Figura
6.4 per HDDA e HDDA 10%AA, Figura 6.6 per PEGDA e PEGDA 10%AA). Nel dettaglio
per il BEDA il picco dato da C=O risulta centrato a 1721 cm™!, per HDDA a 1720 cm™ e per
PEGDA a 1728 cm'.

Il picco centrato all’incirca a 1720 cm™ ¢& caratteristico per il carbonile di un gruppo estere,
presente in tutti gli acrilati. I gruppi carbossilici (COOH) dovuti all’acido acrilico hanno invece
assorbimento a numeri d’onda leggermente inferiori, a 1698 ¢cm™ [119]. Pertanto, inserendo
questa molecola nella formulazione, ¢ quindi nel network polimerico, si pud osservare la
formazione di una spalla a piu basse frequenze del picco del carbonile (Figura 6.2, Figura 6.4,
Figura 6.6).
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Figura 6.1: Spettro FTIR completo BEDA/BEDA10%AA polimerizzati.
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Figura 6.2: Spettro FTIR nel range 1800- 1500 cm™ per BEDA/BEDA10%AA polimerizzati. Dettaglio del picco

a 1721 cm™. La spalla é indicata dalla fireccia.
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Figura 6.3: Spettro FTIR completo HDDA/HDDA10%AA polimerizzati.
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Figura 6.4: Spettro FTIR nel range 1800- 1500 cm™ per HDDA/HDDA10%AA polimerizzati. Dettaglio del picco
a 1720 cm™. La spalla é indicata dalla fieccia.
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Figura 6.5: Spettro FTIR completo PEGDA/PEGDA10%AA polimerizzati.
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Figura 6.6: Spettro FTIR nel range 1800- 1500 cm™ per PEGDA/PEGDA10%AA polimerizzati. Dettaglio del

picco a 1728 cm™. La spalla é indicata dalla freccia.
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6.1.2 Angolo di contatto

Le misure di angolo di contatto hanno 1’obiettivo di caratterizzare le superfici dei materiali dal
punto di vista della bagnabilita. In Figura 6.7 si riportano i risultati ottenuti.

Angolo di contatto
100 A

—H

HH

80

—

0 [°]

40

20

0 I T T T T
BEDA BEDA 10% AA PEGDA  PEGDA 10%AA HDDA HDDA 10%AA

Figura 6.7: Grafico riportante i valori medi di angolo di contatto ottenuti per le formulazioni analizzate, con e
senza acido acrilico. 1l liquido utilizzato per eseguire le misure é acqua ed il volume della goccia e 1.5 ul.

Come si puo osservare, il BEDA presenta 1’angolo di contatto maggiore, il PEGDA risulta
essere il materiale piu idrofilo, mentre ’HDDA ha un comportamento intermedio. Questo
andamento risulta essere coerente con quanto atteso, poiché il monomero del BEDA contiene
due anelli aromatici che oltre ad aumentare la viscosita della resina abbassano la sua
bagnabilita. I monomero del PEGDA presenta un’unita ripetitiva costituita da etilenossidi
condensati e pertanto si ha una elevata presenza di atomi di ossigeno, in grado di instaurate
interazioni polari con 1’acqua. HDDA, invece, risulta essere meno affine all’acqua rispetto al
PEGDA a causa della presenza della catena alifatica centrale nella struttura del monomero
[133]. Tutte le resine mostrano un abbassamento del valore di angolo di contatto in seguito
all’aggiunta dell’acido acrilico. Questo corrisponde all’introduzione di gruppi carbossilici che
danno maggiore possibilita alla resina di instaurare interazioni polari con 1’acqua:
I’abbassamento del valore dell’angolo di contatto ¢ quindi coerente con quanto atteso [119],
[120].

Tuttavia, a parita di percentuale di acido acrilico introdotto, I’incidenza sul valore dell’angolo
di contatto ¢ diversa per le tre formulazioni. Il BEDA vede una diminuzione dell’angolo di
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contatto di circa 25°, mentre HDDA e PEGDA mostrano una diminuzione di questo parametro
minore (intorno a 10°). Il valore di angolo di contatto raggiunto da HDDA 10%AA ¢
assimilabile a quello caratteristico di BEDA 10%AA. Questo andamento ¢ in linea con gli studi
precedenti in [119], [120].

6.2 Influenza della geometria di stampa sull’efficienza di immobilizzazione
di HRP

Per selezionare il materiale ottimale per la realizzazione del dispositivo, € stato eseguito uno
studio per valutare l’impatto della geometria dell’oggetto stampato sull’efficienza di
immobilizzazione enzimatica. Questo set di prove ha previsto I’immobilizzazione del solo
enzima HRP. I test hanno consentito anche di individuare il numero di unita di enzima da
incubare per singolo campione, cosi da ottenere un buon segnale colorimetrico al termine dello
sviluppo.

Le prove sono state eseguite su BEDA e BEDA 10%AA, materiali gia testati precedentemente
ed utilizzati in studi precedenti per lo sviluppo di biosensori [119], [120]. Le geometrie
realizzate sono state provini stampati direttamente 5 x 5 x 0.9 mm? (Q) e provini di dimensione
20 x 25 x 0.9 mm?, da cui sono stati ricavati i 5 x 5 x 0.9 mm? tagliati a mano (S). In Figura 6.8
si riporta il grafico con 1 valori di OD medi ottenuti.

1.8 - BEDA BEDA 10%AA

1.6 T

1.4 +

1.2 I

0 E AL
O 0.8

0.6 +

-

0.4

0.2 H

0.0 +=p=rr— | B B B B |

Figura 6.8: Risultati di OD media ottenuta a seguito di immobilizzazione di HRP 1.25 U, 2.5 U, 5 U su campioni
5x5x0.9 mm?® di BEDA e BEDA 10%AA di tipo Q o S. Tempo di sviluppo 3.5 minuti con substrato TMB
commerciale. Il protocollo di immobilizzazione seguito per queste prove é stato il Protocollo I riportato nel
Paragrafo 5.2.6.1. Per la valutazione dell attivita di HRP si é seguito il protocollo riportato nel Paragrafo
5.2.3.1. Il valore di OD riportato é dato dalla differenza del valore di assorbanza letto a 450 nm e a 630 nm. Il
controllo (no HRP) ha previsto l'incubazione di solo buffer.
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Come ¢ possibile osservare dalla Figura 6.8, all’aumentare del numero di unita di HRP incubate,
aumenta il segnale osservato e quindi la quantita di enzima attivo effettivamente immobilizzata.
Dato questo risultato, nelle prove successive volte a selezionare la formulazione di elezione per
il dispositivo finale, si ¢ optato per incubare il valore maggiore di unita di HRP, ossia 5 U a
campione. Inoltre, non si osserva una differenza significativa tra i segnali ottenuti dai campioni
tagliati a mano (S) e quelli stampati direttamente della dimensione desiderata (Q), pertanto, si
¢ concluso che la geometria del pezzo stampato non ha un impatto apprezzabile sulla resa
dell’immobilizzazione. Di conseguenza, data la maggiore riproducibilita e rapidita nella
preparativa dei campioni, nelle prove successive i campioni sono stati stampati direttamente
delle dimensioni desiderate 5 x 5 x 0.9 mm?. A conferma di quanto appena discusso, si riportano
in Figura 6.9 gli spettri FTIR nel range 1800 - 1500 cm™ del picco del legame C=0 (1721 cm"
1) dei campioni S e Q per BEDA e BEDA 10%AA. Come si puod notare non vi ¢ differenza nel
segnale FTIR tra i campioni Q e S a parita di percentuale di acido acrilico inserito nella
formulazione. Pertanto, si puo affermare che la distribuzione delle funzionalita carbossiliche
non ¢ influenzata dalla geometria con cui I’oggetto ¢ stampato.

——BEDAQ

- ——BEDAS
12- —— BEDA 10% AA Q
BEDA 10% AA S
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0.8

0.6

0.4 H

Normalized absorbance

0.2 1
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T T T T T T T T T T T 1
1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500
wavenumber [cm™]

Figura 6.9: Spettro FTIR dei campioni Q e S di BEDA e BEDA 10%AA nel range 1800 — 1500 cm™.

6.3 Scelta del materiale per la realizzazione del dispositivo

6.3.1 Prove di immobilizzazione di HRP

Al fine di selezionare il materiale migliore per la realizzazione del dispositivo sono state
eseguite delle prove di immobilizzazione di 5 U di HRP su campioni di BEDA, BEDA 10 %
AA, HDDA, HDDA 10%AA, PEGDA, PEGDA 10%AA 5x5x0.9 mm®.
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Nel grafico in Figura 6.10 si riportano i valori di OD medi registrati.
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Figura 6.10: Grafico riportante la OD ottenuta dalle prove di immobilizzazione di 5 U di HRP su campioni
5x5x0.9 mm? delle resine analizzate. Tempo di sviluppo 3.5 minuti con substrato TMB commerciale. 1l
protocollo di immobilizzazione seguito per questa prova é stato il Protocollo 1 riportato nel Paragrafo 5.2.6.1.
Per la valutazione dell attivita di HRP si e seguito il protocollo riportato nel Paragrafo 5.2.3.1. Il valore di OD
riportato é dato dalla differenza del valore di assorbanza letto a 450 nm e a 630 nm. I negativi sono stati
incubati con solo PBS.

Dal grafico in Figura 6.10, si puo osservare come tutte le formulazioni presentino un segnale
non trascurabile, se confrontato con la rispettiva formulazione al 10%AA. Questo
comportamento puo essere spiegato come indice di adsorbimento dell’enzima sulla superficie
su cui ¢ immobilizzato. Oltre al fenomeno di adsorbimento, la presenza di un segnale non
trascurabile dato dalle formulazioni senza acido acrilico potrebbe essere giustificato con la
formazione di legami covalenti con altri gruppi presenti diversi rispetto ai gruppi carbossilici
introdotti con I’acido acrilico, probabilmente doppi legami residui (addizione aza-michael
[134]). Cio nonostante, I’inserimento dell’acido acrilico nella formulazione comporta un
incremento del segnale rispetto alla matrice tal quale per tutte e tre le resine. Come
precedentemente detto, questo ¢ indice della formazione di un legame covalente tra gruppi -
COOH dell’acido acrilico e la biomolecola, portando ad un incremento della quantita di enzima
attivo immobilizzato. Questo andamento ¢ confermato per tutte e tre le matrici diacrilate
studiate, tuttavia, I’intensita del segnale ¢ bassa per il PEGDA rispetto a BEDA e HDDA.
Questo risultato ha portato ad escludere la matrice PEGDA dalla rosa dei materiali utilizzabili
per la realizzazione del dispositivo. Inoltre, il PEGDA ¢ stato scartato anche per 1’alto grado di
rigonfiamento che ha manifestato gia durante 1 lavaggi in tampone acquoso previsti dal
Protocollo 1. L’eccessivo rigonfiamento in un dispositivo in cui € presente una fluidica, come
quello sviluppato in questo lavoro di Tesi, comporterebbe difficolta nella funzionalizzazione
della parete interna del canale e nel successivo utilizzo del biosensore. Le formulazioni a base
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BEDA forniscono un buon segnale ottico, tuttavia, si nota grande variabilita nei risultati,
maggiore rispetto alle altre resine. Sia per BEDA che per BEDA 10%AA si sono ottenuti dei
valori di deviazione standard elevati che hanno portato a escludere questa matrice dai candidati
per la realizzazione del dispositivo.

Dall’esito di queste prove, infine, ¢ stato possibile constatare che la formulazione piu adatta
all’immobilizzazione di HRP ¢ ’HDDA 10%AA. Questa formulazione ha fornito il segnale
migliore in termini di valore medio di densita ottica raggiunta con un valore di deviazione
standard accettabile. Inoltre, la formulazione di HDDA 10%AA ¢ risultata la migliore per la
fase di stampa, a causa della bassa viscosita che la caratterizza. Pertanto, HDDA 10% ¢ stata
scelta come formulazione con cui realizzare la struttura del biosensore € come materiale su cui
ottimizzare il protocollo di co-immobilizzazione di HRP e GOx.

6.4 Studio dell’attivita enzimatica in soluzione

In questa sezione, verra riportato lo studio sul comportamento degli enzimi GOx ¢ HRP in
soluzione al fine di ottenere i parametri cinetici (Km € Vmax) per i due enzimi.

Nel Paragrafo 6.4.1.1 sara riportata I’analisi cinetica di HRP in soluzione con ABTS per
confrontare 1’attivita enzimatica di HRP con i dati in letteratura. Nel Paragrafo 6.4.1.2 verranno
presentati gli studi cinetici effettuati con ’HRP ¢ TMB come substrato. Le cinetiche in
soluzione di HRP con TMB saranno suddivise in misurate in continuo al lettore di piastre
multipozzetto (denominate “standard”) e stoppate con H>SOs. Verra quindi effettuato un
confronto tra i parametri cinetici ottenuti seguendo le due procedure.

Nel Paragrafo 6.4.2, saranno mostrati i risultati ottenuti a seguito degli studi cinetici effettuati
su GOx per il glucosio. Come per HRP, le cinetiche si suddividono in lette in continuo al lettore
di piastre multipozzetto (denominate “standard”) e stoppate con H>SOs, e 1 parametri cinetici
ottenuti verranno confrontati tra loro.

I parametri ottenuti per le cinetiche stoppate condotte sia con HRP che con GOx saranno
sfruttati per eseguire un confronto sull’attivita enzimatica mostrata dagli enzimi immobilizzati
su HDDA 10%AA (Paragrafo 6.6).

II modello cinetico di riferimento ¢ quello di Michaelis Menten ed il metodo di linearizzazione
utilizzato per la definizione dei parametri ¢ quello di Lineweaver Burk descritto nel Paragrafo
5.2.5.

6.4.1 Valutazione dei parametri cinetici del’HRP in soluzione

6.4.1.1 Cinetica con ABTS

La cinetica enzimatica dell’HRP con ABTS ¢ stata condotta seguendo il protocollo riportato in
5.2.3.2. In Figura 6.11 si riporta il grafico OD vs tempo e in Figura 6.12 si riporta la
linearizzazione ottenuta con il modello di Lineweaver-Burk. I parametri cinetici ottenuti sono
riportati in Tabella 6.1.
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Figura 6.11: Misura dell’OD a 405 nm nel tempo ottenuta con la cinetica dell’ HRP a 50 ng/ml condotta con
ABTS a concentrazione variabile. Le concentrazioni di ABTS sono riportate nello specchietto in alto a sinistra.
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Figura 6.12: Linearizzazione di Lineweaver-Burk della cinetica dell’HRP a 50 ng/ml con ABTS a

concentrazione variabile.
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Tabella 6.1: Parametri cinetici dell’HRP a 50 ng/ml ottenuti per ABTS.

Equazione della retta modello Lineweaver-Burk: y = 0.021438x + 0.066486

Km [mM] Vmax [nM/min] R?
0.32 15.42 0.99

I1 valore di K, ottenuto risulta essere in linea rispetto al valore trovato in letteratura ossia 0.27
mM [52], [64], [135]. La lieve differenza potrebbe essere legata ad una differenza di
miscelamento effettuato dal lettore di piastre, che potrebbe risultare inferiore rispetto alle
condizioni di reazione standard (utilizzo di uno spettrofotometro e misura in cuvetta). Di
conseguenza, la reazione potrebbe essere lievemente limitata da problematiche relative al
trasferimento di massa del substrato. Inoltre, questa piccola differenza potrebbe essere dovuta
a incertezza di misura.

6.4.1.2 Cinetiche con TMB standard e stoppate

6.4.1.2.1 Cinetiche HRP con TMB standard

Una volta confermati i parametri cinetici nei confronti dell’ABTS si ¢ passati alla valutazione
cinetica del’HRP nei confronti della molecola di TMB, che risulta una scelta obbligata per il
successivo studio dell’attivita degli enzimi immobilizzati, in quanto la valutazione potra essere
fatta solamente con un substrato che permette di stoppare la reazione.

In Figura 6.13 si riportano i valori di OD ottenuti in funzione del tempo per una cinetica
standard dell’HRP nei confronti della TMB. L’estrapolazione delle velocita iniziali per le
diverse concentrazioni di TMB ha permesso di calcolare 1 parametri Kim € Viax. Il diagramma
di linearizzazione di Lineweaver-Burk ¢ riportato in Figura 6.14.

53



Cinetica HRP con TMB standard

OD [-]

0.0 T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250
t[s]

Figura 6.13: Misura dell’OD a 655 nm nel tempo per una cinetica standard dell’HRP a 10 ng/ml condotta con
TMB a concentrazione variabile. Le concentrazioni di TMB sono riportate nello specchietto in alto a sinistra.
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Figura 6.14: Linearizzazione di Lineweaver-Burk per la cinetica dell’HRP a 10 ng/ml standard con TMB a
concentrazione variabile.
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6.4.1.2.2 Cinetiche HRP con TMB stoppate con H>S0y

In Figura 6.15 si riportano 1 risultati ottenuti per la valutazione dei parametri cinetici stoppando
con H>SOq4 la reazione enzimatica. In Figura 6.16 si mostra la linearizzazione di Lineweaver-
Burk per estrapolare i parametri cinetici.

3.0 - Cinetica HRP con TMB stoppata
/[——0.64 mM
——0.32mM
259|——o0.16 mM
{——0.08 mM
2.0 1
o N
o 15
1.0
0.5+ ///———
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

t[s]

Figura 6.15: Misura della differenza tra i segnali di OD a 450 nm e 630 nm nel tempo ottenuti con la cinetica
stoppata con H>SO4utilizzando HRP 10 ng/ml. Le concentrazioni di TMB sono riportate nello specchietto in alto
a sinistra.
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Figura 6.16: Linearizzazione di Lineweaver-Burk per una cinetica dell’ HRP stoppata con H»SOy,
Concentrazione HRP pari a 10 ng/ml.

6.4.1.2.3 Confronto dei parametri cinetici di HRP ottenuti per le prove con TMB standard e
stoppata con H250q

In Tabella 6.2 si riportano i parametri cinetici di HRP ottenuti per la molecola di TMB nella

cinetica standard e stoppata con H>SO4.

Tabella 6.2: Confronto parametri cinetici ottenuti per le cinetiche standard e stoppate con H>SOy dell’ HRP con

TMB.
Km [mM] Vmax [uM/min]
Standard 0.58 63.75
Stoppata con H>SO4 1.15 206.14

Come si puo notare in Tabella 6.2 i valori di Ki, ottenuti nella prova con TMB standard e nella
prova stoppata sono confrontabili, mentre differiscono tra loro quelli della Vmax. Questo
potrebbe essere dovuto alle condizioni di misura, che non sono le medesime tra le due prove.
In particolare, per implementare la cinetica stoppata non ¢ stato possibile agitare la piastra,
quindi, potrebbero essere state introdotte limitazioni date dal trasferimento di massa del
substrato. Allo stesso tempo, il valore di OD viene letto a due diverse lunghezze d’onda, e
vengono utilizzati due diversi coefficienti di estinzione molare.

6.4.2 Caratterizzazione GOx in soluzione

Una volta caratterizzati i parametri dell’HRP, si ¢ passati alla GOx. Non avendo la possibilita
di misurare direttamente I’attivita della GOx, si ¢ passati direttamente alla valutazione della
reazione combinata dei due enzimi. In questo modo, se la GOx ¢ in condizioni limitanti, il
segnale misurato risulta direttamente proporzionale alla sua attivita. Per ottenere i parametri

56



cinetici della GOx con il glucosio sono state quindi condotte delle prove seguendo i protocolli
riportati in 5.2.3.5 ¢ 5.2.3.6, lavorando con 3 differenti rapporti GOx/HRP, prendendo spunto
dagli studi gia riportati in letteratura da Zhang et al. (2016) [132]. Sono stati esaminati i rapporti
GOx: HRP 1:1, 1:10 e 1:20. La variazione del rapporto GOx/HRP ha I’obiettivo di verificare
se in queste condizioni la reazione enzimatica complessiva dipenda sempre esclusivamente
dalla GOx. Se questo non si verificasse, significherebbe che I’enzima limitante risulterebbe
I’HRP. Di conseguenza, I’HRP non riuscirebbe a sfruttare totalmente il perossido di idrogeno
fornito dalla trasformazione del glucosio catalizzata dalla GOx e non si potrebbe utilizzare il
sistema per la valutazione dei parametri cinetici della GOx o per la misura della concentrazione
di glucosio.

6.4.2.1 Cinetiche GOx/HRP standard

Inizialmente, le prove in presenza di entrambi gli enzimi sono state condotte in liquido senza
stoppare la reazione. Questa serie di prove ¢ stata condotta seguendo il protocollo riportato in
5.2.3.5. In Figura 6.17 si riportano i grafici di OD per il rapporto 1:1, in Figura 6.19 per il
rapporto 1:10, in Figura 6.21 per il rapporto 1:20 in funzione del tempo, mentre in Figura 6.18,
Figura 6.20 e Figura 6.22 si riportano i diagrammi di Lineweaver-Burk rispettivamente per i
rapporti GOx/HRP 1:1, 1:10 e 1:20.

Cinetica GOx/HRP 1:1 standard
1.8

|[——25.00 mm
——— 12.50 mM
1.6 6.25mm
1——3.13mM
1.4 4 1.56 mM
1.2 4
= 1.0
=) ]
O ys-
0.6
0.4
0.2
0.0 T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500

t[s]

Figura 6.17: Misura dell’OD a 655 nm nel tempo per una cinetica standard GOx/HRP con rapporto 1:1.
Concentrazione GOx 1 nM, HRP 1 nM, TMB 1 mM. Le concentrazioni di glucosio sono riportate nello
specchietto in alto a sinistra.
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Figura 6.18: Diagramma di Linewweaver-Burk per la cinetica standard GOx/HRP con rapporto 1:1.
Concentrazione GOx I nM, HRP 1 nM, TMB 1 mM.
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Figura 6.19: Misura dell’OD a 655 nm nel tempo per una cinetica standard GOx/HRP con rapporto 1:10.

Concentrazione GOx 1 nM, HRP 10 nM, TMB 1 mM. Le concentrazioni di glucosio sono riportate nello
specchietto in alto a sinistra.
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Figura 6.20: Diagramma di Linewweaver-Burk della cinetica standard GOx/HRP con rapporto 1:10.
Concentrazione GOx 1 nM, HRP 10 nM, TMB [ mM.
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Figura 6.21: Misura dell’OD a 655 nm registrata nel tempo per valutazione di una cinetica standard GOx/HRP
con rapporto 1:20. Concentrazione GOx 1 nM, HRP 20 nM, TMB 1 mM. Le concentrazioni di glucosio sono
riportate nello specchietto in alto a sinistra.
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Figura 6.22: Diagramma di Linewweaver-Burk per una cinetica standard GOx/HRP con rapporto 1:20.
Concentrazione GOx [ nM, HRP 20 nM, TMB 1 mM.

Come si puo osservare in Figura 6.17 il tratto iniziale della curva risulta concavo: questo ¢
indice della presenza di un tempo di transizione inziale in cui HRP non consuma
immediatamente il perossido generato da GOx a differenza di quanto avviene per gli altri due

rapporti indagati (Figura 6.19 e Figura 6.21) come verra meglio approfondito nella sezione
6.4.2.3.

6.4.2.2 Cinetiche GOx stoppate con H2504

Cosi come per ’'HRP, anche per la GOx sono state effettuate delle prove cinetiche stoppando
la reazione con H>SO4 (metodo descritto nel Paragrafo 5.2.3.6), al fine di poter confrontare
I’attivita dell’enzima in soluzione con quella dell’enzima immobilizzato su supporto solido. In
Figura 6.23, Figura 6.25 e Figura 6.27 si riportano 1 risultati in termini di OD ottenuti per 1 tre
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rapporti esaminati. In Figura 6.24, Figura 6.26 e Figura 6.28 si riportano le linearizzazioni di
Lineweaver-Burk rispettivamente per i rapporti GOx/HRP 1:1, 1:10 e 1:20.
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Figura 6.23: Misura della differenza tra i segnali di OD a 450 nm e 630 nm nel tempo per la cinetica stoppata
con H>SOyper il rapporto GOx/HRP di 1:1. Concentrazione GOx 1 nM, HRP I nM, TMB 0.16 mM. Le
concentrazioni di glucosio sono riportate nello specchietto in alto a sinistra.
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Figura 6.24: Diagramma di Linewweaver-Burk per la cinetica stoppata GOx/HRP in rapporto 1:1.
Concentrazione GOx 1 nM, HRP 1 nM, TMB 0.16 mM.
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Cinetica GOx/HRP 1:10 stoppata

0.5

0.4 S

OD [-]

N

0.3 4

0.2 +

0.1 4

00 T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
t[s]
Figura 6.25: Misura della differenza tra i segnali di OD a 450 nm e 630 nm nel tempo per la cinetica stoppata

con H>SOyper il rapporto GOx/HRP di 1:10. Concentrazione GOx 1 nM, HRP 10 nM, TMB 0.16 mM. Le
concentrazioni di glucosio sono riportate nello specchietto in alto a sinistra
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Figura 6.26: Diagramma di Linewweaver-Burk per la cinetica stoppata GOx/HRP in rapporto 1:10.
Concentrazione GOx 1 nM, HRP 10 nM, TMB 0.16 mM.
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Cinetica GOx/HRP 1:20 stoppata

0.8
———12.50 mM
I——86.25mMm
0.74——313mM
1——1.56 mM
0.6
. 05-
= ]
o 04-
0.3 1
0.2 1
0.1 - //
0.0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

t[s]

Figura 6.27: Misura della differenza tra i segnali di OD a 450 nm e 630 nm nel tempo per la cinetica stoppata
con H>SO, per il rapporto GOx/HRP di 1:20. Concentrazione GOx 1 nM, HRP 20 nM, TMB 0.16 mM. Le
concentrazioni di glucosio sono riportate nello specchietto in alto a sinistra
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Figura 6.28: Diagramma di Linewweaver-Burk per la cinetica stoppata GOx/HRP in rapporto 1:20.
Concentrazione GOx 1 nM, HRP 20 nM, TMB 0.16 mM.
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6.4.2.3
stoppate con H>SO;,

Confronto dei parametri cinetici della GOx ottenuti per le prove standard e

La Tabella 6.3 riassume i parametri cinetici ottenuti per la GOx nelle prove standard e stoppate
con H>SO4 per i tre rapporti GOx/HRP indagati.

Tabella 6.3: Confronto dei parametri cinetici ottenuti per GOx per il glucosio nelle prove standard e stoppate

con H>SO,.
GOx/HRP [nM] Standard Stoppata con H2SO4
Km [mM] Vmax [nM/min] Km [mM] Vmax [nM/min]
1:1 15.63 7.09 36.00 15.44
1:10 16.89 11.73 32.84 17.02
1:20 18.03 8.74 3291 16.44

Dalla Tabella 6.3, ottenuta prendendo in considerazione il tratto lineare delle curve cinetiche,
si puo osservare che per la GOx le Ky, misurate nelle prove standard sono inferiori a quelle
calcolate nella cinetica stoppata. Come gia sottolineato per la cinetica con sola HRP, i valori di
Vmax sono anche in questo caso piu grandi. Come gia indicato per I’HRP, cio potrebbe essere
legato alle condizioni usate per la prova stoppata, che impediscono il corretto rimescolamento
della miscela di reazione durante la prova. Invece, confrontando il tipo di prova eseguita
(standard o stoppata) i parametri di Ky, sono simili tra loro per tutti e tre i rapporti GOx/HRP.
Questo ¢ in linea con quanto atteso e permette di affermare che I’enzima cineticamente limitante
per 1 tre rapporti € sempre la GOx [132]. Infatti, solamente il valore di K ottenuto nella prova
1:1 stoppata risulta essere leggermente maggiore rispetto a quello ottenuto per gli altri due
rapporti. Tuttavia, una discrepanza nei valori di Ki, di questa entita puo essere considerata come
accettabile e 1 parametri come coerenti tra loro.

Anche 1 valori di Vmax sono abbastanza confrontabili, soprattutto analizzandoli per tipologia.
Queste piccole differenze potrebbero essere dovute anche ad errori sperimentali. Ad esempio,
in presenza di una concentrazione di GOx maggiore rispetto alla nominale, si verrebbe a
formare una maggiore quantita di perossido di idrogeno a parita di tempo e degli altri parametri,
di conseguenza ad una maggiore ossidazione di TMB e dunque si otterrebbe un maggiore
segnale ottico, che andrebbe a modificare i risultati ottenuti.

Complessivamente, si osserva solo per il rapporto 1:1 una certa latenza iniziale, dovuta
probabilmente a limitazioni dovute alla diffusione, come gia indicato in letteratura [132].

La concentrazione di TMB utilizzata nelle prove standard ¢ 1 mM, mentre nelle stoppate ¢ stata
ridotta a 0.16 mM. Questo perché si ¢ osservata la formazione di TMB precipitato nella
soluzione stock costituita da una concentrazione di TMB pari a 2 mM e glucosio variabile nel
range 3.13 - 25 mM. Questa variazione di concentrazione ¢ risultata irrilevante per
I’estrapolazione dei parametri cinetici e i livelli di OD raggiunti durante il test sono similari,
come mostrato in Figura 6.29.
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Figura 6.29: Misura della differenza tra i segnali di OD a 450 nm e 630 nm nel tempo per due cinetiche
stoppate con H:SOyper il rapporto GOx/HRP di 1:20. La concentrazione di TMB ¢ 1 mM per i dati riportati con
linea continua e 0.16 mM per quelli riportati con linea tratteggiata. Le concentrazioni di glucosio sono 1.56 mM

(verde), 3.13 mM (blu), 6.25 mM (rosso) e 12.50 mM (nero).

Si puo quindi ipotizzare che la molecola di TMB sia in eccesso rispetto al perossido di idrogeno
generato in entrambi 1 casi e pertanto il segnale ottico misurato non sia limitato e corrisponda
all’effettiva trasformazione del glucosio presente.

In Figura 6.30 si riporta un confronto per la cinetica stoppata, a parita di concentrazione di
glucosio per 1 tre rapporti GOx/HRP indagati.
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Figura 6.30: Confronto del segnale dato dalla differenza di OD a 450 nm e 630 nm ottenuto nelle cinetiche
stoppate con H,SO4 di GOx/HRP (i rapporti tra gli enzimi sono riportati nello specchietto in alto a sinistra).
Concentrazione di glucosio pari a 12.50 mM e TMB pari a 0.16 mM.

Come si puo notare dai dati riportati in Figura 6.30 i valori di OD per i rapporti GOx/HRP 1:10
e 1:20 sono maggiori di quelli ottenuti nel rapporto 1:1 a parita di tempo. Per il rapporto 1:1 si
ha una limitazione dovuta molto probabilmente alla diffusione, che fa si che il perossido di
idrogeno generato grazie all’azione della GOx non venga immediatamente sfruttato dall’HRP
per ossidare la TMB; pertanto, la curva presenta una concavita iniziale per poi proseguire
linearmente, ma sempre ad una pendenza minore rispetto alle altre due condizioni fino al tratto
finale della curva dove la pendenza diventa assimilabile a quella degli altri due rapporti [132].
Infatti, tenendo conto solo del tratto lineare 1 parametri cinetici sono confrontabili per tutti e tre
1 rapporti come riportato in Tabella 6.3. La presenza di limitazioni nel caso di rapporto 1:1
diventa evidente se si prende in considerazione anche il tratto non lineare nel calcolo dei
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parametri cinetici. Ad esempio, nell’intervallo da 70 s a 310 s si ottiene una Vmax di 7.00
uM/min che ¢ circa la meta del valore indicato in tabella.

Da questi studi preliminari in soluzione ¢ stato possibile affermare che:

— I rapporti GOx/HRP 1:10 e 1:20 in soluzione risultano le condizioni migliori per i
successivi test di immobilizzazione, in quanto I’enzima limitante ¢ sempre la GOx,
presupposto fondamentale per una quantificazione del glucosio.

— La concentrazione di glucosio pari a 12.50 mM fornisce un buon segnale colorimetrico
e pertanto ¢ stata identificata come la concentrazione ottimale per gli studi di co-
immobilizzazione enzimatica su solido riportati nei prossimi paragrafi.

6.5 Immobilizzazione di GOx e co-immobilizzazione con HRP su campione
stampato

6.5.1 Valutazione del rapporto di incubazione ottimale di GOx/HRP

Queste prove sono state effettuate sul materiale selezionato dalle prove di immobilizzazione di
sola HRP, ossia, HDDA 10%AA. Tale studio ¢ volto all’identificazione del rapporto GOx/HRP
migliore da utilizzare in fase di co-immobilizzazione. I rapporti GOx/HRP analizzati in fase di
incubazione sono stati: 1:20, 1:10, 1:1 mantenendo costante la concentrazione di GOx,
ricalcando cosi gli studi cinetici condotti sui due enzimi in soluzione (vedi Paragrafo 6.4.2).

Le concentrazioni di GOx e HRP incubate sono riportate in Tabella 6.4.

Tabella 6.4: Concentrazioni di GOx e HRP incubate nelle prove di co-immobilizzazione enzimatica su HDDA
10%AA per la selezione del rapporto migliore. La definizione di queste concentrazioni é stata determinata dalla
stima dell’attivita di HRP secondo il Protocollo riportato in 5.2.3.1 e la concentrazione di HRP incubata sui
campioni 1:20 e quella che garantirebbe ['incubazione di 5 U di HRP Nell’esecuzione di queste prove é stato
seguito il Protocollo 1 riportato nel Paragrafo 5.2.6.1.

In Figura 6.31 si riportano i risultati ottenuti in termini di OD.

Campione GOx [pM] HRP [uM]
1:20 1.55-102 3.10-10!
1:10 1.55-102 1.55-10"!
1:1 1.55-10 1.55-10

no GOx - 3.10-10!
no HRP 1.55-10 -
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Figura 6.31: Grafico riportante le OD ottenute a seguito dello sviluppo di 1 ora per i campioni di HDDA
10%AA su cui si sono incubati GOx e HRP nelle concentrazioni e nei rapporti riportati in Tabella 6.4. Il valore
di OD riportato e dato dalla differenza del valore di assorbanza letto a 450 nm e a 630 nm. Substrato: glucosio

a 12.50 mM, TMB 0.16 mM in 90% BFC e 10% DMSO.

Come si puo osservare dai risultati in Figura 6.31 il segnale migliore ¢ dato dal set di campioni
su cui sono stati incubati gli enzimi con concentrazioni GOx/HRP in rapporto 1:10. Risulta
fondamentale garantire un eccesso di HRP attiva rispetto alla GOx immobilizzata sul campione
portando ad un abbattimento di eventuali fenomeni di limitazione, come visualizzato in
soluzione. Come riportato in 6.4.2, dagli studi condotti in soluzione emerge che per il rapporto
GOx/HRP di 1:1 st ha un minore segnale colorimetrico a parita di tempo di sviluppo a causa di
limitazioni dovute probabilmente alla diffusione. Dunque, il fatto di ottenere un minore segnale
ottico per il rapporto 1:1 anche per gli enzimi co-immobilizzati sembra confermare questo
aspetto. Di fatto non ¢ stato possibile verificare ’effettivo mantenimento del rapporto di
incubazione una volta che le biomolecole sono co-immobilizzate su solido, in quanto non ¢
stato possibile quantificare la concentrazione dei due enzimi una volta immobilizzati. Il minore
segnale ottico raggiunto a parita di tempo di sviluppo per il rapporto 1:1 potrebbe infatti essere
dovuto anche ad una variazione delle attivitd mostrate dai due enzimi una volta co-
immobilizzati. Si potrebbe supporre che la GOx, una volta immobilizzata, mantenga una
maggiore attivita rispetto all'HRP portando ’HRP ad essere 1’enzima limitante e ad avere un
segnale colorimetrico nettamente inferiore, tuttavia, non ¢ stato possibile validare e verificare
questa ipotesi. L’ipotesi che permette di spiegare il minore segnale ottenuto nel rapporto 1:20
¢ quella per cui I’incubazione di una concentrazione di HRP pari a 20 volte quella di GOx ne
riduca I’immobilizzazione. Di conseguenza I’attivita ottenuta sarebbe minore rispetto a quella
di un rapporto inferiore, poiché la densita superficiale di molecole di GOx attiva sarebbe minore
e dunque anche la velocita di produzione di perossido di idrogeno calerebbe. In conclusione, si
puo constatare che il rapporto migliore per I’incubazione di GOx e HRP ¢ 1:10.
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6.5.2 Prove di immobilizzazione di GOx per la definizione della concentrazione di
incubazione

Successivamente, 1’efficienza dell’immobilizzazione della GOx in diversi tamponi di
incubazione ¢ stata I’oggetto degli studi riportati in questa sezione. Dai risultati ottenuti verra
scelta la concentrazione di GOx rispetto alla quale scalare quella di HRP nelle prove di co-
immobilizzazione. Le concentrazioni di GOx testate durante 1’incubazione sono state 6 uM, 1
uM, 0.6 uM, nei buffer di incubazione BFC o PBS.

Per poter misurare il segnale della GOx, ¢ stato necessario aggiungere del’HRP a
concentrazione 1 pg/ml alla soluzione di sviluppo. Questa concentrazione di HRP in soluzione
¢ stata considerata in eccesso rispetto alla GOx immobilizzata. I risultati ottenuti sono
sintetizzati nel grafico in Figura 6.32.

12 GOx su HDDA 10%AA HRP in soluzione 1 pg/ml
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0.8 1 \
—
0 0.6 S [
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Figura 6.32: Prove di immobilizzazione di sola GOx incubata in BFC (barre chiare) o PBS (barre scure), su
HDDA 10%AA. Il valore di OD riportato ¢ dato dalla differenza del valore di assorbanza letto a 450 nm e a 630
nm. Il tempo di sviluppo e di 1 ora. La concentrazione di HRP in soluzione di 1 ug/ml. I protocolli applicati per

eseguire questa batteria di prove sono il Protocollo 1 ( per i campioni PBS) e il Protocollo 2 (per i campioni

BFC) riportati rispettivamente nei paragrafi 5.2.6.1 e 5.2.6.2. Il substrato utilizzato é costituito da glucosio a

12.50 mM, TMB 0.16 mM in 90% BFC e 10% DMSO. I controlli (no GOx) prevedono l'incubazione di solo

buffer.

Come si osserva in Figura 6.32, il valore di OD raggiunto aumenta all’aumentare della
concentrazione di GOx incubata per entrambi 1 buffer testati. Piu nel dettaglio, il valore di OD
medio raggiunto per 6 uM ¢ leggermente maggiore per i campioni in PBS, ma la deviazione
standard del dato risulta essere maggiore rispetto al set di campioni in BFC. A concentrazioni
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minori invece il segnale ¢ nettamente piu alto per i campioni in BFC. Alla luce di questi risultati,
il BFC ¢ stato selezionato come buffer migliore per I’'immobilizzazione della GOx.

Per quanto concerne la concentrazione di incubazione, nel grafico riportato in Figura 6.33 si
puo notare che il guadagno in termini di OD ottenuto muovendosi da 1 uM a 6 uM ¢ inferiore
in relazione alla differenza di concentrazione incubata se rapportato all’aumento del segnale
che si ottiene passando da 0.6 uM a 1 uM. Essendo il segnale ottico registrato a seguito
dell’incubazione di GOx a 1 pM accettabile, si ¢ fissata questa concentrazione come valore di
concentrazione di GOx rispetto a cui scalare la concentrazione di HRP nelle prove eseguite
successivamente.

1.0
0.8 _—"

0.6 T

0D []

0.4 /
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0.0 T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Concentrazione GOx [uM]

Figura 6.33: Grafico che mostra la misura della differenza tra i segnali di OD a 450 nm e 630 nm ottenuti nelle
prove di incubazione di sola GOx per i campioni in BFC in funzione della concentrazione di GOx incubata.

6.5.3 Protocollo di co-immobilizzazione per GOx ¢ HRP

Una volta definite le concentrazioni da incubare, ossia GOx 1 uM e HRP 10 uM, ¢ stato
ottimizzato il protocollo per la co-immobilizzazione degli enzimi da trasferire sul dispositivo.
Questo studio di co-immobilizzazione enzimatica ¢ stato portato avanti su HDDA e HDDA
10%AA con diversi obiettivi.

Innanzitutto, si ¢ voluta verificare 1’efficacia dello step di attivazione delle funzionalita
carbossiliche (step 1 e 2 previsti dal Protocollo I e dal Protocollo 2). Siccome il processo di
immobilizzazione assistito da EDC/s-NHS raggiunge la sua massima efficienza a pH 7.5 [83],
il fatto che I’incubazione in BFC dia buoni risultati per I’immobilizzazione di GOx, ha portato
ad ipotizzare che 1’attivazione dei gruppi carbossilici introdotti con 1’acido acrilico non giochi
un ruolo fondamentale e che dunque I’enzima si leghi covalentemente ai gruppi -COOH
presenti in superficie indipendentemente dallo step di attivazione. Inoltre, si ¢ cercata la
conferma dei risultati ottenuti nelle prove di immobilizzazione di sola GOx per quanto concerne
la scelta del buffer di incubazione (risultati riportati in Paragrafo 6.5.2). Infine, con le prove
riportate in questa sezione si € voluto analizzare il tipo di legame che le biomolecole instaurano
con la superficie. Infatti, le prove di co-immobilizzazione qui riportate sono state condotte sia
su HDDA che su HDDA 10%AA al fine di comprendere se anche per la GOx la componente
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di adsorbimento rappresenta un meccanismo di interazione con la superficie rilevante come per
I’HRP (risultati riportati nel Paragrafo 6.3.1).

In Tabella 6.5 ¢ riportata una legenda dei campioni analizzati con dettagli sulla formulazione
utilizzata ed il protocollo seguito per la fase di immobilizzazione enzimatica, In Figura 6.34
sono mostrati i risultati ottenuti in termini di OD.

Tabella 6.5: Condizioni sperimentali per [’ottimizzazione della co-immobilizzazione di HRP e GOx. La quarta e

la quinta colonna riportano rispettivamente il buffer di incubazione e la presenza o meno del processo di
attivazione: la combinazione di queste condizioni si traduce nei protocolli descritti nel Paragrafo 5.2.6.

. GOx/HRP . Buffer di Step di
Campione Formulazione . . S Protocollo
[uM] incubazione attivazione
HDDA att. BFC 1/10 HDDA BFC si 2
HDDA no att. BFC 1/10 HDDA BFC no 3
HDDA att. PBS 1/10 HDDA PBS si 1
HDDA no att. PBS 1/10 HDDA PBS no 3
HDDA no HRP BFC 1/- HDDA PBS si 1
HDDA no GOx BFC -/10 HDDA PBS si 1
HDDA 10%AA att. BFC 1/10 HDDA 10%AA BFC si 2
0,
HDDA 10%AA no att, 1/10 | HDDA 10%AA BFC no 3
BFC
HDDA 10%AA att. PBS 1/10 HDDA 10%AA PBS si 1
0,
HDDA lgg’SAA no att. 1/10 | HDDA 10%AA PBS no 3
0,
HDDA 10%AA no HRP 1/- HDDA 10%AA PBS si 1
PBS
0,
HDDA 10%AA no GOx /10 HDDA 10%AA PBS si 1
PBS
a) b)
0.20 - HDDA 0.20 - HDDA 10%AA
0.15 0.15 -
DZ 0.10 - QE 0.10 -
o T o
I |
J T
0.05 4 0.05 4 1
0.00 . " e . 0.00 ; T T -
O ] =) D O =) ) =)
] _‘2§‘ (\oq}\ fé{Q ,56?% g ?Q’% fgg& 000“& ,§~é (\oq}\ éb ,;Q’ 00,5@&% oqggq% 000“&

Figura 6.34: Misura della differenza tra i segnali di OD a 450 nm e 630 nm a seguito dello sviluppo di 1 h su
campioni con GOX/HRP co-immobilizzate 1/10 uM. Il substrato é costituito da glucosio a 12.50 mM, TMB 0.16
mM in 90% BFC e 10% DMSO. Incubazione in BFC e PBS su HDDA (a) e su HDDA 10%AA (b).
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Dai grafici in Figura 6.34 si puo dedurre che anche nel caso della co-immobilizzazione di HRP
e GOx si ha un segnale maggiore per i campioni incubati in BFC rispetto a quelli incubati in
PBS, pertanto, si pud constatare che il BFC sia il buffer piu adatto a garantire
I’immobilizzazione di GOx sia che questa sia incubata da sola che in presenza di HRP. Inoltre,
la presenza di un’assorbanza non trascurabile anche per i campioni di HDDA (Figura 6.34a)
permette di affermare che anche per la GOx la componente di adsorbimento ¢ rilevante nella
sua immobilizzazione cosi come era stato riconosciuto per la sola HRP (6.3.1). Inoltre, come
gia indicato per la sola HRP potrebbe esserci un contributo dovuto a reazioni di tipo aza-michael
[134]. Confrontando i dati relativi alle incubazioni in BFC, si ha un aumento del segnale per i
campioni di HDDA 10%AA rispetto al solo HDDA, il che permette di asserire che 1 gruppi -
COOH introdotti con I’acido acrilico hanno comunque un ruolo nella fase di immobilizzazione.
Cosi come si ¢ definito nella sezione 6.3.1, anche in questo caso si puo affermare la presenza
di una componente di immobilizzazione di tipo covalente ascrivibile alla creazione di un legame
tra 1 gruppi carbossilici superficiali e 1 gruppi amminici presenti nelle biomolecole. Infine,
confrontando le coppie “attivato/non attivato™ a parita di tutte le altre proprieta, si puod notare
che il segnale non risulta differire in maniera sostanziale. In conclusione, si puo dedurre che la
fase di attivazione delle funzionalita carbossiliche non risulta essere necessaria ai fini
dell’immobilizzazione degli enzimi in questo protocollo.

6.6 Valutazione dei parametri cinetici degli enzimi su campione stampato

Al fine di confrontare i risultati cinetici ottenuti per GOx e HRP in soluzione sono state condotte
delle cinetiche stoppate con enzimi immobilizzati su provino HDDA 10%AA e i risultati
ottenuti riportati in questa sezione.

6.6.1 Cinetica del’HRP immobilizzata su HDDA 10%AA

La struttura della prova ¢ stata descritta in 5.2.7. Avendo selezionato il tampone BFC per il
protocollo finale di immobilizzazione che verra utilizzato nel dispositivo (vedi 5.2.6.3), anche
per la cinetica di HRP immobilizzata su campione stampato ¢ stata applicata la stessa procedura.
Su ogni campione di HDDA 10%AA sono state incubate 5 U di HRP (la concentrazione
corrispondente a questo valore ¢ pari a 23.70 pg/ml).

In Figura 6.35 si riporta il grafico di OD rispetto al tempo di reazione, mentre in Figura 6.36 la
linearizzazione di Lineweaver-Burk.
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6 Cinetica stoppata HRP immobilizzata su HDDA 10%AA
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Figura 6.35: Misura della differenza tra i segnali di OD a 450 nm e 630 nm nel tempo per la cinetica stoppata
di HRP immobilizzata. Le concentrazioni di TMB sono riportate nello specchietto in alto a sinistra. La
concentrazione di perossido di idrogeno ¢ mantenuta in eccesso e pari a 4.90 mM.
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Figura 6.36: Diagramma di Lineweaver-Burk per la cinetica dell’ HRP immobilizzata su campione HDDA
10%AA.

I parametri cinetici estrapolati dal diagramma di Lineweaver-Burk di Figura 6.36 per ’HRP
immobilizzata su HDDA 10%AA sono messi a confronto con i parametri ottenuti per I’enzima
in soluzione (prove presentate in 6.4.1.2) come ¢ possibile osservare in Tabella 6.6.
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Tabella 6.6: Confronto dei parametri cinetici ottenuti per la cinetica stoppata con H:SO4 di HRP immobilizzata
su provino HDDA 10%AA e dei parametri cinetici ottenuti dalla cinetica stoppata con H,SO, di HRP in

soluzione.
Km [mM] Vmax [nM/min]
Stoppata HRP immobilizzata 0.49 0.56
Stoppata HRP in soluzione 1.15 206.14

Come si puo osservare dai parametri riportati in Tabella 6.6, si ha un lieve abbassamento della
Km per I’enzima immobilizzato su campione stampato rispetto a quello dell’enzima in
soluzione. Questo risultato potrebbe essere dovuto ad una maggior stabilita dell’enzima
immobilizzato rispetto a quello libero in soluzione. In realta, vista la lieve differenza ¢
probabilmente dovuto all’incertezza della misura, e quindi non rappresenta un dato rilevante
per il confronto tra I’enzima in soluzione ed immobilizzato. Tuttavia, il valore di Vmax per
I’enzima immobilizzato ¢ nettamente inferiore rispetto a quello dell’HRP in soluzione. Il
parametro di Vmax dipende dalla concentrazione totale di enzima, pertanto, anche se non ¢ stato
possibile risalire alla quantita di HRP effettivamente immobilizzata sul campione di
HDDA10%AA, questo valore dimostra come tale quantita sia nettamente inferiore rispetto alla
concentrazione incubata durante le fasi di immobilizzazione, o che una gran parte dell’enzima
immobilizzato non sia piu funzionale, una volta immobilizzato sulla superficie. Ad esempio, si
puo ipotizzare una minore accessibilita del sito attivo dell’enzima immobilizzato che va ad
influenzare i valori di Kim € Vimax.

6.6.2 Cinetica GOx/HRP co-immobilizzate su HDDA 10%AA

Successivamente, sono state condotte delle prove di cinetica anche per il caso di
coimmobilizzazione su HDDA 10%AA. Le concentrazioni di GOx e HRP rispettivamente
incubate sono state 1 uM e 10 uM in BFC ed il protocollo seguito ¢ quello riportato in 5.2.6.3.

In Figura 6.37 si riporta il grafico in OD e in Figura 6.38 il diagramma di Lineweaver-Burk.
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0 Cinetica stoppata GOx/HRP coimmobilizzate su HDDA 10%AA
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Figura 6.37: Misura della differenza tra i segnali di OD a 450 nm e 630 nm nel tempo per la cinetica stoppata
di GOx/HRP immobilizzate. Le concentrazioni di glucosio sono riportate nello specchietto in alto a sinistra. La
concentrazione di TMB e mantenuta costante e pari a 0.16 mM.
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Figura 6.38: Diagramma di Lineweaver-Burk per la cinetica di GOx/HRP co-immobilizzate su campione HDDA
10%AA.

I parametri cinetici estrapolati dal diagramma di Lineweaver-Burk di Figura 6.38 per GOx e
HRP co-immobilizzate su HDDA 10%AA sono messi a confronto con i parametri ottenuti per
I’enzima in soluzione (prove presentate in 6.4.2) come ¢ possibile osservare in Tabella 6.7.
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Tabella 6.7: Confronto dei parametri cinetici ottenuti per la cinetica stoppata con H:SO4 di GOx/HRP co-
immobilizzate su provino HDDA 10%AA e parametri cinetici ottenuti dalla cinetica stoppata con H>SOy di
GOx/HRP in soluzione. In entrambi i casi il rapporto GOx/HRP ¢ 1:10.

K [mM] Vmax [uM/min]
Stoppata GOx/HRP co-immobilizzata 82.47 0.13
Stoppata GOx/HRP in soluzione 32.84 17.02

Come si puo osservare dal grafico in Figura 6.37 si ha mancanza dei punti a tempistiche basse
per la concentrazione minore di glucosio, in quanto non hanno fornito un segnale accettabile in
termini di densita ottica. Dai dati in Tabella 6.7 emerge che la K, ottenuta per il sistema risulta
essere circa 2.5 volte maggiore rispetto a quella ottenuta in soluzione. Visto che ¢ improbabile
che ci sia stata una variazione dell’affinita, probabilmente questo risultato dimostra come
sussistano delle limitazioni dovute alle due reazioni catalizzate in cascata dai due enzimi, o
molto piu probabilmente il sito di legame di uno dei due enzimi o di entrambi risulta meno
accessibile dopo 1I’immobilizzazione. Questo si riflette anche sui valori di Vmax. Come per la
cinetica di sola HRP immobilizzata, anche in questo caso si nota una forte diminuzione di
questo valore. Percid, anche in questo caso si pud ipotizzare che la quantitd di enzima
effettivamente immobilizzato sia molto bassa, rispetto alla concentrazione incubata in fase di
immobilizzazione, o che ci sia una minore accessibilita del sito attivo dei due enzimi
immobilizzati che va ad influenzare i valori di Kim € Viax.

6.7 Stampa del dispositivo

Sulla base di tutti gli studi preliminari riportati nella sezione 6.3 il materiale utilizzato per la
stampa del biosensore ¢ stato HDDA 10%AA.

Il CAD del dispositivo ¢ stato realizzato con il software SOLIDWORKS®. II design ¢ stato
studiato nell’ottica del raggiungimento di due obiettivi principali: inserire una fluidica dal
profilo tortuoso, cosi da agevolare il mescolamento delle soluzioni in ingresso (TMB e
glucosio) e facilitare la fase di lettura del segnale colorimetrico che il biosensore fornisce. Il
biosensore realizzato presenta due input: uno per la soluzione contenente il TMB e ’altro per
la soluzione contenente 1’analita d’interesse, ossia il glucosio, e la loro miscelazione ¢
condizione necessaria per la buona riuscita della misura. Tuttavia, per gli studi preliminari
portati a termine in questo progetto di Tesi, si € iniettata sempre una sola soluzione contenente
entrambi 1 substrati (glucosio e TMB) sfruttando dunque un solo ingresso.

\

E stato disegnato un dispositivo adattabile al lettore di piastre multipozzetto, strumento che
permette 1’analisi del segnale colorimetrico prodotto dal biosensore, in modo tale da rendere
agevole il processo di lettura del segnale. Piu nel dettaglio la fluidica si sviluppa su una base
quadrata 25 x 25 x 0.5 mm? e si articola attorno ad un cilindro cavo nel quale si ha lo scarico
della soluzione dopo che questa ha attraversato I’intera fluidica. In Figura 6.39 si riporta una
sezione del CAD che mostra il profilo del percorso delineato dal canale.
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Figura 6.39: Sezione della fluidica (rosa). Il quadrato (grigio scuro) su cui si posiziona il canale é la base 25
x25 mm?. I due ingressi sono rappresentati dai fori sulla destra e il sistema di caricamento é perpendicolare
rispetto alla base quadrata.

La sezione del condotto sporge dalla base quadrata ed il caricamento della soluzione ¢
perpendicolare rispetto alla base stessa. Per evitare problemi di perdita del liquido legati alla
tensione superficiale, si € realizzato uno svaso in corrispondenza della terminazione del canale
nel cilindro. La sezione della fluidica ¢ rettangolare con larghezza pari a 1 mm, altezza pari a
1.5 mm ed uno spessore della parete pari a 0.7 mm. In Figura 6.40 si mostra un’immagine della
fluidica stampata.

77



Figura 6.40: Immagine della base quadrata del dispositivo dalla quale sporge la fluidica. Si puo osservare la
modalita di caricamento del liquido (soluzione acquosa di colorante “Brilliant Green”) che é perpendicolare al
piano della base quadrata.

L’intero percorso ¢ inscrivibile in una circonferenza di diametro 22 mm. Questa dimensione ¢
stata definita poiché uno degli obiettivi perseguiti € quello di poter sfruttare il pozzetto di una
piastra da 12 pozzetti per alloggiarvi il dispositivo come mostrato in Figura 6.41, dato che il
diametro superiore di un pozzetto di una piastra da 12 pozzetti ¢ 22.78 mm. L’ancoraggio al
pozzetto ¢ garantito dal fatto che la fluidica ¢ sporgente rispetto alla base quadrata.

I 4

Figura 6.41: Stampa parziale della prima versione del dispositivo inserita in un pozzetto di una piastra da 12
pozzetti.
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Sono state realizzate due versioni della struttura del biosensore. I due prototipi sono accomunati
dal disegno e dalle dimensioni del condotto e della base quadrata descritti in precedenza. Nella
prima struttura realizzata il liquido viene scaricato in un cilindro cavo e chiuso sul fondo il
quale replica le dimensioni di un pozzetto di una piastra da 96 pozzetti. Lo scopo, infatti, ¢ stato
quello di costruire un pozzetto di una piastra da 96 pozzetti stampato 3D che possa essere
inserito in un lettore di piastre multipozzetto. In Figura 6.42 si riporta la vista dall’alto (Figura
6.42 a) e laterale (Figura 6.42 b) del dispositivo con all’interno una soluzione acquosa di
colorante “Brilliant Green”.

Figura 6.42: Vista dall'alto (a) e laterale (b) della prima versione del dispositivo con all'interno una soluzione
acquosa di colorante “Brilliant Green”.

Nella seconda versione del dispositivo ¢ stato eliminato il pozzetto stampato 3D poiché il fondo
avrebbe interferito con la lettura di assorbanza ed ¢ stato sostituito con un cilindro cavo passante
piu corto e con un diametro minore come mostrato in Figura 6.43. Piu precisamente il cilindro
in cui viene scaricato il liquido in questa seconda versione presenta diametro interno pari a 5.3
mm e spessore della parete pari a 0.4 mm e sporge per 1.8 mm oltre la struttura della fluidica:
cio permette al dispositivo di ancorarsi all’interno di un pozzetto della piastra da 96 pozzetti, il
cui diametro superiore ¢ di 6.96 mm.
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Figura 6.43: Vista dall'alto del dispositivo finale (a), vista laterale del dispositivo finale (b) sul pozzetto di una
piastra da 96 pozzetti.

In questo modo il liquido pud essere direttamente raccolto in un pozzetto di una piastra
multipozzetto da 96 pozzetti come mostrato in Figura 6.44.

Figura 6.44: Sequenza del caricamento di una soluzione di colorante alimentare nella versione finale del
dispositivo (a) e raccolta di questa nel pozzetto di una piastra da 96 pozzetti (b-c).

Questa soluzione ha permesso di sfruttare i pozzetti di una piastra da 12 pozzetti per gestire le
fasi di immobilizzazione enzimatica e gli studi preliminari eseguiti sui dispositivi avendo
comunque garanzia di una buona lettura del segnale al lettore di piastre.

In Figura 6.45 si riporta la scansione 3D del dispositivo finale per verificarne la print fidelity
mentre in Figura 6.46 la scansione 3D dello stesso.
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Figura 6.45: Scansione 3D del dispositivo per verificarne la print fidelity.

Figura 6.46: Modello del dispositivo ottenuto durante la scansione 3D.
6.8 Co-immobilizzazione GOx/HRP nel dispositivo

Nel passaggio dal campione 5 x 5 x 0.9 mm?® al dispositivo, sono state mantenute le
concentrazioni di incubazione di GOx e HRP definite dagli studi riportati nel Paragrafo 6.5.2,
vale a dire GOx 1 uM e HRP 10 uM. In Tabella 6.8 si riporta un confronto tra le condizioni di
incubazione su campione e nel dispositivo.
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Tabella 6.8: Confronto tra le condizioni di incubazione per il campione 5x5x0.9 mm? e il dispositivo. La
superficie esposta ¢ stata stimata sul CAD realizzato attraverso la funzione di proprieta di massa di

SOLIDWORKS.
Volume Superficie )
incubato (V) esposta (S) [GOx]:[HRP] V/S
Campione
stxo% . 50 ~25 1:10 ~2
Dispositivo 160 ~ 500 1:10 ~03
microfluidico

Da Tabella 6.8 si puo notare che il rapporto V/S € molto piu alto per il campione rispetto a
quello ottenuto per la fluidica e dunque a parita di volume incubato si ha una disponibilita di
superficie molto maggiore per il dispositivo rispetto al campione.

I1 protocollo seguito per eseguire la prova ¢ quello riportato in 5.2.6.4. I risultati in termini di
OD raggiunti sono riportati in Figura 6.47.

. Co-immobilizzazione in fluidica GOx 1 [uM] : HRP 10 [uM]

101 w
00 J

02064

0.4+

0.2 4

0.0

T T T
GOx:HRP no HRP no GOx

Figura 6.47: Misura della differenza tra i segnali di OD a 450 nm e 630 nm a seguito dello sviluppo di 30.5
minuti con glucosio 12.50 mM e TMB 0.16 mM. Le concentrazioni di GOx e HRP incubate sono rispettivamente
I uM e 10 uM. I controlli sono costituiti dall’incubazione di 1 uM di GOx (no HRP) e 10 uM di HRP (no GOx).

Come mostrato in Figura 6.47 il valore di densita ottica raggiunto a seguito dello sviluppo del
dispositivo (~0.86) ¢ nettamente superiore rispetto ai valori di OD ottenuti per i campioni non
attivati ed incubati in BFC (~0.14) (campioni “no att. BFC” di Figura 6.34b), nonostante il
tempo di sviluppo della reazione sia stato la meta. Questo ¢ indice del fatto che anche se il
numero di moli di enzimi disponibili ad essere immobilizzate per unita di superficie ¢ inferiore
rispetto al caso del 5 x 5 x 0.9 mm? si ottiene un segnale ottico maggiore. Per spiegare questo
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fenomeno si potrebbe ipotizzare che la disponibilita di una maggiore area superficiale porti alla
immobilizzazione di un maggior numero di molecole di enzima e dunque la velocita della
reazione aumenti. Inoltre, poiché il substrato si trova costretto all’interno della fluidica, ¢
presente una minore influenza dei fenomeni di trasferimento di massa e cio si traduce in una
maggiore probabilita che il substrato entri in contatto con il sito attivo del rispettivo enzima e
venga trasformato. In Figura 6.48 si riporta un’immagine dei dispositivi durante lo sviluppo.

Figura 6.48: Immagine dei dispositivi durante lo sviluppo. I campioni positivi con co-immobilizzate GOx e HRP
sono collocati nella prima riga in alto, la seconda riga é costituita da “no HRP”, la terza da “no GOx”.

Come evidente in Figura 6.48, il colore della soluzione nei dispositivi positivi tende al giallo.
La TMB, dunque, tende a trovarsi nella forma di diimmina gia durante lo sviluppo, prima che
la reazione venga bloccata con H2SO4. Per spiegare questo fenomeno sono state portate avanti
diverse supposizioni. Una prima spiegazione ¢ quella secondo cui questo fenomeno sia dovuto
alla presenza di un pH basso all’interno della fluidica che porta la forma ‘“complesso a
trasferimento di carica” (CTC) di TMB ossidata da HRP ad ossidarsi a diimmina. Oppure
potrebbe essere un fenomeno legato all’elevata presenza di HRP all’interno della fluidica che
nelle condizioni di concentrazione di TMB e glucosio porta nel tempo alla doppia ossidazione
della TMB [73], [136].

6.9 Curva di calibrazione del dispositivo e calcolo di LOD e LOQ

In ultima analisi sono state eseguite delle prove volte a valutare la sensibilita del biosensore.
Inoltre, ¢ stato possibile valutare il range di linearita, ossia, 1’intervallo di concentrazioni per
cui il segnale generato dal biosensore cambia linearmente [89]. Il range di concentrazioni di
glucosio indagate va da 0 mM a 12.50 mM. In Figura 6.49 si riportano 1 risultati di OD medie
ottenute in funzione della concentrazione di glucosio.
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OD vs concentrazione di glucosio

1.0 -
0.8 - }
T 0.6 -

0.4

0.2 +

0.0 T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Concentrazione glucosio [mM]

Figura 6.49: Curva OD vs Concentrazione di glucosio per il biosensore.

Come si puo osservare dal grafico in Figura 6.49 ¢ presente un tratto lineare che va da 0 mM
ad una concentrazione di glucosio pari a 9.38 mM, pertanto, si pud affermare che il range di
concentrazioni in cui il biosensore presenta linearita arriva fino a 9.38 mM. Prendendo in
considerazione questo tratto lineare sono stati calcolati il LOD e il LOQ del biosensore.

In Figura 6.50 si riporta la retta di interpolazione da cui sono stati estrapolati il valore di
coefficiente angolare e intercetta sfruttati per il calcolo di LOD e LOQ.
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Figura 6.50: Retta di taratura del tratto lineare per calcolo di LOD e LOQ.
Coefficiente angolare e intercetta della retta di interpolazione ottenuta con il software ORIGIN
sono riportati in Tabella 6.9.

Tabella 6.9: Valore del coefficiente angolare (m) e dell'intercetta (q) e relative incertezze ottenute
dall'interpolazione dei dati sperimentali con il software ORIGIN.

Valore Deviazione standard
m 0.0828 0.0037
q -0.00323 0.0192

Sfruttando 1 parametri di interpolazione riportati in Tabella 6.9 si sono calcolati LOD e LOQ
secondo il metodo riportato nel Paragrafo 5.2.8. I valori di LOD e LOQ trovati sono riportati in
Tabella 6.10.

Tabella 6.10: Valori di LOD e LOQ ottenuti per il biosensore.

Concentrazione [uM]

Concentrazione [mg/dl]

LOD

139.00

2.50

LOQ

268.14

4.83

Dato il range di linearita, il biosensore sviluppato risulta versatile e potrebbe essere applicato
nel settore medico per I’analisi della concentrazione di glucosio nel sangue. In particolare, si ha
che il livello normale di glucosio nel sangue va da 80 a 100 mg/dl a digiuno per rimanere sotto
1 140 mg/dl dopo un pasto [137]. In Tabella 6.11 si riportano i livelli di glucosio nel sangue.
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Tabella 6.11: Concentrazione di glucosio nel sangue di diverse categorie di persone prima e dopo un pasto.
Tabella tradotta da [137].

Categoria della Digiuno Dopo pasto
persona
Glucosio minimo Glucosio massimo | 2-3 ore dopo il pasto
[mg/dl] [mg/dl] Glucosio [mg/dl]

Ipoglicemico - <59 <60
Pre-ipoglicemico 60 69 60-70
Normale 80 100 <140

Pre-diabetico 101 126 140-200
Diabetico > 126 - > 200

La massima concentrazione rilevabile nel tratto lineare (9.38 mM) corrisponde a ~170 mg/dl il
che permette di rilevare il livello glicemico di un prediabetico a digiuno. Inoltre, il valore dato
dal LOQ corrisponde 4.83 mg/dl il che permette di affermare che il biosensore ¢ sensibile nel
range di valori legati all’ipoglicemia e alla normalita della concentrazione di glucosio nel

sangue.
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7 Conclusioni e prospettive future

In questo lavoro di Tesi € stato sviluppato un primo prototipo di biosensore enzimatico stampato
3D con tecnologia DLP per il rilevamento del glucosio. Inoltre, sono stati condotti degli studi
in soluzione per ottenere i parametri cinetici dei due enzimi utilizzati, ossia GOx ¢ HRP da
confrontare poi con i parametri ottenuti una volta che le biomolecole sono state immobilizzate
sul materiale polimerico.

La formulazione che si ¢ dimostrata piu adatta alla realizzazione del dispositivo ¢ stata HDDA
10%AA, grazie alla bassa viscosita, al basso grado di rigonfiamento mostrato e al
mantenimento di attivita delle biomolecole una volta che queste sono state immobilizzate.

Gli studi di co-immobilizzazione enzimatica sono stati svolti lavorando su due fronti: la ricerca
del migliore rapporto tra GOx e HRP per il raggiungimento del migliore risultato in termini di
segnale colorimetrico e la ricerca del migliore protocollo da seguire per raggiungere un buon
grado di immobilizzazione delle biomolecole. L’esito di questi esperimenti ha portato alla
selezione del rapporto GOx/HRP 1:10 come migliore rapporto di incubazione per ottenere un
buon segnale colorimetrico. Inoltre, la concentrazione di incubazione di GOx selezionata ¢ stata
1 uM. Infine, il protocollo di immobilizzazione inizialmente previsto con attivazione con
EDC/s-NHS e incubazione delle biomolecole in PBS ¢ stato modificato eliminando la fase di
attivazione e incubando le biomolecole in BFC.

Dal confronto degli studi cinetici in soluzione con le cinetiche enzimatiche su campione
stampato in HDDA 10%AA ¢ possibile affermare che il valore di Ky, per la TMB mostrato
dall’HRP immobilizzata ¢ risultato confrontabile con quello dell’enzima in soluzione. Al
contrario il valore ottenuto dalla reazione a cascata di GOx co-immobilizzata con HRP ¢
maggiore rispetto a quello ottenuto con i due enzimi in soluzione, probabilmente per effetto di
limitazioni dovute al trasferimento di massa, o ad una minore accessibilita del sito attivo dei
due enzimi immobilizzati. Queste ipotesi sono corroborate dal confronto dei valori di Vmax che
si ottengono coi due enzimi liberi in soluzione o immobilizzati. Sia la sola HRP che i due enzimi
co-immobilizzati mostrano dei valori di Vmax nettamente ridotti. Questo in parte € sicuramente
dovuto ad una scarsa efficienza di immobilizzazione dei due enzimi in una forma
cataliticamente attiva.

Il risultato di maggior rilievo raggiunto sta nell’ottenimento di un dispositivo miniaturizzato e
sensibile con un buon range di linearita che arriva a 9.38 mM di glucosio e un LOD pari a 139
uM, ovvero 2.50 mg/dl. Grazie a questi risultati, il dispositivo realizzato puo considerarsi tra i
primi prototipi di un biosensore di glucosio prodotti tramite additive manufacturing per
applicazione in ambito medico ed alimentare.

I1 biosensore ¢ stato testato solamente con soluzioni ideali, ossia, per misurare 1’analita sciolto
in buffer. Una prospettiva futura per questo lavoro potrebbe essere quella di testare la sensibilita
del biosensore con soluzioni a matrice complessa e soluzioni a pH diverso rispetto a quello
utilizzato in questo lavoro di Tesi. Inoltre, potrebbe essere testato in modalita dinamica ossia
con I’ausilio di un sistema di movimentazione delle soluzioni che permetta ai reagenti di essere
in movimento durante lo sviluppo per verificare se i parametri ottenuti possono essere
influenzati dalla fluidica.

Altro aspetto che potrebbe essere approfondito ¢ quello della stabilita del biosensore nel tempo:
si potrebbero effettuare studi volti a verificare quanto la riproducibilita della misura fornita dal
dispositivo venga influenzata dall’invecchiamento del materiale polimerico o degli enzimi
immobilizzati oppure dalle condizioni di conservazione del dispositivo stesso.
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