
I l fenomeno della luminescenza, cioè l’emissione di luce da
parte di una molecola, ha affascinato l’umanità fin dall’anti-

chità. Già 2.300 anni fa Aristotele osservava che molte crea-
ture (lucciole) producevano “fuoco” solo in certi periodi
dell’anno in funzione del vento, e che il “fuoco del mare” era
prodotto da organismi viventi.
I primi studi sui processi luminescenti effettuati con un certo
rigore scientifico risalgono all’inizio del Seicento, all’epoca in
cui gli alchimisti erano alla ricerca della cosiddetta “Pietra Fi-
losofale”, in grado di trasformare i metalli vili in oro. Nel 1602
a Bologna, Vincenzo Casciarolo, un calzolaio ed alchimista
dilettante, descrisse per primo un metodo per ottenere la co-
siddetta “Pietra Bolognese”, che possedeva la proprietà “ma-
gica” di “accumulare luce” quando esposta al sole e riemet-
terla al buio. Alla stessa epoca risalgono anche le prime os-
servazioni sul fenomeno della bioluminescenza: nel 1605 il
filosofo inglese Francis Bacon scriveva: “…la caratteristica di
produrre luce non è prerogativa solo del fuoco… le gocce di
acqua (di mare) spruzzate quando un remo colpisce l’acqua
appaiono scintillanti e luminose…”. Alcuni anni dopo, nel
1637, il fi losofo francese René Descartes osservava:
“…quando viene agitata l’acqua produce scintille simili a
quelle emesse da un frammento di pietra focaia”. Il fenome-
no della bioluminescenza ha affascinato anche famosi scrit-
tori, come Giulio Verne: “…Il mare appariva come illuminato
da sotto la superficie dell’acqua, ma non era un semplice fe-
nomeno di fosforescenza: su questo non ci si poteva sbaglia-
re. Era il mostro che, immerso per qualche metro, proiettava
quel chiarore intenso e inspiegabile di cui parlavano i rappor-
ti di tanti comandanti di navi e che solo un organo di eccezio-
nale potenza poteva emettere. La luminescenza disegnava
sul mare un grande ovale al cui centro sembrava bruciare un
falò che andava gradatamente attenuandosi verso le estre-

mità. - Può essere un agglomerato di piccoli animali marini
fosforescenti - osservò un ufficiale…” (20000 Leghe sotto i
mari). Oggi sappiamo che la “Pietra Bolognese” è costituita
da barite (solfato di bario) e che il fenomeno osservato da
Vincenzo Casciarolo era una fosforescenza di tipo inorgani-
co, mentre Francis Bacon e René Descartes hanno descritto
la bioluminescenza di certi microrganismi marini. Comunque,
il fatto di conoscere l’origine di questi fenomeni non diminui-
sce certo il loro fascino.

Reazioni bio- e chemiluminescenti

La forma più nota di luminescenza è certamente quella con-
seguente all’assorbimento di luce (fotoluminescenza), della
quale la fluorescenza è l’esempio più comune. Meno cono-
sciuta è la chemiluminescenza (CL), cioè la luminescenza de-
rivante da un processo chimico esoergonico che porta alla
formazione di un prodotto in uno stato elettronicamente ecci-
tato, il quale decade allo stato fondamentale emettendo foto-
ni. All’interno della chemiluminescenza, la bioluminescenza
(BL) è sempre causata da un processo chimico ma avviene in
organismi viventi e coinvolge enzimi o fotoproteine.
Il fenomeno della bioluminescenza è ampiamente diffuso in
natura, sia in organismi marini quali batteri, alghe, meduse
(Figura 1), crostacei e pesci, sia in organismi terrestri come le
lucciole ed alcune specie di vermi e funghi [1, 2]. Negli anni
recenti sono stati effettuati studi approfonditi sul processo del-
la bioluminescenza, che hanno permesso di acquisire impor-
tanti conoscenze sia sui meccanismi della bioluminescenza e
sulle specie chimiche in essa coinvolte sia sulla sua funzione
negli organismi viventi. Essa coinvolge in genere almeno due
specie: un enzima (luciferasi) che catalizza la reazione biolu-
minescente ed un opportuno substrato enzimatico, generica-
mente indicato come luciferina (Figura 2). La luciferasi cata-
lizza la reazione responsabile del processo di bioluminescen-
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Le tecniche di luminescenza, in particolare la bio-
e chemiluminescenza, rappresentano uno strumento
versatile, utilizzato in svariati settori, quali biologia
molecolare, biotecnologie, farmacologia, chimica
clinica ed ambientale. Questo articolo descrive
alcune applicazioni analitiche di queste tecniche,
comprendendo quelle più recenti ed innovative
basate su processi di trasferimento di energia
(Bret, Bioluminescence Resonance Energy Transfer)
e su microrganismi geneticamente modificati.
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Figura 1 - Quando
viene disturbata,
la medusa Atolla
vanhoeffeni (diametro
approssimativo 3 cm)
produce un’intensa
bioluminescenza.
Questa medusa
si può trovare a
grande profondità in
molti mari del mondo.
Riprodotto su
autorizzazione
dal riferimento
bibliografico [2]



za in modo da ottenere preferenzialmente un prodotto in uno
stato elettronicamente eccitato; inoltre, il sito attivo dell’enzi-
ma determina un microambiente in grado di favorire il decadi-
mento radiativo dello stato eccitato. Come risultato del con-
trollo operato dall’enzima sul decorso della reazione, le rese
quantiche di emissione delle reazioni bioluminescenti sono in
genere molto più alte di quelle delle reazioni chemilumine-
scenti, raggiungendo talvolta valori vicini all’unità.
La bioluminescenza può presentarsi in un ampio intervallo di
colori, che spesso sono determinati dalle caratteristiche
dell’ambiente: negli organismi marini la bioluminescenza è
prevalentemente di colore blu, poiché le radiazioni di questa
lunghezza d’onda si propagano a maggiori distanze nell’ac-
qua. Gli organismi viventi ricorrono a metodi ingegnosi per
modificare la lunghezza d’onda della radiazione emessa, ed
alcuni sono in grado di emettere contemporaneamente biolu-
minescenza di due differenti colori. Ad esempio, il verme Ph-
rixothrix hirtus possiede orga-
ni luminosi distinti caratteriz-
zati da bioluminescenze di
colore rosso e verde. Il colore
della bioluminescenza è
spesso determinato dalla
struttura delle luciferasi coin-
volte nel processo: piccole
variazioni strutturali di tali
proteine sono in grado di de-
terminare differenze significa-
tive nella lunghezza d’onda di
emissione. In altri casi il colo-
re della bioluminescenza vie-
ne modificato attraverso l’uso
di proteine fluorescenti ac-
cessorie, che permettono di
aumentare la lunghezza d’on-
da della bioluminescenza a
seguito di un processo di tra-
sferimento di energia, o me-
diante l’uso di filtri interni che
assorbono selettivamente al-
cune lunghezze d’onda [3].

La luminescenza
in chimica analitica

Dal punto di vista chimico-
analit ico la luminescenza
rappresenta uno strumento fondamentale e molto versatile
per lo sviluppo di metodologie analitiche sensibili e specifi-
che, con ampie applicazioni in biomedicina, biotecnologia,
biologia molecolare, farmacologia e in chimica ambientale e
agroalimentare [4, 5]. I sistemi basati su principi di chemilu-
minescenza (Figura 2) hanno, ad esempio, quasi completa-
mente rimpiazzato i radioisotopi, quali 3H e 125I, largamente
utilizzati per oltre trent’anni in chimica clinica per la marcatu-
ra e preparazione di traccianti.
Storicamente la fotoluminescenza, ed in particolare la fluore-
scenza, ha rappresentato il primo esempio di metodologia
analitica con elevata rivelabilità. Molti fluorofori sono stati svi-
luppati ed applicati in svariati settori della chimica analitica;
basti ricordare il vasto utilizzo della fluorescina e di suoi ana-

loghi in campo immunoistochimico e come traccianti ed il suo
ruolo trainante per la ricerca di traccianti sempre più efficienti
e selettivi. Sono ormai disponibili nella routine bioanalitica si-
stemi “microarray” su chip per screening ad elevata produtti-
vità analitica in biologia molecolare e genetica. L’accoppia-
mento della specificità della reazione di ibridazione degli acidi
nucleici con l’uso di “probe” fluorescenti con emissione a di-
verse lunghezze d’onda, e quindi con diversi colori, ha per-
messo di sviluppare “microarray” di piccole dimensioni basati
su una serie di sonde geniche immobilizzate e su “imaging”
del segnale fluorescente mediante videocamere Ccd (Char-
ge-coupled device) ad alta sensibilità. Un altro, e forse più an-
cora importante, avanzamento tecnologico della fluorescen-
za, è stato la scoperta e la definizione del meccanismo della
fluorescenza di proteine, ed in particolare della “Green fluore-
scent protein” (Gfp) estratta dalla medusa Aequorea victoria
(Figura 3). Oggi si conosce tutto sulla Gfp, dalla sua sequen-

za amminoacidica alla struttura del sito attivo, e questa protei-
na è stata clonata ed utilizzata in moltissimi settori della bio-
chimica. È ad esempio possibile mediante tecniche di inge-
gneria genetica ottenere proteine di fusione contenenti la Gfp
e specifiche proteine organo- o organello-specifiche, accop-
piando il gene della Gfp ai geni che codificano per le proteine
di interesse. La capacità di queste proteine di localizzarsi
all’interno di determinati organi od organelli permette di ren-
dere fluorescenti specifici elementi sub-cellulari e di sviluppa-
re affascinanti tecniche istochimiche fluorescenti per lo studio
dell’architettura cellulare. La conoscenza della struttura della
Gfp ha poi permesso di ottenere forme mutanti della proteina
che emettono luce ad altre lunghezze d’onda (giallo, rosso)
permettendo lo sviluppo di metodi per lo studio di più analiti o
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Figura 2 - Rappresentazione schematica di alcune delle più comuni
reazioni bio- e chemiluminescenti utilizzate in chimica analitica.
Dall’alto in basso: le reazioni responsabili della bioluminescenza
delle lucciole e di alcuni batteri marini, l’ossidazione del luminolo
catalizzata dall’enzima perossidasi, la reazione di decomposizione
di un substrato chemiluminescente (1,2-diossietano arilfosfato)
catalizzata dall’enzima fosfatasi alcalina

Figura 3 - La medusa
Aequorea victoria è
probabilmente il più famoso
organismo marino
bioluminescente. Lo studio
di questa medusa ha condotto
alla scoperta della Gfp
e della fotoproteina equorina.
Riprodotto su autorizzazione
dal riferimento bibliografico [2]



funzioni biologiche simultaneamente. La principale limitazione
per lo sviluppo di metodi fotoluminescenti ultrasensibili è lega-
ta al fatto che la fotoeccitazione non è selettiva: molte altre
molecole presenti nel campione o nella matrice biologica ven-
gono anch’esse eccitate, dando luogo a processi di autofluo-
rescenza, con conseguente drastica riduzione del segnale
analitico “pulito”. Sono stati effettuati numerosi tentativi per
aumentare la selettività del segnale fluorescente, sviluppando
per esempio traccianti con un elevato assorbimento molare e
caratterizzati da un elevato spostamento di Stokes, in modo
da ottenere un’emissione nel rosso, una zona spettrale dove
poche molecole organiche naturali emettono. Tra queste, le
più studiate sono le porfirine e le ficobiliproteine: per esempio
la ficoeritrina presenta un coefficiente di estinzione molare di
2x106 M-1cm-1. Tuttavia, la parziale sovrapposizione delle
bande degli spettri di eccitazione ed emissione non permette
di ottenere la selettività necessaria per abbassare i limiti di ri-
velazione a valori inferiori
a 10-15 moli, necessari per
la determinazione di mo-
lecole di interesse dia-
gnostico o presenti in
tracce, quali farmaci e in-
quinanti ambientali.
Le migliori prestazioni
analitiche in termini di ri-
velabilità dei metodi foto-
luminescenti sono state
però ottenute sfruttando
una originale e interes-
sante proprietà fotofisica
di alcuni complessi di
metalli di transizione, in
particolare i lantanidi. La
sorprendente peculiarità
di questi complessi consi-
ste nella capacità di as-
sorbire flash di luce ultra-
violetta di breve durata
(ad esempio ~10-6 sec) e
di riemettere la radiazio-
ne assorbita ad una lun-
ghezza d’onda nel visibile
in un tempo molto più
lungo (~10-6-10-3 sec) ri-
spetto a quello caratteri-
stico della fluorescenza delle comuni molecole organiche
(~10-9 sec). La misura dell’emissione con un ritardo rispetto
all’eccitazione permette quindi di rilevare soltanto la fluore-
scenza derivante dal complesso dello ione lantanide, con
conseguente aumento di selettività rispetto ad una misura in
fotoeccitazione costante. Tale tecnica di misura della fluore-
scenza, definita di fluorescenza risolta nel tempo, ha avuto e
continua ad avere notevoli applicazioni nell’ambito della
bioanalitica: l’uso di chelati di ioni lantanidi come traccianti
per metodi biospecifici di tipo immunologico o genico ha per-
messo di raggiungere limiti di rivelazione dell’ordine di 10-15-
10-18 moli, eguagliando o superando le prestazioni dei meto-
di basati sull’uso di radiotraccianti.
Va ricordata inoltre un’interessante applicazione della fluore-
scenza riguardante lo sviluppo di metodi immunologici basati
su misure di fluorescenza polarizzata. È noto che una luce

polarizzata eccita solo le molecole che hanno i dipoli paralleli
al piano di polarizzazione della luce eccitatrice. La radiazione
di fluorescenza emessa dalla molecola eccitata è polarizzata
nella stessa direzione, ma se nel tempo intercorso fra l’assor-
bimento e l’emissione di radiazione la molecola ha ruotato su
se stessa la polarizzazione della radiazione emessa non coin-
ciderà più con quella della radiazione di eccitazione. Il grado
di polarizzazione della radiazione emessa dipenderà quindi
dal tempo di emivita dello stato eccitato e dal movimento rota-
torio della molecola. Una molecola di grosse dimensioni (ad
esempio un anticorpo o un recettore) ha un tempo di rotazio-
ne di ~10-100 ns, mentre una molecola di piccole dimensioni
ruota su se stessa in ~0,1-1 ns. Una piccola molecola marca-
ta con un fluoroforo (ad esempio fluorescina) non sarà quindi
in grado di mantenere la polarizzazione della luce emessa; se
invece essa è legata ad un anticorpo il suo movimento viene
rallentato e la fluorescenza sarà parzialmente polarizzata.

Mediante tale principio è
stato possibile mettere a
punto una vasta serie di
metodi immunologici
omogenei per la determi-
nazione di farmaci, or-
moni steroidei e droghe
d’abuso. Grazie alla loro
semplicità, rapidità e fa-
cilità di automazione, i
metodi omogenei basati
su misure di fluorescen-
za polarizzata hanno
avuto un’ampia diffusio-
ne e sono attualmente
tra i più utilizzati a livello
mondiale nei laboratori di
chimica clinica. Le tecni-
che basate su misure di
bio-chemiluminescenza
offrono potenzialmente
un mezzo per ottenere
una migliore rivelabilità
rispetto alle tecniche ba-
sate sulla fotolumine-
scenza. Esse presenta-
no infatti un più elevato
rapporto segnale/rumore
in quanto l’emissione di

fotoni deriva da un processo “buio” e l’unico tipo di rumore
presente è quello strumentale. Al contrario, le tecniche fotolu-
minescenti risentono dell’emissione aspecifica da parte del
campione e dello scattering della radiazione di eccitazione, e
presentano inoltre problemi strumentali legati a fenomeni di
“drift” della sorgente e del rivelatore. Un altro importante van-
taggio della bio-chemiluminescenza è che l’emissione di foto-
ni deriva da un processo chimico altamente specifico che av-
viene a carico dell’analita ed è quindi meno influenzata dai
costituenti della matrice. L’emissione è comunque meno in-
tensa rispetto a quella derivante da fenomeni di fotolumine-
scenza, la cui intensità è ovviamente funzione della potenza
della sorgente di eccitazione. Il segnale bio-chemilumine-
scente può comunque essere amplificato chimicamente sfrut-
tando reazioni consecutive e cicliche. In appropriate condizio-
ni sperimentali il segnale analitico, cioè l’emissione di fotoni, è
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Figura 4 - Determinazione dell’attività di inibitori della ciclossigenasi
mediante chemiluminescenza. Da sinistra a destra e dall’alto in basso:
principio del metodo che permette di misurare l’attività dell’enzima
mediante chemiluminescenza; immagine in pseudocolori del segnale
chemiluminescente ottenuto in una piastra microtiter a 384 pozzetti;
profili cinetici del segnale chemiluminescente ottenuti in presenza di
concentrazioni crescenti di inibitore; curva di inibizione, derivata
dall’analisi dei profili cinetici, che mostra l’efficacia dell’inibitore in esame



strettamente legato alla concentrazione di analita nel campio-
ne, permettendo così lo sviluppo di metodi quantitativi precisi
ed ultrasensibili caratterizzati da ampi ambiti di linearità, che
possono raggiungere anche 5 decadi di concentrazione. I si-
stemi chemiluminescenti più interessanti sono quelli caratte-
rizzati da una cinetica dell’emissione di tipo “steady-state”,
cioè con un segnale analitico che raggiunge rapidamente il
valore ottimale e si mantiene stabile per alcuni minuti, il che
semplifica la strumentazione richiesta ed in genere tutte le fa-
si del processo analitico.

Misura di substrati ed attività enzimatiche

L’accoppiamento di reazioni enzimatiche che utilizzano ATP o
NAD(P)/NAD(P)H come cofattore (quali quelle catalizzate da-
gli enzimi chinasi o deidrogenasi) con sistemi bioluminescenti,
come la reazione luciferina/ATP/luciferasi o quella della lucife-
rasi batterica NAD(P)/NAD
(P)H-dipendente [1], ha
permesso di sviluppare
metodi ultrasensibili per la
determinazione di molti
substrati, quali alcool, lat-
tosio, acidi biliari. Anche il
sistema chemiluminescen-
te luminolo/H2O2/perossi-
dasi è stato accoppiato a
molte ossidasi che coinvol-
gono H2O2, quali la gluco-
sio ossidasi, la colesterolo
ossidasi o la colina ossida-
si, per l’analisi di glucosio,
colesterolo e fosfolipidi. I
metodi bio-chemilumine-
scenti permettono anche di
misurare direttamente l’at-
tività di enzimi, e possono
quindi essere impiegati per la valutazione dell’efficacia di inibi-
tori enzimatici. Ad esempio, il luminolo può agire come cosub-
strato riducente dell’enzima ciclossigenasi offrendo (COX) un
modo semplice e veloce per determinare l’attività delle due
isoforme (COX-1 e COX-2) di questo enzima mediante misu-
re di chemiluminescenza [6]. Questo metodo è stato utilizza-
to per effettuare lo screening di potenziali inibitori enzimatici
allo scopo di valutare la loro selettività nei confronti dell’iso-
forma COX-2, la più importante dal punto di vista farmacolo-
gico (Figura 4). Esiste poi una vastissima letteratura scientifi-
ca su sistemi a flusso tipo Fia (Flow injection analysis) con ri-
velazione chemiluminescente per la determinazione rapida,
sensibile ed automatizzata di analiti in molti fluidi biologici e
in matrici agro-alimentari. La selettività di questi sistemi di
analisi è spesso determinata dall’uso di reazioni enzimatiche
(semplici o accoppiate) in grado di produrre chemilumine-
scenza in presenza dell’analita, catalizzate da enzimi immo-
bilizzati in opportuni reattori a flusso.

“Imaging” in bio- e chemiluminescenza

Le tecniche di “imaging” (cioè basate sulla determinazione
della distribuzione spaziale del segnale) rappresentano un

altro importante settore di applicazione della bio-chemilumi-
nescenza, ed in letteratura è riportata una vasta gamma di
applicazioni, sia su campioni macroscopici sia microscopici,
in campo biomedico e diagnostico e per lo sviluppo di nuovi
farmaci [5, 7-9]. L’utilizzo di sistemi chemiluminescenti basati
su reazioni enzimatiche semplici od accoppiate permette di
valutare la localizzazione di analiti e enzimi in tessuti e cellu-
le in modo estremamente più sensibile rispetto all’utilizzo di
substrati cromogenici o fluorescenti. I sistemi di rivelazione
chemiluminescenti sono stati anche utilizzati in tecniche di
immunoistochimica (Ihc) e di ibridazione in situ (Ish) per la
localizzazione di antigeni specifici e acidi nucleici in singole
cellule e in tessuti. Tali tecniche presentano una sensibilità
maggiore rispetto ai metodi di rivelazione convenzionali (ba-
sati principalmente su colorimetria e fluorescenza) e presen-
tano il vantaggio di fornire informazioni quantitative sulla di-
stribuzione spaziale di patogeni, antigeni ecc. Anche le già
menzionate tecniche di fluorescenza risolta nel tempo sono

state applicate in questo
settore (Figura 5). Le
tecniche di “imaging” in
chemiluminescenza per-
mettono anche lo studio
dei processi fisiopatolo-
gici sia determinano
emissione di luce. La
chemiluminescenza è
stata ampiamente utiliz-
zata per analizzare la
formazione di specie
reattive dell ’ossigeno
(Ros) sia in colture cel-
lulari che in organi isola-
ti. Ad esempio, median-
te misure di “imaging” in
chemiluminescenza è
stato possibile valutare
in modo quantitativo la

formazione di Ros in fegati di ratto isolati e perfusi sottoposti
ad ischemia e riperfusione [10]. Un modello di questo tipo
potrebbe permettere di effettuare studi sulla fisiopatogenesi
dei processi di stress ossidativo, ma anche di studiare com-
posti ad attività antiossidante e valutare l’efficacia delle pro-
cedure di conservazione degli organi per trapianti.
Un’altra recente applicazione delle tecniche di “imaging” in
chemiluminescenza consiste nella visualizzazione in tempo
reale del processo di frazionamento degli analiti in tecniche di
frazionamento in campo-flusso (Field-flow fractionation, Fff).
Le tecniche Fff sono una famiglia di tecniche separative, affini
alle tecniche cromatografiche, nelle quali il frazionamento de-
gli analiti è determinato, piuttosto che dall’interazione degli
analiti con una fase stazionaria, dall’azione di un campo
esterno di varia natura (gravitazionale, elettrico, termico…)
perpendicolare al flusso della fase mobile. Queste tecniche
possono essere utilizzate per la caratterizzazione, sulla base
di proprietà quali dimensioni, densità o caratteristiche superfi-
ciali, di analiti di varia natura, da piccole molecole a cellule
[11]. Una camera Ccd ultrasensibile è stata utilizzata per vi-
sualizzare il segnale CL proveniente dall’elemento di frazio-
namento del sistema Fff durante la separazione di campioni
costituiti da sfere di polistirene rivestite con l’enzima perossi-
dasi. L’aggiunta dei substrati chemiluminescenti dell’enzima
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Figura 5 - Localizzazione immunoistochimica di un antigene (Psa)
in sezioni di prostata mediante una tecnica di “imaging” in fluorescenza
risolta nel tempo. L’antigene è stato localizzato utilizzando un anticorpo
primario biotinilato anti-Psa ed un sistema di rivelazione amplificato
che sfrutta la reazione biotina-streptavidina, basato su di un polimero
marcato con un chelato di europio. Da sinistra a destra sono
mostrate l’immagine in luce trasmessa, il segnale di fluorescenza
risolta nel tempo e la loro sovrapposizione dopo conversione
in pseudocolori del segnale di fluorescenza



alla fase mobile ha permesso di ottenere un’emissione CL
stazionaria durante tutto il processo di eluizione [12]. L’analisi
quantitativa delle immagini chemiluminescenti ha permesso di
ricostruire i profili delle bande cromatografiche, ottenendo
informazioni sulle caratteristiche del processo di frazionamen-
to che potranno essere utili per la sua ottimizzazione.

Metodi immunologici e genici

Una delle più importanti applicazioni dei metodi chemilumi-
nescenti è però lo sviluppo di metodi immunologici e genici
[13]. I metodi immunologici basati su traccianti bio- e chemi-
luminescenti sono da anni utilizzati in campo clinico, dove
hanno quasi completamente rimpiazzato quelli basati su ra-
dioisotopi, e si stanno rapidamente diffondendo anche in altri
settori, quali quello ambientale ed agro-alimentare. Essi pos-
siedono sensibilità comparabili, od addirittura superiori, a
quelle dei metodi radioim-
munologici senza gli svan-
taggi legati all’uso di mate-
riali radioattivi.
La marcatura di anticorpi
od antigeni può essere ef-
fettuata direttamente con
molecole chemilumine-
scenti (ad esempio analo-
ghi del luminolo o N-sulfo-
nil-acridinio-9-carbossiami-
di) oppure utilizzando trac-
cianti enzimatici (perossi-
dasi, fosfatasi alcalina, β-
galattosidasi), che vengono
poi rivelati mediante sub-
strati chemiluminescenti. Il
principale vantaggio dei
marcatori enzimatici è l’am-
plificazione del segnale do-
vuta al fatto che la reazione
chemiluminescente è cata-
lizzata dall’enzima. Grazie
a ciò è possibile ottenere li-
miti di rivelazione estrema-
mente bassi: il record di ri-
velabilità dei metodi chemi-
luminescenti è di 10-20 moli di fosfatasi alcalina, corrispon-
denti a poche migliaia di molecole di enzima [14]. Metodi di
rivelazione chemiluminescenti sono anche ampiamente uti-
lizzati in analisi basate sulla reazione di ibridizzazione di
acidi nucleici. Le sonde geniche utilizzate per ricercare la
presenza nel campione di sequenze complementari vengo-
no marcate con enzimi (perossidasi, fosfatasi alcalina) op-
pure con apteni (ad esempio digossigenina) e quindi rivela-
te, dopo la reazione di ibridazione, con substrati chemilumi-
nescenti oppure con anticorpi anti-digossigenina marcati
con un enzima ed un substrato chemiluminescente. Il se-
gnale chemiluminescente può essere ulteriormente amplifi-
cato mediante il sistema biotina-streptavidina, nel quale una
sonda biotinilata viene rivelata mediante un complesso co-
stituito da una molecola di streptavidina legata a tre moleco-
le di perossidasi biotinilata, arrivando alla determinazione di
pochi femtogrammi di Dna omologo.

BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer)

Sono stati sviluppati sistemi basati su processi di trasferi-
mento non radiativo di energia ad un accettore fluorescente
da parte di un donatore fluorescente (Fret, Fluorescence re-
sonance energy transfer) o bioluminescente (Bret, Biolumi-
nescence resonance energy transfer). Processi di questo ti-
po, in particolare la Bret, sono comuni in organismi biolumi-
nescenti: ad esempio, nel celenterato Renilla reniformis il do-
natore luciferasi (che emetterebbe una bioluminescenza blu)
trasferisce energia ad una proteina fluorescente (Gfp) deter-
minando un’emissione nella zona verde dello spettro. Poiché
l’efficienza del trasferimento di energia non radiativo dipende
fortemente dalla distanza tra il donatore e l’accettore, questi
sistemi sono particolarmente adatti per lo studio di interazio-
ni molecolari a corto raggio (10-100 Å), quali interazioni pro-
teina-proteina e ligando-recettore, o per studi di modificazio-
ne conformazionale di proteine ed enzimi. Per studiare l’inte-

razione fra due proteine
mediante una tecnica
Bret ad una delle protei-
ne viene legata una lu-
ciferasi mentre all’altra
viene legato un accet-
tore f luorescente, ad
esempio la Gfp. Quan-
do le due proteine inte-
ragiscono donatore ed
accettore si trovano ad
una distanza minore di
10 Å ed in conseguenza
del processo di trasferi-
mento di energia si ottie-
ne l’emissione di colore
verde della Gfp invece
di quella blu caratteristi-
ca della luciferasi (Figu-
ra 6). Poiché l’efficienza
del trasferimento di
energia viene misurata
dal rapporto tra l’emis-
sione dell’accettore e
quella del donatore,
questi metodi presenta-
no il vantaggio, rispetto

a quelli basati sulla semplice misura dell’intensità di segnali
fluorescenti o bio-chemiluminescenti, di ridurre la variabilità
dovuta a cambiamenti del numero di cellule e dei parametri
sperimentali in genere. Inoltre, poiché a differenza della Fret
le tecniche Bret non necessitano di un’eccitazione radiativa,
esse permettono di effettuare misure anche in cellule foto-
sensibili (ad esempio quelle della retina) o che presentano
un’elevata autofluorescenza. La Fret e, più recentemente, la
Bret sono state estesamente applicate allo studio di intera-
zioni proteiche, attivazione di recettori, screening di nuovi
farmaci e studio dei processi di “signaling” intra- ed intercel-
lulare [15-20]. Queste metodologie presentano comunque
anche alcuni svantaggi. Siccome il processo di trasferimento
di energia non radiativo richiede un’adatta orientazione dei
dipoli delle molecole del donatore e dell’accettore, è possibi-
le che anche in presenza di interazione non si osservi trasfe-
rimento di energia a causa di una geometria non adeguata
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Figura 6 - Studio dell’interazione fra due proteine mediante Bret.
Ad una delle proteine viene legato un donatore bioluminescente
(in questo caso una luciferasi), mentre la seconda porta un accettare
fluorescente (Gfp). L’aggiunta del substrato per la luciferasi determina
l’emissione di bioluminescenza: in assenza di interazione proteina-
proteina (a sinistra) si osserva soltanto l’emissione della luciferasi
con un massimo a 480 nm; in presenza di interazione fra le
due proteine (a destra) si osserva anche l’emissione della Gfp
a 530 nm dovuta al processo di trasferimento di energia



oppure, nel caso della Bret, una bassa intensità del segnale
può essere dovuta ad una scarsa permeabilità delle cellule al
substrato dell’enzima bioluminescente.

Biosensori cellulari luminescenti

Una delle applicazioni analitiche più innovative ed affascinan-
ti della luminescenza è certamente quella rappresentata dai
biosensori cellulari luminescenti. Grazie ai grandi progressi
delle tecniche di biologia molecolare verificatisi negli ultimi
anni, è stato possibile produrre batteri, lieviti o cellule di
mammifero in grado di rispondere ad uno specifico analita.
Questi sistemi sono ottenuti mediante l’inserimento all’interno
del microrganismo di un gene “reporter”, che codifica per una
proteina rivelabile mediante tecniche di luminescenza, sotto il
controllo di una specifica sequenza che induce la sua espres-
sione solo in presenza dell’analita (Figura 7). In questo modo
la proteina “reporter” vie-
ne prodotta in modo pro-
porzionale alla concen-
trazione dell’analita. Il
numero di possibili pro-
teine “reporter” è relati-
vamente ampio, poiché
è possibile utilizzare sia
proteine fotoluminescen-
ti, quali la Gfp e le sue
forme mutanti, sia protei-
ne bioluminescenti come
la luciferasi da lucciola e
quella batterica. La luci-
ferasi batterica, in parti-
colare, presenta il non
trascurabile vantaggio di
permettere la costruzio-
ne di un biosensore cel-
lulare bioluminescente nel quale la produzione del segnale
non richiede l’aggiunta di alcun substrato. Le cellule possono
infatti essere trasformate utilizzando la “cassetta” genica
luxCDABE, che contiene i geni che codificano sia per la luci-
ferasi sia per gli enzimi che sintetizzano il suo substrato
(un’aldeide a catena lunga). È inoltre possibile utilizzare co-
me proteine “reporter” anche enzimi solitamente rivelati per
via spettrofotometrica, ma per i quali esistono anche substrati
chemiluminescenti (fosfatasi alcalina, β-galattosidasi). Un’op-
portuna scelta della sequenza che controlla l’espressione del
gene “reporter” permette di sviluppare biosensori che rispon-
dono ad un’ampia gamma di analiti.
Alcuni microrganismi che vivono in ambienti contaminati han-
no sviluppato la capacità di sintetizzare proteine in grado di
conferire loro una resistenza ai metalli pesanti o di utilizzare
inquinanti organici come fonti di carbonio. Utilizzando se-
quenze geniche di controllo ottenute da questi microrganismi
sono stati sviluppati numerosi biosensori cellulari lumine-
scenti per la determinazione di metalli pesanti (arsenico/anti-
monio, cadmio/piombo, cromo, rame, mercurio, zinco, sta-
gno, nichel, cobalto) e composti organici di varia natura (alca-
ni, benzene e derivati, fenoli, composti clorurati) [21, 22]. So-
no inoltre disponibili biosensori cellulari non specifici in grado
di misurare la tossicità generica e di rivelare composti geno-
tossici o ossidanti [21, 23]. Oltre all’elevata rivelabilità, questi

sistemi presentano il vantaggio di fornire direttamente infor-
mazioni sulla biodisponibilità dell’analita, quindi sull’effettiva
tossicità del campione, in quanto la risposta del biosensore
dipende soltanto dalla frazione di analita in grado di entrare
effettivamente nella cellula. Una delle principali limitazioni dei
biosensori cellulari è la loro sensibilità alle variazioni nelle
condizioni sperimentali o ad interferenze dovute ai compo-
nenti della matrice. Per correggere la risposta analitica del
biosensore è stato sviluppato un biosensore batterico fluore-
scente dotato di un sistema di correzione della risposta [24].
La cellula contiene due differenti geni “reporter”, che codifica-
no per due forme mutanti di Gfp che emettono a differenti
lunghezze d’onda. Una delle proteine “reporter” viene espres-
sa in risposta ad un analita, mentre la seconda, espressa ad
un livello costante, funge da controllo interno: utilizzando co-
me segnale analitico il rapporto fra le emissioni della proteina
“reporter” analitica e di riferimento è possibile tenere conto
delle interferenze dovute ai componenti della matrice.
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Figura 7 - Rappresentazione dei processi che determinano
la produzione della proteina “reporter” in risposta alla presenza
dell’analita in un biosensore cellulare luminescente


