


MISURE DI VOLUME

Unità di volume: LITRO (L) (IUPAC: dm3)

mL : 10-3 L = cm3 = cc

mL : 10-6 L

Il volume dipende dalla TEMPERATURA .

I contenitori in vetro hanno coefficienti di espansione molto piccoli; generalmente, lavorando a

temperatura ambiente (20 °C), non sono necessarie correzioni per temperatura.

Beuta

Errore ± 10%

Cilindro

Errore ± 1%

Beacker

Errore ± 10% Matraccio

Errore ± 0.05%

Buretta

Errore ±
0.1%

Pipetta

graduata

Errore ±
0.05%

Pipetta tarata

Errore ± 0.1%

Per

contenere

Per versareNON TUTTA LA VETRERIA è ADATTA per effettuare MISURE

DI VOLUME!!

Attrezzatura	da	laboratorio
Strumenti	misurazione	volume

• Il volume dipende dalla TEMPERATURA. I contenitori in vetro hanno
coefficienti di espansione molto piccoli; generalmente, lavorando a
temperatura ambiente (20 °C), non sono necessarie correzioni per
temperatura.
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Per	contenere	una	quantità	FISSA	
di	soluzione	(5	mL	–	5	L)	
Errore	±	0.05	%	

Attrezzatura	da	laboratorio
Misure di Volume – MATRACCI (Volumetric flasks)

Per contenere una quantità FISSA di soluzione (5 mL – 5 L)

Errore ± 0.05 %

UTILIZZI

preparare le soluzioni standard

effettuare diluizioni (in particolar modo in MOLARITA’)

contenere quantitativi multipli di una pipetta che viene calibrata

contro il matraccio

CALIBRAZIONE MATRACCIO PIPETTA TARATA

(esperienza di laboratorio n°1)

Matraccio	(pallone	tarato) Pipette

Per	 trasferire	 in	 modo	 ACCURATO	 una	 quantità	
FISSA	 (tarata	 ad	 una	 o	 due	 tacche)	 o	 VARIABILE	
(graduata)	 di	 soluzione	 Errore	 ±	 0.05%	 per	 la	
GRADUATA	Errore	±	0.1%	per	la	TARATA	

GRADUATA TARATA



Attrezzatura	da	laboratorio
Palla	Peleo	o	“porcellino”

Misure di Volume – PIPETTE (Pipets)

Per trasferire in modo ACCURATO una quantità FISSA (tarata ad una o
due tacche)

o VARIABILE (graduata) di soluzione

Errore ± 0.05% per la GRADUATA

Errore ± 0.1% per la TARATA

CALIBRAZIONE MATRACCIO PIPETTA TARATA

(esperienza di laboratorio n°1)

PIPETTE AUTOMATICHE di precisione (mL)

Utilizzo della propipetta o Palla di Peleo o “porcellino”

A) per far vuoto nella propipetta

S) per aspirare

E) per evacuare



Utilizzata	per	le	colture	cellulari

Attrezzatura	da	laboratorio
Pipettatore automatico



Attrezzatura	da	laboratorio
Pipette	automatiche	di	precisione



Attrezzatura	da	laboratorio
Misure di massa

BILANCIA TECNICA: precisione 0.01 g

BILANCIA ANALITICA: precisione 0.0001 – 0.00001 g

Consigli e precauzioni
1) centrare il carico sul piattino della bilancia

2) proteggere la bilancia da fenomeni di corrosione

3) prestare maggiore attenzione quando si pesano liquidi

4) mantenere la bilancia in perfetto stato di ordine e pulizia

5) lasciare raffreddare i sali prima di pesarli

Per la pesata si possono utilizzare i “vetrini da orologio” o pezzetti di carta lucida

opportunamente ritagliati [ATTENZIONE ad effettuare un TRASFERIMENTO

QUANTITATIVO, eventualmente aiutandosi con imbuti tramoggia o imbuti di carta

appositamente preparati].



Attrezzatura	da	laboratorio
Piastre	multiwell Piastre	Petri

Fiasche	per	colture	cellulari



Spettrofotometria	UV-visibile	

E=	hn
E	energia	associata	alla	radiazione
h	costante	di	Plank
n Frequenza

E	direttamente	proporzionale	alle	
frequenza	e	inversamente	alla	
lunghezza	d’onda



Interazione	radiazione	molecola

SPETTROSCOPIA UV – VISIBILE 
 
Le tecniche spettroscopiche sono basate sullo scambio di energia che si verifica fra l’energia 
radiante e la materia. 
In particolare, la spettrofotometria di assorbimento è interessata ai fenomeni di assorbimento delle 
radiazioni luminose della regione dello spettro elettromagnetico appartenenti al campo del visibile 
(350 – 700 nm) e del vicino ultravioletto (200 – 350 nm).  
Viene interessato anche l’UV lontano (10 – 200 nm), anche se in questo caso si opera sotto vuoto o 
in atmosfera di gas inerte, perché l’ossigeno atmosferico copre i segnali delle altre sostanze. 
 
L’assorbimento di questi tipi di radiazioni da parte delle molecole è in grado di produrre delle 
transizioni energetiche degli elettroni esterni della molecole, sia impegnati che non impegnati in un 
legame.  
 
Questi elettroni possono essere: 
 

♦ di tipo sigma (ı), costituiti da una nube elettronica addensata lungo l'asse di unione dei 
nuclei degli atomi interessati al legame (i legami semplici sono di tipo σ); 

 
♦ di tipo pi-greco (ʌ), costituiti da coppie di elettroni la cui maggior densità elettronica è 

situata al di fuori dell'asse di unione dei nuclei (come accade nei legami doppi o tripli). 
 
Gli elettroni π sono 'meno legati' e risultano perciò più facilmente eccitabili rispetto ai σ; per 
esempio per eccitare gli elettroni π dell'etilene occorre una quantità di energia corrispondente ad 
una radiazione di 180nm (vicino U.V.) contro i 120nm (lontano U.V.) della radiazione necessaria 
per eccitare gli elettroni σ. 

 
 
TIPO DI 
TRANSIZIONE  

LUNGHEZZA D’ONDA DELLA RADIAZIONE 
NECESSARIA PER OTTENERE LA TRANSIZIONE 

σ ѧ σ* 110 – 135 nm 

π ѧ π* 
n ѧ σ* 

160 – 255 nm 

n ѧ π* > 285 nm 

 
 
La λ necessaria per la transizione 
è tanto maggiore quanto minore è 

il dislivello energetico 
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E=	hn
𝜆= c/𝜈

Gli	 elettroni	 π	 sono	 'meno	 legati'	 e	 risultano	 perciò	 più	 facilmente	 eccitabili	
rispetto	 ai	 σ;	 per	 esempio	 per	 eccitare	 gli	 elettroni	 π	 dell'etilene	 occorre	 una	
quantità	di	energia	corrispondente	ad	una	radiazione	di	180nm	(vicino	U.V.)	contro	
i	120nm	(lontano	U.V.)	della	radiazione	necessaria	per	eccitare	gli	elettroni	σ.	Più	
aumentano	i	legami	π	meno	energia	serve	e	si	va	nel	visibile	(sostanze	colorate)

ASSORBIMENTO:
quando atomi o molecole
vengono eccitati da adatte
radiazioni elettromagnetiche
(“hν”) e passano a stati
energetici maggiori



Fluorescenza
Se l’energia acquisita viene in parte riemessa come radiazione
elettromagnetica si ha il fenomeno della fluorescenza. Cioè, il
ritorno di un elettrone dallo stato eccitato allo stato fondamentale
si accompagna all’emissione di un fotone.

1) eccitazione
2)	rilassamento 10-12 s
decadimento	non	radiativo	isoenergetico	
fra	stati	di	uguale	molteplicità	
3)	Decadimento	radiativo	10-9 s

λ della luce fluorescente è sempre
maggiore della lunghezza d’onda della
luce eccitante.

Sono	fluorescenti	le	molecole	con	sistemi	ad	elevata	coniugazione:
• Strutture	con	molti	elettroni	𝜋 coniugati	
• Strutture	planari	con	anelli	aromatici



Spettrofotometri



Spettrofotometria	e	fluorimetria

• Fluorimetria:	elevata	sensibilità,	che	permette	di	
rilevare	quantità	dell’ordine	di	un	centinaio	di	pg
• Fotometria:	l’ordine	è	dei	𝜇g

Perché	sono	così	importanti?
Metodi	semplici,	poco	costosi	e	che	si	ritrovano	in	
molte	metodiche	diagnostiche!!!
Es.	Cromatografia,	saggi	immunoenzimatici



Saggi	immunoenzimatici:	ELISA	
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)	

• Si basano sull’utilizzo di anticorpi e enzimi
• La quantificazione avviene tramite lettura di un
composto fluorescente o colorato prodotto alla fine
del saggio
• Sono utilizzati per quantificare in campioni biologici
(sangue, siero, terreno di coltura) proteine, miscele
omogenee o anche molto eterogenee.
• Sono altamente specifici per la proteina bersaglio,
perché si basano sulla interazione antigene
anticorpo



Enzima	cosa	è?
• La temperatura di un ambiente cellulare è, per gli standard
di una reazione chimica, piuttosto bassa: basti pensare che
la normale temperatura corporea nell’uomo e negli altri
mammiferi è di circa 37 °C. Nonostante questo le reazioni
cellulari possono essere molto veloci.
• Gli enzimi sono catalizzatori biologici, molecole proteiche
che aumentano la velocità delle reazioni biologiche,
abbassando l’energia d’attivazione della reazione.
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Approfondimento

Gli enzimi: catalizzatori biologici

Il modo più semplice per velocizzare una reazione chimi-
ca è quello di aumentare la temperatura a cui avviene la 
reazione. La temperatura di un ambiente cellulare è, per 
gli standard di una reazione chimica, piuttosto bassa: ba-
sti pensare che la normale temperatura corporea nell’uo-
mo e negli altri mammiferi è di circa 37 °C. Nonostante 
questo le reazioni cellulari possono essere molto veloci. 
Per quale motivo le reazioni metaboliche avvengono a ve-
locità elevate? Le reazioni dei sistemi biologici vengono 
accelerate dall’azione di particolari sostanze, gli enzimi.

Gli enzimi sono catalizzatori biologici, molecole protei-
che che svolgono un’azione catalitica sui sistemi biologici.

 I catalizzatori sono sostanze che abbassano l’energia di 
attivazione di una reazione chimica accelerandola (figura 1).

 Una molecola proteica, per poter agire da catalizzatore 
ed essere considerata un enzima, deve possedere le se-
guenti caratteristiche:

• non si deve consumare durante la reazione. I cata-
lizzatori non sono reagenti, per cui non devono mo-
dificare la loro struttura a seguito della reazione per 
poter svolgere la loro attività catalitica nei confronti 
di un substrato. Il substrato è la molecola su cui agi-
sce un enzima;

• deve essere efficace anche in piccole quantità;

• deve avere azione specifica nei confronti di un substra-
to. In questo modo vengono accelerate solo determi-

figura 1  Un catalizzatore 
abbassa l’energia di attiva-
zione di una reazione, che 
avviene più velocemente.
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Con catalizzatore
Senza catalizzatore

nate reazioni chimiche. La maggior parte degli enzimi 
agiscono su un unico substrato, altri invece possono 
agire su un numero limitato di composti chimicamen-
te molto simili. Nel primo caso si parla di specificità as-
soluta dell’enzima, mentre nel secondo caso si ha una 
specificità relativa.

 Gli enzimi abbassano l’energia di attivazione di una 
reazione in quanto ne variano il meccanismo. Conside-
riamo la reazione in cui il substrato S si trasforma nel 
prodotto della reazione P:

S ⇄ P

 La stessa reazione in presenza di un catalizzatore E 
diventa:

E + S ⇄ ES ⇄ EP ⇄ E + P

 L’enzima E reagisce con una molecola di substrato S 
per formare un complesso enzima-substrato ES. Succes-
sivamente la molecola di substrato viene convertita in 
una molecola di prodotto P rigenerando l’enzima, che 
può continuare la sua azione catalitica reagendo con 
altre molecole di substrato. Ciascuno dei singoli pas-
saggi della reazione catalizzata ha una propria ener-
gia di attivazione, che è inferiore rispetto alla reazione 
non catalizzata (figura 2).

figura 2  Una reazione catalizzata (in blu) avviene seguendo un’altra via 
rispetto alla reazione non catalizzata (in rosso). Ciascuna delle singole 
reazioni che avvengono in presenza dell’enzima hanno energia di atti-
vazione inferiore rispetto alla reazione non catalizzata.
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Enzima
• Non si deve consumare durante la reazione
• Deve essere efficace anche in piccole quantità
• Presenta sulla superficie una cavità chiamata sito attivo
capace di accogliere in modo selettivo le molecole che
devono reagire (il cosiddetto substrato). Questa
situazione è analoga a quella di una chiave con la sua
specifica serratura.
• Alcuni enzimi invece possono agire su un numero
limitato di substrati chimicamente molto simili.
• Una volta combinata con il sito attivo, la molecola
reagisce e si trasforma: le molecole dei prodotti
abbandonano il sito attivo che può quindi accogliere
una nuova molecola di substrato

SCHEDA

Capitolo
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Reazioni chimiche:  
velocità ed equilibrio9

1

Gli enzimi   
La straordinaria influenza dei catalizzatori è evidente nei processi biologici. Infatti, 
molte reazioni chimiche che avvengono negli organismi viventi hanno luogo a una 
temperatura relativamente bassa ma, nonostante questo, sono abbastanza veloci e 
ciò è dovuto alla presenza di catalizzatori specifici detti enzimi. 
 Gli enzimi sono costituiti da grosse molecole di proteine la cui azione catalitica è 
possibile grazie alla loro particolare struttura. Infatti gli enzimi presentano sulla su-
perficie una cavità chiamata sito attivo capace di accogliere in modo selettivo le mo-
lecole che devono reagire (il cosiddetto substrato). Questa situazione è analoga a 
quella di una chiave con la sua specifica serratura. In altre parole, la molecola «chia-
ve» può reagire solo se si trova nel sito attivo del suo enzima «serratura». Una volta 
combinata con il sito attivo, la molecola reagisce e si trasforma: le molecole dei pro-
dotti abbandonano il sito attivo che può quindi accogliere una nuova molecola di 
substrato (figura 1).

Se la molecola non trova il suo specifico enzima non si creano le condizioni perché 
possa reagire e questo fatto può provocare anche seri inconvenienti. 
 Un esempio in proposito riguarda la digestione del latte vaccino; infatti già da qual-
che anno si può trovare in vendita un prodotto particolare, il latte HD. Questa sigla 
(High Digestibility) identifica il latte «ad alta digeribilità», cioè un latte che può essere 
consumato anche da coloro che non riescono a digerire il lattosio, lo zucchero presente 
proprio nel latte dei mammiferi. È stato dimostrato infatti che la digestione del latto-
sio può avvenire soltanto in presenza di un catalizzatore specifico, l’enzima chiamato 
lattasi. Si è potuto accertare che l’organismo di alcune persone manifesta negli anni 
l’impossibilità a produrre lattasi e proprio questa deficienza è la causa dell’intolleran-
za alimentare descritta. Per mezzo di un trattamento effettuato prima del confeziona-
mento, il lattosio viene trasformato in due zuccheri più semplici, il glucosio e il galat-
tosio; questa trasformazione è proprio quella 
che avviene nell’organismo per mezzo dell’enzi-
ma lattasi. Possiamo perciò anche dire che il lat-
te HD è un latte… predigerito (figura 2). 
 Le reazioni catalizzate dagli enzimi sono da 
108 a 1020 volte più veloci delle corrispondenti 
reazioni non catalizzate. Consideriamo, per 
esempio, la reazione di combustione del gluco-
sio: se viene realizzata in laboratorio a 37 °C, a 
causa della sua elevata energia di attivazione, 
questa reazione è così lenta che non sembra 
neppure avvenire. A questa stessa temperatu-
ra, nelle cellule del nostro organismo avviene 
invece rapidamente proprio per la presenza di 
enzimi. 
 Spesso gli enzimi agiscono assieme ad altre 
sostanze come vitamine e ioni metallici: per 
questa ragione è importante che la dieta gior-
naliera sia ricca di vitamine e di sali minerali.

 Figura 1 Ricostruzione dell’azione 
catalizzatrice di un enzima su una rea-
zione di decomposizione. 

 Figura 2 Il latte HD non contiene lo 
zucchero caratteristico del latte, il lat-
tosio. Infatti questo zucchero è stato 
preventivamente decomposto in zuc-
cheri a struttura molecolare più sem-
plice. In questo modo il latte risulta più 
digeribile e anche più dolce!

prodotti



Enzima
Le	reazioni	catalizzate	dagli	enzimi	sono	influenzate	in	modo	positivo	da	tutta	una	
serie	di	fattori:
1. concentrazione	del	substrato;
2. concentrazione	dell’enzima;
3. concentrazione	dei	cofattori;
4. temperatura;
5. pH.
Quando	[S]	è	bassa,	la	V0	aumenta	in	modo	quasi	lineare	con	l’aumento	di	[S];
quando	[S]	è	più	elevata,	V0	aumenta	in	misura	sempre	minore	con	l’aumento	di	
[S],	 avvicinandosi	 alla	 velocità	 massima	 (Vmax),	 valore	 al	 quale	 il	 substrato	 è	
talmente	concentrato	da	saturare	i	siti	attivi	di	ogni	molecola	di	enzima	presente
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1.6 Fattori che influenzano le reazioni catalizzate

dagli enzimi

Le reazioni catalizzate dagli enzimi sono influenzate in modo positivo da tutta una
serie di fattori che esamineremo di seguito:

1. concentrazione del substrato;
2. concentrazione dell’enzima;
3. concentrazione dei cofattori;
4. temperatura;
5. pH.

Effetto della concentrazione del substrato
Sappiamo che la velocità di una reazione chimica (V) au-
menta all’aumentare della concentrazione dei reagenti in
quanto aumenta il numero degli urti; le reazioni cataliz-
zate da enzimi non fanno eccezione. La cinetica enzima-
tica è lo studio della velocità delle reazioni catalizzate da
enzimi in relazione a differenti parametri sperimentali.
In questo campo è ormai noto che per molti enzimi la
velocità iniziale di catalisi (V0) cambia con la concen-
trazione del substrato ([S]), che varia durante il corso di
una reazione, secondo il modello mostrato in figura 1.8:

1. quando [S] è bassa, la V0 aumenta in modo quasi line-
are con l’aumento di [S];

2. quando [S] è più elevata, V0 aumenta in misura sempre minore con l’aumento
di [S], avvicinandosi alla velocità massima (Vmax), valore al quale il substrato è
talmente concentrato da saturare i siti attivi di ogni molecola di enzima presente.

La relazione tra velocità di reazione e concentrazione del substrato fu descritta all’i-
nizio del secolo scorso dal biochimico tedesco Leonor Michaelis (1875-1949) e la fi-
siologa canadese Maud Menten (1897-1960), attraverso una funzione iperbolica nota
come equazione di Michaelis-Menten:

Vmax[S]
Km+[S]

V0=

Quando enzima (E) e substrato (S) si incontrano, danno origine a un intermedio (ES)
che successivamente si trasforma in enzima e prodotto (P) come mostrato nella sche-
matizzazione in figura 1.9. Le fasi di ogni reazione sono caratterizzate da varie co-
stanti di velocità (k1, k2 e k3), che nell’equazione di Michaelis-Menten sono comples-
sivamente rappresentate dalla costante di Michaelis (Km), un valore caratteristico
per ogni enzima (tabella 1.3) che ne esprime l’affinità per il substrato e cioè la forza

Figura 1.8
La velocità di una reazione
enzimatica dipende
dalla concentrazione del
substrato.
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Figura 1.9
Schema di una reazione
catalizzata da un enzima.

Tabella 1.3 Valori di Km per alcuni enzimi.

Enzima Substrato Km (�M)

chimotripsina acetil-L-triptofanamide 5000

lisozima esa-N-acetilglucosamide 6

�-galattosidasi lattosio 4000

treonina deaminasi treonina 5000

anidrasi carbonica CO2 8000

piruvato carbossilasi piruvato 400
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Tabella 1.3 Valori di Km per alcuni enzimi.

Enzima Substrato Km (�M)

chimotripsina acetil-L-triptofanamide 5000

lisozima esa-N-acetilglucosamide 6

�-galattosidasi lattosio 4000

treonina deaminasi treonina 5000

anidrasi carbonica CO2 8000

piruvato carbossilasi piruvato 400

Michaelis-menten

Costante	 di	 Michaelis	 (Km),	 un	 valore	 caratteristico	
per	 ogni	 enzima	 che	 ne	 esprime	 l’affinità	 per	 il	
substrato.	 Km	 corrisponde	 alla	 concentrazione	 di	
substrato	che	determina	una	velocità	di	reazione	pari	
a	metà	della	Vmax.	Se	il	valore	di	Km	è	molto	grande	
significa	che	il	 legame	fra	E	e	S	è	debole	e	quindi	c’è	
una	 bassa	 affinità;	 al	 contrario	 se	 la	 Km	 è	 molto	
piccola	l’affinità	fra	E	e	S	è	assai	elevata



Enzima
• Perossidasi: usano H2O2 come substrato per
ossidare molecole organiche
• Fosfatasi: sono una classe di enzimi idrolasi che
catalizzano la rimozione di gruppi fosfato
• Idrolasi: catalizza l’idrolisi di un legame chimico

Lattasi : per utilizzare il lattosio come fonte energetica
questo viene scisso in galattosio e glucosio a livello
intestinale

• Allergia: E' una reazione avversa agli alimenti o nutrienti scatenata dal meccanismo 

immunologico.  Le  reazioni  immunologiche  allergiche  sono  di  due  tipi: 

immunoglobuline  E  (IgE)-mediate  e  IgE-non  mediate,  e  possono  essere  causa  di 

manifestazioni  sia  sistemiche  che  localizzate,  limitate  al  tratto  gastrointestinale, 

cutaneo o respiratorio. La complicanza più grave della reazione allergica è lo shock 

anafilattico.

Inoltre, il galattosio, lo zucchero semplice presente nel lattosio, può essere il soggetto della 

malattia del metabolismo del galattosio, definita galattosemia: una rara patologia trasmessa 

per via autosomica recessiva, che tratteremo alla fine del capitolo.

2.1  L'INTOLLERANZA AL LATTOSIO

2.1.1  Le cause e i sintomi

Si  definisce  “intolleranza  al  lattosio”  l’insieme  dei  sintomi  che  possono  presentarsi  per 

l'incapacità di digerire il lattosio, il principale zucchero contenuto nel latte.

Figura 2.2 Cause e sintomi della carenza di lattasi. Fonte: enterologia.it
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Antigene	- Anticorpo

Cosa è un antigene?
Il sistema immunitario, sistema di protezione, serve
per distinguere ciò che è proprio (self) da ciò che è
estraneo all’organismo (not self). L’antigene è una
qualsiasi sostanza riconosciuta come NOT SELF,
considerata pericolosa e che può modificare l’unicum
biochimico di quell’organismo.
Lo stesso antigene può essere not self per l’uomo,
ma self per un altro organismo.



Antigene	- Anticorpo

ANTIGENE
Molecola che, introdotta in un organismo, è in grado
di attivare la risposta anticorpale. Gli antigeni sono
tipicamente macromolecole solubili in acqua e che
possiedono un alto grado di complessità chimica. Le
proteine eterologhe (cioè, provenienti da organismi
diversi) di massa molecolare >10000 Da sono
generalmente degli ottimi antigeni, mentre i piccoli
peptidi non sono di solito antigenici (eliminati dai
macrofagi, senza indurre risposta anticorpale)



Antigene-Anticorpo

• Una volta che l’antigene entra nel corpo attiva la
risposta immunitaria umorale che è mediata dagli
anticorpi (immunoglobuline), glicoproteine che
possiedono domini costanti e domini variabili, in
grado di riconoscere antigeni specifici.



Anticorpo

Gli anticorpi sono sostanze di 
natura glicoproteica definiti anche 
immunoglobuline o gamma globuline 
in relazione alla loro mobilità 
elettroforetica collocata nella zona 
gamma.  

La produzione di anticorpi si ottiene 
per differenziazione delle 
plasmacellule a seguito della 
risposta immunitaria.

ANTICORPO

Il primo contatto l’antigene lo ha
con il linfocita B che ha un
recettore ad esso specifico e che
attiva il linfocita. Dopo l’attivazione
dei linfociti B essi maturano a
plasmacellule e producono
l’anticorpo specifico per
quell’antigene (una parte
dell’anticorpo è il recettore che ha
riconosciuto l’antigene sul linfocita)



Anticorpo
Gli	 anticorpi,	 prodotti	 dalle	 plasmacellule,	 appartengono	 al	 gruppo	 di	
proteine	 note	 come	 immunoglobuline	 (Ig),	 classificabili	 in	 cinque	 diverse	
classi:	 IgG,	 IgA,	 IgM,	 IgE,	 e	 IgD.	 Le	 5	 classi	 di	 Ig	 differiscono	per	 il	 tipo	 di	
catene	pesanti	e	per	la	composizione	in	subunità.	
“catene	 leggere",	 aventi	 peso	molecolare	20000	e	 costituite	da	 circa	220	
amminoacidi	
"catene	pesanti"	con	peso	molecolare	di	 circa	55000	e	costituite	da	circa	
430	amminoacidi.	

Struttura delle immunoglobuline: quattro catene polipeptidiche, a due a 
due eguali, legate da tre ponti disolfuro.  
- due "catene leggere", aventi peso molecolare 20000 e costituite da circa 
220 amminoacidi 
- due "catene pesanti" con peso molecolare di circa 55000 e costituite da 
circa 430 amminoacidi.

STRUTTURE DEGLI Abs



Anticorpo
IgD:	 Ig	 di	 membrana.	 Concentrazione	 bassa	 nel	 siero.	 Funzione:	
segnale	per	la	proliferazione	del	clone	B	e	il	suo	differenziamento	in	
plasmacellule.	
Valori:	3	mg/dl	
IgE:	 estremamente	 bassa	 nel	 siero.	 Responsabili	 dei	 fenomeni	 di	
ipersensibilità	 di	 tipo	 immediato	 (es.	 reazioni	 allergiche).	 IgE	 +	
allergene	 liberazione	 di	 istamina.
Valori:	30	μg/dl	

IgD: Ig di membrana. Concentrazione bassa nel siero. Funzione: segnale per la 
proliferazione del clone B e il suo differenziamento in plasmacellule.
Valori: 3 mg/dl

IgE: estremamente bassa nel siero. Responsabili dei fenomeni di ipersensibilità di 
tipo immediato (es. reazioni allergiche). IgE + allergene !!!! liberazione di 
istamina.
Valori: 30 µµµµg/dl

ImmunoglobulineImmunoglobulineImmunoglobuline



Anticorpo

IgG:	maggior	classe	presente	nel	siero	(80%)	– sono	le	uniche	Ig	che	
passano	dalla	madre	al	feto	attraverso	la	placenta
Valori:	600	– 1800	mg/dl	
IgA:	concentrazione	bassa	nel	siero,	alta	nelle	secrezioni	(saliva,	latte,	
secrezioni	intestinali)	
Valori:	90-400	mg/dl	
IgM: PM circa 970.000 Da – molecole complesse – prodotte subito
nella risposta immunitaria primaria – sono presenti oltre che nel
siero anche sulla membrana dei linfociti B (Ig di membrana)
Valori: 80-190 mg/dl



Risposta	Anticorpale
Anche se le cellule B vivono pochi giorni a meno che non siano stimolate dal loro antigene, 
alcune cellule B con memoria riconoscono il loro antigene dopo settimane o anche dopo 
anni, producendo una risposta immunitaria più rapida e massiva (risposta secondaria).

Risposta immunitariaRispostaRisposta immunitariaimmunitaria

Anche se le cellule B
vivono pochi giorni a
meno che non siano
stimolate dal loro
antigene, alcune cellule B
con memoria
riconoscono il loro
antigene dopo settimane
o anche dopo anni,
producendo una risposta
immunitaria più rapida e
massiva (risposta
secondaria).



Antigene-Anticorpo
La	natura	dei	legami	an}corpo-an}gene	è	non	covalente	e	di	tipo	reversibile.	
La	forza	di	questo	legame	è	chiamata	affinità	dell'anticorpo.	

La	somma	totale	delle	forze	
si	chiama	avidità



Saggi	immunoenzimatici
legame	antigene	- anticorpo

Sfru~ando	la	capacità	degli	anticorpi	di	 legare	in	maniera	specifica	
delle	 molecole	 bersaglio	 (gli	 antigeni	 che	 ne	 hanno	 stimolata	 la	
produzione),	l’Immunochimica	può	determinare	la	concentrazione,	
o	anche	solo	 la	presenza	o	meno,	di	una	molecola	di	 interesse	 in	
uno	specifico	compartimento	biologico.	
In	 questo	 modo	 l’anticorpo	 diventa	 uno	 dei	 reagenti	 chimici	 più	
utilizzati	nelle	reazioni	biochimiche	in	ricerca	e	in	diagnostica.	



Anticorpi	mono	e	policlonali	
ü Gli epitopi sono i siti dell’antigene a

cui si lega l’anticorpo
ü Un antigene può contenere più di un

epitopo
ü Ogni anticorpo è specifico per un solo

epitopo
ü Un antigene può essere riconosciuto

da anticorpi diversi

Anticorpo policlonale
• Lega più di un epitopo

Anticorpo monoclonale
• Lega un solo epitopo
Alta selettività e riproducibilità dei
risultati, e caratterizzazione

2.7 Legame antigene-anticorpo
Gli anticorpi si legano solo a specifiche parti degli antigeni denominati determinanti antigenici o 
epitopi. Un antigene di grosse dimensioni può avere molti epitopi diversi e ogni anticorpo è 
specifico per uno solo (fig. 18).

La natura dei legami anticorpo-antigene è non covalente e di tipo reversibile: ponti H, legami ionici, 
interazione idrofobiche, interazione Van der Waals (fig.19). La forza di questo legame è chiamata 
affinità dell'anticorpo. Una maggiore affinità (espressa in termini della costante di dissociazione) 
significa che basta una bassa concentrazione dell'antigene perché il legame avvenga. Questo è un 
concetto importante, perché durante la risposta immunitaria vi è una produzione continua di 
anticorpi con un'affinità sempre maggiore.
Essendo proteine le immunoglobuline, o porzioni di esse, possono essere viste come antigeni 
quindi si possono ottenere anticorpi secondari e cioè anticorpi contro gli anticorpi.
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Fig.17. Rappresentazione delle 
var ie fas i d i a t t ivaz ione e 
maturazione dei linfociti B dopo 
contattato con l’antigene.  

Fig. 19. Tipi possibili di legami deboli che si 
possono formare tra antigene e anticorpo: 
ponti idrogeno, legami ionici, interazioni 
idrofobiche e interazioni d Van der Waals. 

Fig. 18.  Antigene con quattro epitopi diversi 
rappresentati da forme e colori diversi. I 
singoli epitopi vengono riconosciuti da 
anticorpi diversi (Ab-1, Ab-2, Ab-3, Ab-4). 



Anticorpi	policlonali	
Produzione Anticorpo policlonale

• Immunizzazione	di	un	animale
• Aspettare	la	reazione	immunitaria	
• Estrarre	gli	anticorpi	dal	siero
• La	 selezione	 dell’animale	 dipenda	

dalla	 quantità	 di	 anticorpi	 che	 si	
vogliono	ottenere	

• L’animale	 più	 u}lizzato	 per	 la	
produzione	 di	 an}corpi	 è	 il	 coniglio	
che	 è	 relativamente	 semplice	 gestire	
in	 laboratorio	 e	 da	 cui	 si	 ottengono	
buone	quantità	di	siero	

3. ANTICORPI MONOCLONALI E POLICLONALI
 
3.1 Produzione di anticorpi policlonali
L’anticorpo può essere prodotto contro cellule batteriche vive o morte (uccise al calore per 30 
minuti in modo da esporre le molecole che costituiscono la parete), contro specifici prodotti 
batterici come tossine o enzimi e contro frazioni cellulari specifiche (ribosomi, oligosaccaridi, 
lipoproteine, glicoproteine) [Hampton et al., 1990]. Il modo più semplice, economico e veloce per 
ottenere anticorpi in grado di riconoscere una certa sostanza è quello di immunizzare un animale, 
aspettare la reazione immunitaria ed estrarre infine gli anticorpi dal siero (fig.20). Gli animali più 
usati sono: topi, conigli, pecore, capre. La selezione dell’animale dipenda dalla quantità di anticorpi 
che si vogliono ottenere. L’animale più utilizzato per la produzione di anticorpi è il coniglio che è 
relativamente semplice gestire in laboratorio e da cui si ottengono buone quantità di siero. Alcuni 
batteri patogeni sono tossici anche per il coniglio soprattutto se iniettati per endovena (shock 
anafilattico), ciò può essere evitato con immunizzazioni sottocutanee o intramuscolare o con 
estratti batterici uccisi al calore.

 

La produzioni di anticorpi policlonali (contenenti anticorpi reattivi contro più di un epitopo e per 
questo multispecifici) ad alto titolo, dipende da diversi fattori tra cui uno dei più importanti è la 
presenza degli antigeni in circolo per un periodo continuato di diverse settimane. Ciò può essere 
ottenuto in diversi modi:
- con iniezioni endovenose multiple con dosi crescenti di antigene (con tempi brevi tra un’iniezione 
ed un’altra per evitare la distruzione dell’antigene da parte del sistema immunitario).
- con iniezioni sottocutanee o intramuscolari: tale metodica garantisce un lento rilascio 
dell’antigene nel sangue assicurando, con un minor numero di iniezioni di richiamo, una presenza 
continua per diverse settimane.
Generalmente le procedure di immunizzazione più rapide portano ad un minor titolo ma ad una 
maggior specificità del siero immune, che viene chiamato antisiero.
Le principali globuline ottenibili con i normali metodi sono IgM ed IgG. Le prime sono le più adatte 
per le reazioni di agglutinazione; le seconde sono invece idonee per i test ELISA e per i saggi di 
immunofluorescenza.
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Fig.20. Produzione di anticorpi 
policlonali: (a sinistra) iniezione 
multiple dell’antigene purificato in 
un animale opportuno; (a destra)  
prelievo del sangue a cui segue la 
pur ificaz ione deg l i ant icorp i 
policlonali presenti nel siero. 
. 

ü L’antigene deve essere in circolo per un periodo continuato di diverse
settimane

ü Le principali globuline ottenute sono IgM e IgG.



Anticorpi	monoclonali	
Produzione Anticorpo monoclonale

ü Clone cellulare (ibridoma)
ottenuto per fusione di un
linfocita B con un cellula di
mieloma

ü Fusione in glicole polietilenico
ü Coltura in terreno selettivo

(crescono solo gli ibridomi)
ü Ogni ibridoma secerne un

anticorpo monospecifico
ü Il processo di produzione richiede

più tempo ed è più costoso

Produzione di 
anticorpi 
monoclonali 



Anticorpi	Secondari

Learn more  |  novusbio.com

SECONDARY ANTIBODY HOST SPECIES: 

Choosing the Right Host Species

A secondary antibody should be directed against, but not raised in, the same species as the primary antibody. For example, a 
mouse primary antibody requires an anti-mouse secondary antibody raised in any species other than mouse (e.g. rabbit, goat, rat, 
donkey, etc.). 

What species secondary antibody should I use? 

goat anti-mouse 
2° antibody

mouse anti-human
1° antibody

human antigen

Format Species Reactivity Target Ig Specificity Label

Goat           F(ab)           anti-Rabbit           IgG           (H+L)          Secondary Antibody    [PE]

Host Species



ELISA

Stabilito	il	legame	fra	l’Antigene	di	interesse	e	l’Anticorpo	specifico,	
non	rimane	che	rendere	visibile	e	rilevabile	oggettivamente	questa	
interazione.	
Per	 far	 ciò	 in	 immunochimica	 si	 utilizzano	anticorpi	 coniugati	 con	
enzimi	di	rivelazione.	
Fra	 questi,	 uno	 dei	 più	 u}lizza}	 è	 la	 perossidasi	 insieme	 alla	
fosfatasi	alcalina.

Gli antigeni sono marcati non con radionuclidi ma con enzimi. Il dosaggio avviene con 
tecniche spettroscopiche. 
L'ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) è una tecnica molto utilizzata, basata sulla 
coniugazione chimica di enzimi (quali ad es. la fosfatasi alcalina o la perossidasi) con 
anticorpi o antigeni. L’attività di questi enzimi è facilmente monitorabile e consente di 
quantificare la concentrazione di complesso coniugato (‘marcato’) con facilità e precisione.

Metodi immunoenzimatici (EIA, Enzyme immunoassay)Metodi Metodi immunoenzimaticiimmunoenzimatici (EIA, (EIA, EnzymeEnzyme immunoassayimmunoassay))



Tipi	di	ELISA

ü DIRETTO	(Anticorpo	primario	marcato)	

ü INDIRETTO	(Anticorpo	secondario	marcato)	

ü COMPETITIVO	

ü SANDWICH	ELISA	DIRETTO

ü SANDWICH	ELISA	INDIRETTO	

Gli antigeni sono marcati non con radionuclidi ma con enzimi. Il dosaggio avviene con 
tecniche spettroscopiche. 
L'ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) è una tecnica molto utilizzata, basata sulla 
coniugazione chimica di enzimi (quali ad es. la fosfatasi alcalina o la perossidasi) con 
anticorpi o antigeni. L’attività di questi enzimi è facilmente monitorabile e consente di 
quantificare la concentrazione di complesso coniugato (‘marcato’) con facilità e precisione.

Metodi immunoenzimatici (EIA, Enzyme immunoassay)Metodi Metodi immunoenzimaticiimmunoenzimatici (EIA, (EIA, EnzymeEnzyme immunoassayimmunoassay))



ELISA	Diretto
• Si	individua	e	quantifica	un	antigene
• L’antigene	 è	 ancorato	 ad	 una	 superficie	 solida	 (pozzetto	

multiwell)
• Si	 fa	 reagire	 una	 soluzione	 di	 un	 anticorpo	 specifico	 (primario)	

marcato	con	un	enzima	
• Dopo	aver	 lavato,	 si	 aggiunge	 il	 substrato	dell'enzima.	 In	questa	

tecnica,	 l'attività	 enzimatica	 misurata	 sarà	 direttamente	
proporzionale	alla	quantità	di	antigene	presente.

In questo metodo, che consente di titolare un antigene, è un anticorpo primario che deve 
essere coniugato con un enzima indicatore. Si fa reagire una soluzione di un anticorpo 
specifico marcato con un enzima con un antigene ancorato ad una fase solida.

Dopo aver lavato, si aggiunge il substrato dell'enzima. In questa tecnica, l'attività
enzimatica misurata sarà direttamente proporzionale alla quantità di antigene presente.

Substrato

Ab primario
coniugato

Ag

METODO ELISA DIRETTOMETODO ELISA DIRETTOMETODO ELISA DIRETTO

Supporto	solido

Meno preciso ed
efficiente tra tutti i
tipi di ELISA



ELISA	indiretto
• Si individua e quantifica un anticorpo invece di un antigene
• L’antigene è ancorato ad una superficie solida (pozzetto multiwell)
• Si fa reagire una soluzione contente l’anticorpo da quantificare (es. siero

contenente IgG, anticorpo)
• Dopo aver lavato, si aggiunge un secondo anticorpo, secondario, che

riconosce come antigene l’anticorpo IgG
• L’anticorpo secondario ha l’enzima legato
• Si lava di nuovo e si aggiunge il substrato dell’enzima: l’attività misurata

sarà direttamente proporzionale alla quantità di anticorpo IgG presente
nel siero originale.

Serve per titolare un anticorpo, anziché un antigene. E’ l’anticorpo secondario ad essere 
coniugato all’enzima. Il materiale da dosare (ad es. un siero umano contenente IgG) viene 
fatto reagire con l’apposito antigene legato ad una fase solida. Dopo reazione del siero con 
l’antigene immobilizzato, il materiale che non si è legato viene rimosso mediante lavaggio.

Si aggiunge poi un anticorpo anti-IgG umane coniugato con un enzima. Si lava di nuovo e si 
aggiunge substrato dell’enzima: l’attività misurata sarà direttamente proporzionale alla 
quantità di anticorpo specifico presente nel siero originale.

METODO ELISA INDIRETTOMETODO ELISA INDIRETTOMETODO ELISA INDIRETTO



Sandwich	ELISA	diretto
• La sostanza da determinare deve avere due siti antigenici (epitopo)
• Un eccesso di anticorpo (Ag) verso il primo sito antigenico è

immobilizzato sul supporto solido
• Incubazione con il campione contenente l’antigene (Ag)
• Dopo il lavaggio, il complesso Ag-Ab formato e immobilizzato viene

messo a contatto con il secondo anticorpo marcato con l’enzima che
riconoscerà il secondo sito antigenico

• La misura del prodotto della reazione enzimatica risulterà direttamente
proporzionale alla concentrazione dell’antigene da stimare

Questa metodica può essere utilizzata esclusivamente quando l’analita possiede almeno 
due epitopi. Un eccesso di anticorpo verso il primo sito antigenico viene immobilizzato sulla 
fase solida e incubato con diluizioni successive di antigene presente nel campione 
incognito. 

Dopo il lavaggio, il complesso AgAb immobilizzato viene incubato con una concentrazione 
fissa di anticorpo marcato che andrà a legarsi al secondo sito antigenico 
dell’immunocomplesso. La misura del prodotto della reazione enzimatica risulterà
direttamente proporzionale alla concentrazione dell’antigene da stimare.

METODO SANDWICH ELISA DIRETTOMETODO SANDWICH ELISA DIRETTOMETODO SANDWICH ELISA DIRETTO



Sandwich	ELISA	indiretto
• Un anticorpo specifico è legato al supporto solido
• Si fa reagire una soluzione ignota di antigene con l’anticorpo legato al

supporto
• Si lava e si aggiunge un secondo anticorpo capace di riconoscere un

diverso epitopo dell'antigene (policlonale o un monoclonale diverso da
quello immobilizzato)

• Dopo un secondo lavaggio si aggiunge un terzo anticorpo, capace di
legarsi al secondo e marcato con l’enzima

• Dopo opportuni lavaggi, viene aggiunto il substrato dell'enzima
• In questa tecnica, l'attività enzimatica misurata sarà direttamente

proporzionale alla quantità di antigene presente

Si fa reagire una soluzione ignota di antigene con un anticorpo specifico legato ad una fase 
solida, si lava e si aggiunge un secondo anticorpo (che dovrà essere policlonale oppure 
dovrà essere un anticorpo monoclonale diverso da quello immobilizzato, capace di 
riconoscere un diverso epitopo dell'antigene). 

Dopo un secondo lavaggio si aggiunge un terzo anticorpo, capace di legarsi al secondo e 
marcato con l’enzima; dopo opportuni lavaggi, viene aggiunto il substrato dell'enzima. In 
questa tecnica, l'attività enzimatica misurata sarà direttamente proporzionale alla quantità
di antigene presente.

Substrato

Ag

METODO SANDWICH ELISA INDIRETTOMETODO SANDWICH ELISA INDIRETTOMETODO SANDWICH ELISA INDIRETTO

Supporto	solido



ELISA	competitivo	
• Una quantità fissa di antigene marcato con l’enzima (o anticorpo

marcato), e diluizioni decrescenti di antigene libero (come standard o
nel campione) vengono messe a reagire insieme nei confronti di un
anticorpo in difetto immobilizzato

• In questo modo, l’antigene marcato e quello libero si troveranno a
competere per un numero limitato di siti anticorpali.

• Dopo aver lavato il complesso, si aggiunge il substrato per l’enzima e si
misura l’attività enzimatica

• La concentrazione del prodotto enzimatico misurata risulterà
inversamente proporzionale alla concentrazione dell’analita (antigene
non marcato

Riassunto
ELISA competitivo

ELISA non competitivo

Diretto Sandwich

Y

Y
Y

Y



ELISA	
• Gli enzimi più usati sono la perossidasi di rafano (HRP) o la fosfatasi

alcalina (AP)
• I substrati enzimatici dovrebbero essere idealmente stabili, non tossici e

poco costosi: substrati non colorati sono convertiti in prodotti colorati
• La reazione viene stoppata con Acido solforico 0.16 M per stabilizzare il

colore dopo alcuni minuti

Gli enzimi più comunemente usati sono la perossidasi di rafano (HRP) o la fosfatasi 
alcalina (AP).

I substrati enzimatici dovrebbero essere idealmente stabili, non tossici e poco costosi:
substrati non colorati sono convertiti in prodotti colorati (es. OPD,arancio e TMB, blu).
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ELISA	
• Gli	enzimi	più	usati	sono	la	perossidasi di	rafano	(HRP)	o	la	

fosfatasi	alcalina	(AP)	
• I	substrati	enzimatici	dovrebbero	essere	idealmente	stabili,	non	

tossici	e	poco	costosi:	substrati	non	colorati	sono	convertiti	in	
prodotti	colorati	

Perossidasi

PEROSSIDASI

Enzimi e Substrati

Horseradish peroxidase (HRP), oloenzima
di 40 KDa. Catalizza l’ossidazione di un 
substrato in presenza di H2O2.

Substrati: Fenoli aromatici o ammine,
come donatori di idrogeni.

ABTS: acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)

TMB: 3,3,5,5-tetrametilbenzidina

OPD: o-phenylenediamine. Cancerogena.
Massima assorbanza a 450 nm.

Substrati:	fenoli	aromatici	o	ammine	come	donatori	di	idrogeni
ABTS:	acido	2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)

Prodotto	finale	VERDE
Meno sensibile rispetto ad altri substrati, ossidato più lentamente
circa 20 minuti

TMB:	3,3',5,5'-tetrametilbenzidina BLU GIALLO
Il	più	comune,	più	facilmente	ossidato

+	H2SO4

OPD:	orto-fenildiammina GIALLO



ELISA	
Substrati	colorimetri	consigliati	in	base	all’enzima

TECH TIP # 33  
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Thermo Scientific Pierce Enzyme Substrates for immunoassays are available in a range of sensitivities for different detection 
methods. Certain substrates will perform better than others when optimized for a given system and detection limit. While 
optimization is required to get the best results from any assay system, the following guide is provided as a starting point for 
both choosing an appropriate substrate and the initial primary and secondary antibody dilutions. 
 
 

Colorimetric ELISA substrates. Alkaline phosphatase (AP) and horseradish peroxidase (HRP) substrates for use with an absorbance 
plate reader listed in order of increasing sensitivity. 

Enzyme 
Conjugate 

Thermo Scientific 
Product 

 
Product # 

Total  
Assays1 

Absorbance 
Color3 

Detection 
Limit2 

1° / 2° Ab dilution2 

(from 1 mg/ml stock) 

AP 1-Step PNPP 37621 1,000 wells 405 nm 
Yellow 

10 ng/well 
[100 ng/ml] 

1° 1: 500 
2° 1: 5,000 - 1:20,000 

AP PNPP, Phosphatase 
Substrate Kit 

37620 5,250 wells 405 nm 
Yellow 

10 ng/well 
[100 ng/ml] 

1° 1: 500 
2° 1: 5,000 - 1:20,000 

AP PNPP, 105 tablets 34047 5,250 wells 405 nm 
Yellow 

10 ng/well 
[100 ng/ml] 

1° 1: 500 
2° 1: 5,000 - 1:20,000 

AP PNPP, 25 g 34045 250,000 wells 405 nm 
Yellow 

10 ng/well 
[100 ng/ml] 

1° 1: 500 
2° 1: 5,000 - 1:20,000 

HRP 1-Step ABTS 37615 2,000 wells 410 nm (650 nm) 
Green 

250 pg/well 
[2.5 ng/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 5,000 - 1:50,000 

HRP ABTS, 50 tablets 34026 3,330 wells 410 nm (650 nm) 
Green 

250 pg/well 
[2.5 ng/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 5,000 - 1:50,000 

HRP OPD, 25 g 34005 5,000 wells 490 nm (450 nm) 
Green (Orange) 

7 pg/well 
[70 pg/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 5,000 - 1:50,000 

HRP OPD, 50 tablets 34006 5,000 wells 490 nm (450 nm) 
Green (Orange) 

7 pg/well 
[70 pg/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 5,000 - 1:50,000 

HRP 1-Step Slow TMB 34024 2,500 wells 450 nm (652 nm) 
Yellow (Blue) 

8 pg/well 
[80 pg/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 5,000 - 1:50,000 

HRP 1-Step Turbo TMB 34022 2,500 wells 450 nm (652 nm) 
Yellow (Blue) 

7 pg/well 
[70 pg/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 5,000 - 1:50,000 

HRP TMB Substrate Kit 34021 4,000 wells 450 nm (652 nm) 
Yellow (Blue) 

6 pg/well 
[60 pg/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 5,000 - 1:50,000 

HRP 1-Step Ultra TMB 34028 2,500 wells 450 nm (652 nm) 
Yellow (Blue) 

2 pg/well 
[20 pg/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 5,000 - 1:50,000 

1 Value is the number of wells in a 96-well microplate that can be processed. For additional information about required materials and 
assay considerations that determine the number of assays that may be performed, please see the product instructions. 

2 Detection limits and recommended antibody dilutions have been generalized as a means to begin optimization. Individual assays may 
require conditions outside the ranges suggested here. 

3 For substrates that have a change in maximum absorbance wavelength and color after the reaction is stopped, the values are 
indicated in parenthesis. 
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ELISA	
Substrati	fluorescenti	consigliati	per	HRP
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Chemiluminescent ELISA substrates. Horseradish peroxidase (HRP) substrates for use with a luminometer or other plate reader 
capable of measuring total luminescence using no ilters and excitation wavelength listed in order of increasing sensitivity. 

Enzyme 
Conjugate 

Thermo Scientific 
Product 

 
Product # 

Total  
Assays1 

Emax  
Color3 

Detection 
Limit2 

1° / 2° Ab dilution2 
(from 1 mg/ml stock) 

HRP SuperSignal®  ELISA Pico 37070 1,000 wells 425 nm 
Blue/Green 

500 fg/well 
[5 pg/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 10,000 - 1:50,000 

HRP SuperSignal ELISA Pico 37069 2,500 wells 425 nm 
Blue/Green 

500 fg/well 
[5 pg/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 10,000 - 1:50,000 

HRP SuperSignal ELISA Femto 37075 1,000 wells 425 nm 
Blue/Green 

170 fg/well 
[1.7 pg/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 50,000 - 1:100,000 

HRP SuperSignal ELISA Femto 37074 2,500 wells 425 nm 
Blue/Green 

170 fg/well 
[1.7 pg/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 50,000 - 1:100,000 

1 Value is the number of wells in a 96-well microplate that can be processed. For additional information about required materials and 
assay considerations that determine the number of assays that may be performed, please see the product instructions. 

2 Detection limits and recommended antibody dilutions have been generalized as a means to begin optimization. Individual assays may 
require conditions outside the ranges suggested here. 

3 The peak emission wavelength is given for reference. However, for best sensitivity, measure total light output using a luminometer. 

 
 
 
 

Chemifluorescent ELISA substrates. Horseradish peroxidase (HRP). Substrates for use with a fluorescent plate reader listed in order 
of increasing sensitivity. 

Enzyme 
Conjugate 

Thermo Scientific 
Product 

Product # Total   
Assays1 

Emax (Em) 
Amax (Ex) 

Detection 
Limit2 

1° / 2° Ab dilution2 
(from 1 mg/ml stock) 

HRP QuantaBlu® Fluorogenic 
Substrate 

15169 2,700 wells 420 nm 
325 nm 

500 fg/well 
[5 pg/ml] 

1° 1: 500 
2° 1: 5,000 - 1:20,000 

HRP QuantaBlu Kinetic 
Fluorogenic Substrate 

15162 2,700 wells 420 nm 
325 nm 

500 fg/well 
[5 pg/ml] 

1° 1: 500 
2° 1: 5,000 - 1:20,000 

HRP QuantaRed® Enhanced 
Fluorescent Substrate 

15159 1,000 wells 585 nm 
570 nm 

400 fg/well 
[4 pg/ml] 

1° 1: 1,000 
2° 1: 5,000 - 1:20,000 

1 Value is the number of wells in a 96-well microplate that can be processed. For additional information about required materials and 
assay considerations that determine the number of assays that may be performed, please see the product instructions. 

2 Detection limits and recommended antibody dilutions have been generalized as a means to begin optimization. Individual assays may 
require conditions outside the ranges suggested here. 

 
 
 
 
Current product instructions are available at www.thermoscientific.com/pierce. For a faxed copy, call 800-874-3723 or contact your local distributor. 
© 2011 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved. Unless otherwise indicated, all trademarks are property of Thermo Fisher Scientific Inc. and its 
subsidiaries. Printed in the USA. 



ELISA	

Fosfatasi	alcalina	(AP)
Substrato: pNPP (para-nitrofenilfosfato)

GIALLO

FOSFATASI ALCALINA

Enzimi e Substrati

Metalloenzima contenente 
2 atomi di zinco.
PM ~ 100 KDa.
Catalizza l’idrolisi del gruppo 
fosforico presente sul substrato.

Substrato tipico:

pNPP: p-nitrophenyl
phosphate, massimo 
assorbimento a 450 nm.



Confronto	ELISA	
DIRETTO

Vantaggi:
• veloce, solo un anticorpo

usato;
• Nessuna reattività con

anticorpi secondari
Svantaggi:
• La reattività dell’anticorpo

può essere influenzata dalla
marcatura con l’enzima

• Non c’è molta scelta di
anticorpi

• Bassa amplificazione

INDIRETTO
Vantaggi:
• grande varietà di anticorpi

secondari marcati reperibili
commercialmente

• massima reattività dell’anticorpo
primario che non è marcato

• La sensibilità è aumentata perché
ogni anticorpo primario contiene
diversi epitopi che possono
essere legati dall'anticorpo
secondario marcato,
consentendo l'amplificazione del
segnale

• Diversi marcatori possono essere
utilizzati con lo stesso anticorpo
primario

Svantaggi:
• Potrebbe verificarsi una reattività

crociata con l'anticorpo
secondario, con conseguente
segnale non specifico

• Procedura più lunga



Confronto	ELISA	



Elaborazione	dati	ELISA
Curva	di	calibrazione	

Relazione fra segnale prodotto e 
concentrazione del campione

Calibrator
(ng/ml)

Absorbance 
(OD)

200 1.9723

100 1.5683

50 1.1696

25 0.7609

12.5 0.4424

3.125 0.2429

0 0.056

Risposta lineare

Saturazione

Se	gli	standard	di	taratura	rimangono	nella	parte	lineare	i	valori	
di	concentrazione	li	possiamo	ricavare	per	regressione	lineare



Elaborazione	dati	ELISA
Curva	di	calibrazione	



Elaborazione	dati	ELISA
Curva	di	calibrazione	



Kit	ELISA	Strumenti necessari


