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Criteri di purezza

Elettroforesi nativa e in SDS  (SDS-PAGE)

Cromatografia per esclusione molecolare

Ultracentrifugazione analitica

Criteri di purezza



Criteri di purezza

Focalizzazione al pI

Metodi immunochimici

Criteri di purezza



Metodologie che si basano sull’uso degli anticorpi a
diversi scopi:

• Purificazione di macromolecole (ad esempio, per
affinità) e complessi (ad esempio, attraverso
immunoprecipitazione)

• Analisi ed identificazione di biomolecole

• Sviluppo di nuovi farmaci

METODI IMMUNOCHIMICI



Anticorpo (Ab): molecola prodotta dai linfociti B in
risposta ad una stimolazione antigenica

Antigene (Ag): molecola complessa (peptide, zucchero,
lipide, acido nucleico) che scatena una risposta
immunitaria

Epitopo: frammento sulla molecola di antigene che viene
riconosciuto dall’anticorpo

METODI IMMUNOCHIMICI



• Glicoproteine dette Immunoglobuline (IgG, IgA,
IgM, IgE ed IgD)

• Nell’organismo hanno il compito di rilevare, legare e
facilitare la rimozione degli antigeni

ANTICORPI

METODI IMMUNOCHIMICI



IMMUNOGLOBULINE: 
molecole anticorpali

IMMUNOGLOBULINA G 
(IgG)

5 classi distinte in base 

alle catene pesanti:

 a  IgA

 d   IgD

 e   IgE

 g    IgG

 m  IgM

In ogni classe ci sono 
2 tipi di catena leggera:
 k

 l

Struttura : quattro catene polipeptidiche, a 
due a due uguali, legate da 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.



MONOCLONALI

ANTICORPI

POLICLONALI

OLIGOCLONALI RICOMBINANTI

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

• miscele di anticorpi che derivano da cloni
plasmacellulari diversi

• presentano un insieme di cloni anticorpali,
alcuni diretti contro determinati epitopi
della proteina ed altri cloni contro altri
epitopi.

• Potenti ma poco specifici

• Anticorpo derivato dai cloni di una singola
cellula B

• Presentano affinità per lo stesso epitopo
di uno specifico antigene

• Poco potenti ma molto specifici

• possono essere ottenuti attraverso la
combinazione di una serie di anticorpi
monoclonali, oppure immunizzando animali con
specifiche regioni antigeniche

• sono un valido compromesso tra poli- e mono-
clonali, ovvero sensibilità comparabile ai poli-
e specificità comparabile ai monoclonali.

• Prodotti ad hoc per usi molto specifici



catene -NH2 terminali

epitopo

(Ag-Ab)

Gli anticorpi sono molecole normalmente bivalenti, sono quindi capaci di
legare molecole di antigene con un rapporto 1:2.

I siti di legame sono rappresentati, rispettivamente, dalle due coppie di
catene -NH2 terminali per l'anticorpo e dallo specifico epitopo per
l'antigene.

INTERAZIONE ANTIGENE-ANTICORPO: 
FORMAZIONE DELL’IMMUNOCOMPLESSO (Ag-Ab)



FORMAZIONE DELL’IMMUNOCOMPLESSO: 
reazioni di IMMUNOPRECIPITAZIONE

Matrice reticolare
o grossi aggregati

Nessuna formazione di 
precipitato se Ag contiene
una sola copia dell’epitopo

La formazione dell’immunocomplesso Ab-Ag è il processo che è alla base
di diverse tecniche immunochimiche; alcune di queste dipendono dalla
precipitazione di tale complesso in soluzione



Effetto del rapporto Ab/Ag sulla precipitazione del complesso Ab-Ag

Curva di precipitazione antigene-anticorpo in 
soluzione



Immunoelettroforesi: 
elettroforesi ed immunoprecipitazione



Si realizza su gel di agarosio e combina separazione elettroforetica con
immuno-precipitazione

La miscela di antigeni di natura proteica viene posta in un pozzetto
all’interno del gel e separata nelle sue componenti mediante
elettroforesi

Gli antigeni migrano in base alla propria carica nativa ed alla propria
dimensione, separandosi in bande

Immunoelettroforesi: 

pozzetto

elettrodi



Ai lati, su dei solchi viene introdotto la soluzione
contenente l’anticorpo

Immunoelettroforesi: 

All’unione tra antigeni separati precedentemente e i
rispettivi anticorpi, si formano degli archi caratteristici.

Anticorpo

Archi di 
precipitazione 



Immunoelettroforesi

Criteri di purezza: immunochimica



Dosaggio delle proteine

A = elcl

Dosaggio delle proteine

metodi spettrofotometrici* (diretti) 

metodi colorimetrici * (indiretti)

 metodi immunochimici (indiretti)

* lezione di ricapitolazione: spettrofotometria



La lunghezza d’onda l è inversamente correlata alla frequenza dalla 
relazione l = c/ e alla energia E = h (da cui E = c/)

c = 3 x 108 ms-1 h = 6.63 x 10-34 Js

Rappresentazione diagrammatica dello spettro 
elettromagnetico con in evidenza le bande del visibile

Dosaggio delle proteine: metodi spettrofotometrici



Spettri di assorbimento di singoli amminoacidi

lmax a 278 nm

lmax a 274 nm

lmax a 256-260 nm

lmax a 295 nm

Dosaggio delle proteine: metodi spettrofotometrici



Spettri di assorbimento di proteine

Derivata prima dello spettro 
di assorbimento 
dell’albumina, che ne mette 
in risalto il pattern a 5 bande 
tipico della fenilalanina.

Spettro di assorbimento di quattro proteine: la tripsina ha un alto 
contenuto in tirosina, l’albumina in fenilalanina, il chimotripsinogeno in 
triptofano e il collagene ha un basso contenuto in tutti e tre questi 
aminoacidi. 

Dosaggio delle proteine: metodi spettrofotometrici

Collagene
Collagene



Michael S. Tift et al. J Exp Biol 2014;217:1752-1757
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Peaks for O2Hb (542 and 577 nm), HHb (555 nm) and COHb (539 and 569 nm) 
match those of other mammalian species (human, cow, sheep) 

Absorption spectra for oxyhemoglobin (O2Hb), 
deoxyhemoglobin (HHb) and carboxyhemoglobin (COHb) in 

northern elephant seals



Spettri di assorbimento di varie forme dell’Emoglobina

Lunghezza d’onda (nm)

Dosaggio delle proteine: metodi spettrofotometrici
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1Assorbanza = A

L’assorbanza è adimensionale ed è diversa da l a l.
Quando la concentrazione è espressa in molarità (M) ed il percorso della 
luce in centimetri (cm), ε è noto come coefficiente di estinzione molare   
(M-1cm-1) di un  dato  composto. ε1% è l’assorbanza di una soluzione allo 1%  

= log

Dosaggio delle proteine: metodi spettrofotometrici

Dosaggio spettrofotometrico diretto



Spettri di assorbimento di singoli amminoacidi

lmax a 278 nm

lmax a 274 nm

lmax a 256-260 nm

lmax a 295 nm

Dosaggio delle proteine: metodi spettrofotometrici

214 nm, lontano UV



Dosaggio delle proteine: metodi spettrofotometrici



metodi colorimetrici (indiretti)

Dosaggio delle proteine: metodi colorimetrici



Dosaggio delle proteine: metodi colorimetrici



Biuret Test

Peptide Chains Biuret Complexes (purple color)

Il reattivo del biureto è costituito da una soluzione di solfato  
di  rame contenente tartrato di sodio e potassio

In condizioni alcaline gli   ioni  rameici  Cu2+ formano  un  
complesso  di   coordinazione   con  quattro  gruppi  –NH  
presenti  in  altrettanti  legami peptidici

Il  complesso  che  si  forma  assorbe  luce nel  visibile,  con 
un picco a  540-550 nm

Dosaggio delle proteine: metodi colorimetrici



Consiste nella reazione del biureto con una soluzione di
solfato di rame, seguita dalla riduzione in condizioni
alcaline del reagente di Folin-Ciocalteu (fosfomolibdato,
sodiotungstato) e lo sviluppo di un colore blu

Gli ioni di rame facilitano il processo di riduzione

I gruppi cromogeni principali sono i legami peptidici
complessati con rame (biureto) ed i molibdotungstati
ridotti in gran parte da tirosina e triptofano

Il prodotto della reazione, eteropolimolibdeno, ha
una forte colorazione blu, con un massimo di
assorbimento a circa 750 nm

Dosaggio delle proteine: metodi colorimetrici



sensibilità: inferiore a 10 mg/ml
Tris e tamponi zwitterionici (PIPES, HEPES) interferiscono. 
Si basa sulla reazione del Biureto dove i legami peptidici reagiscono con 
Cu++ che reagisce con il reagente di Folin. Il colore sviluppato dipende 
dal contenuto di tirosina e triptofano.

Reaction schematic for the Modified Lowry Protein Assay.

Dosaggio delle proteine: metodi colorimetrici



Il   legame del  colorante Coomassie Brilliant Blue G-250  
alle  proteine determina uno spostamento del massimo di 
assorbimento del colorante da 465 nm (rosso) a 595 nm
(blu) in soluzioni acide (Bradford, 1976)

Il colorante  forma  forti  complessi  non  covalenti  con  
le  proteine tramite interazioni elettrostatiche con gruppi  
amminici  e tramite forze di van der Waals

Il colorante è preparato come soluzione stock in acido 
fosforico

Il metodo è costituito da un unico passaggio in cui  il 
colorante è aggiunto ai campioni e si determina 
l’assorbanza a 595 nm

Dosaggio delle proteine: metodi colorimetrici



In condizioni acide, il colorante è prevalentemente nella forma   cationica
doppiamente protonata rossa (lmax = 470 nm). Quando il colorante lega le proteine
è  convertito nella forma stabile non protonata blue (lmax = 595 nm). 

La quantità di colorante che si lega è proporzionale alla quantità di  
proteina presente in soluzione.
Pertanto l’intensità del colore blu (e dunque l’assorbimento) è 
proporzionale alla concentrazione proteica.
In genere quantità uguali di proteine differenti legano  la  stessa  quantità  
di colorante → il saggio può essere dipendente dal tipo di proteina

Il  colorante
Coomassie Brilliant 
Blue G-250  si lega
primariamente a 
residui amminoacidici
basici (specialmente
arginina) e aromatici

Dosaggio delle proteine: metodi colorimetrici


