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Struttura del corso
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Laboratorio
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DISPENSE di BIOCHIMICA
APPLICATA

L'ordine delle dispense puo variare,
percio € meglio

tenerle separate per argomento.



BIOCHIMICA APPLICATA




UNITA" DI MISURA

Prefissi del Sistema Internazionale

10n Prefisso Simbolo Nome Equivalente decimale
1024 yotta Y Quadrilione 1 000 000 000 000 000 000 000 000
1021 zetta V4 Triliardo 1 000 000 000 000 000 000 000
1018 exa E Trilione 1 000 000 000 000 000 000
1015 peta P Biliardo 1 000 000 000 000 000
1012 tera T Bilione 1 000 000 000 000
10° giga G Miliardo 1 000 000 000
106 mega M Milione 1 000 000
103 kilo o chilo k Mille 1000
102 etto h Cento 100
10! deca da Dieci 10
101 deci d Decimo 01
102 centi C Centesimo 0,01
m Millesimo
u Milionesimo 0,000 001
n Miliardesimo 0,000 000 001
P Bilionesimo 0,000 000 000 001

0,000 000 000 000 001
10-18 atto Trilionesimo 0,000 000 000 000 000 001
10-2 zepto Triliardesimo 0,000 000 000 000 000 000 001

Quadrilionesimo 0,000 000 000 000 000 000 000 001


http://it.wikipedia.org/wiki/Sistema_Internazionale_di_unit%C3%A0_di_misura
http://it.wikipedia.org/wiki/Sistema_numerico_decimale
http://it.wikipedia.org/wiki/Yotta
http://it.wikipedia.org/wiki/Quadrilione
http://it.wikipedia.org/wiki/Zetta
http://it.wikipedia.org/wiki/Triliardo
http://it.wikipedia.org/wiki/Exa
http://it.wikipedia.org/wiki/Trilione
http://it.wikipedia.org/wiki/Peta_%28prefisso%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Biliardo_%28numero%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Tera_%28prefisso%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Bilione
http://it.wikipedia.org/wiki/Giga
http://it.wikipedia.org/wiki/Miliardo
http://it.wikipedia.org/wiki/Mega
http://it.wikipedia.org/wiki/Milione
http://it.wikipedia.org/wiki/Kilo_%28prefisso%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Kilo_%28prefisso%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Mille
http://it.wikipedia.org/wiki/Etto
http://it.wikipedia.org/wiki/Cento_%28numero%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Deca
http://it.wikipedia.org/wiki/Dieci
http://it.wikipedia.org/wiki/Deci
http://it.wikipedia.org/wiki/Centi_%28prefisso%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Milli_%28prefisso%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Micro_%28prefisso%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Nano_%28prefisso%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Femto
http://it.wikipedia.org/wiki/Atto_%28prefisso%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Zepto
http://it.wikipedia.org/wiki/Yocto

INDAGINE BIOCHIMICA MODERNA
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PRINCIPALI METODOLOGIE BIOCHIMICHE

TECNICHE CENTRIFUGATIVE

TECNICHE ENZIMATICHE

TECNICHE IMMUNOCHIMICHE

TECNICHE DI BIOLOGIA MOLECOLARE
TECNICHE CROMATOGRAFICHE

TECNICHE ELETTROFORETICHE

TECNICHE SPETTROSCOPICHE

TECNICHE RADIOISOTOPICHE

TECNICHE DI SPETTROSCOPIA DI MASSA
10. TECNICHE ELETTROCHIMICHE
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LE PIPETTE

Strumento per dispensare volumi di soluzioni in
assenza di una connessione diretta fra i recipienti




« PIPETTARE »

Metodo accurato e preciso per trasferire volumi,
decisi dall'operatore, di liquidi.
Digital

Tip Ejector __ __“ndstop
Button ﬁ
Yolumeter

Shalt Tip B
Holder

Tip —

Pistone mobile

—



PRINCIPIO
AEROSOL: particelle

Contatto diretto

Shaft

di liquido o solido
(1-1000 nm) disperse .
in un gas. e e ol
d j ooy
z f | Ejectable tip
Sistema ad
aria ideale
per soluzioni ol sonvs: |
acquose o
4 L/

poco viscose.

Alr-cushlon system Direct displacement system






PIPETTATA A ROVESCIO

Per prelievi ripetuti della medesima sostanza.

N




COMPORTAMENTO DI UNO &

STRUMENTO
Preciso, ma Accurato, ma
non accurato hon preciso

- @) @)

)

Accurato e preciso



PROFONDITA'
DI

Due problemi opposti: e 3
- volume maggiore

- aria
Taglia della pipetta Immersione
2 and 10 I mm
20 and 100 pl 2-3 mm
200 and 1000 -6mm
5,000 pl and 10 ml 6-10 mm

Con la giusta profondita I'accuratezza incrementa dall'l al 5% !



ANGOLO DI PIPETTATA

L'accuratezza
incrementa dall'l al 5% !



TOLLERANZE

Pipette di ditte diverse, hanno
caratteristiche differenti.

Taglie della Errore Errore
pipetta massimo casuale

ui 7o ul % Hl

2 40 0.08 20 0.04

10 1.2 0.12 0.8 0.008

200 0.8 1.6 0.3 0.6

1,000 0.8 8.0 0.3 3.0

L'errore diventa minimo quando si preleva il
volume massimo possibile di una pipetta.



PUNTALI

Generalmente di plastica, economici, intercambiabili.
Due parametri: materiale e forma.

B Non-sferile
B Sterile (irradiation)
B Filter tip
B DNase/RNase-free (protection for
DNA and RNA)
B DNA/RNA-free (imporiant for PCR) Standard tip "Beveled" ip Trlu:e Polnt™

B Pyrogen-free (highly inflammable)

B ATP-free (important for pyrogen
fests)

0]® Fod =




EIEZIONE DEI PUNTALI

Traditional shaft
Typical conventional ejection forces

Large sealing area

N

Conical shaft
fits into conical tip with
] no positive stop

V.

Cylindrical LTS
shaft/tip system

Cylindrical tip with
small sealing area

N

Positive stop
prevents jamming

N

f

Dipende dalla pipetta.

0.6 kg
4 kg
t } t ) RPN, JS {

|
0 1 2 3 4

P> 30% max. force for women = 2.1 kg
P> 30% max. force for men = 3 kg







I have a dream...

16-48-64-Channel
Multichannel 5"
Pipettes «




TAMPONI

Organismi  complessi e singole cellule
resistono generalmente a grandi variazioni di
pH del’lambiente esterno.

Al contrario, vi e una forte sensibilita al pH dei
processi endocellulari

Proprieta finemente regolata
(generalmente mantenuto vicino alla neutralita)

mediante sistemi tampone.



SELEZIONE DEI TAMPONI

Utilizzare un tampone con pK, vicina al pH richiesto.

10 5 CH3COO -
E| i

B i

7 [CH3COOH] = [CHaCO0O0 -] 2,76

51 regione
91 tamponante
,-_‘]_ i

3 - 3,76

2 pH=pk'a=4 7k

, | CHsCOOH

|:| | | | 1

equivalenti di MalCH

Oltre l'intervallo di pH = pKa+1 la capacita tamponante
e scarsa.



MES_
BIS-TRIS

ADA
ACES
PIPES
MOPSO
BIS-TRIS PROPANE
BES
MOPS
TES
HEPES
DIPSO
MOBS
TAPSO
TRIZMA
HEPPSO
POPSO
TEA
EPPS
TRICINE
GLYCYLGLYCINE
BICINE
HEPBS
TAPS
AMPD
TABS
AMPSO
CHES
CAPSO
AMP
CAPS

CABS

SELEZIONE DEL TAI\/IPONE SULLA BASE DELLA pKa

1

pH Rangu {a: zu'_n {at 251 [at m

5567 616 610 597
5872 - 650 6.36
6.0-72 665 659 6.46
6115 688 678  6.54
6175 680 676 6.66
6276 - 690 6J5
6395 - 689.0 -
6.4-18 717 709  6.90
6519 728 720 702
6882 750 740 116
6882 755 748 1731
7082 - 7160 135
6983 - 180 -
082 - 160 138
7090.0 820 806 772
7185 - 180 666
7.285 - 180 163
7383 - 180 -
7387 - 800 -
7488 816 805 7.80
7589 - 820 -
7.69.0 835 826 8.04
7690 - 830 -
7791 849 B840 818
7897 - 880 -
8296 -  BS0 -
8387 - 900 910
8.6-10.0 955 949 9.36
894103 - 960 9.43
90105 - om0 -
97-11.1 1056 1040 1002
100114 - 1070 -




SELEZIONE DEI TAMPONI

Assicurarsi che Il tampone non causi N ﬂ
precipitazioni indesiderate (citrati e fosfati). | °

Per certi enzimi il fosfato di alcuni tamponi e substrato,
attivatore o inibitore.

Il tris 2-1drossimetil-amminometano cloridrato o TRIS
(PKa = 8.06 a 20 °C, range pH: 7.0-9.2) € SPesS0 t0Sssico In
sistemi biologici, per la sua solubilita in lipidi.



ESEMPIO DI TAMPONE DANNOSO

Piu e alta la campana piu e efficiente il sistema.

Fluorescenza

— Tampone puro
- 1/4in H20

- 18 Il

- 1/16 //

- 1/32 /I

- 1/64 /I

H20 pura




RIASSUMENDO

Il tampone adatto:

A

pKa opportuna.
Range di pH sufficiente.
Solubilizza le molecole in studio.

Non interferisce con la reazione.



600D’'S BUFFERS
Sono 12 tamponi descrittt da Norman Good (1966),
basati su molecole zwitterioniche, portate al pH di
“lavoro” con un acido forte o una base forte.

- Scelti per aver PK, Buffer DK, at20°C | ApK,/°C
fra 6 e 8 MES 6.15 -0.011
ADA 6.6 -0.011
- Bassa solubilita in PIPES 6.8 -0.0085
solventi non polari. ACES 6.9 -0.020
Cholamine chloride 7.1 -0.027
- Chimicamente stabili. | Bes 7.15 -0.016
TES 7.5 -0.020
- Non attraversano le [ ¢ S Ex T
membrane cellulari. Acetamidoglycine 77
Tricine 8.15 -0.021

- N?n assorbono Glycinamide 8.2 0,029
nel'UV-visibile. Bicine 8.35 10,018


http://en.wikipedia.org/wiki/PKa
http://en.wikipedia.org/wiki/MES_(buffer)
http://en.wikipedia.org/wiki/PIPES
http://en.wikipedia.org/wiki/ACES_(buffer)
http://en.wikipedia.org/wiki/HEPES
http://en.wikipedia.org/wiki/Tricine

HEPES

N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid

Normalmente neutralizzato con NaOH oM

* pK, at 25°C of 7.55 (7.31 at 37°C) H
« a second pK, at pH 3 is not of interest

* usable buffering range of 6.8 to 8.2 N

* molecular weight 238.3 j
« HEPES contains tertiary amines, which are reactive N
under certain conditions. Chemical formula: CgH,;N,O,S H
=0

HO

SR
Uj\_g_m 0=

N |
e

H
a HO — H
—'\_N.a' M, ﬁ\_.f N
M Pk S
W lfsr_c,- H o —\—g—ﬂH
o

o

Fototossico: produzione di perossido di idrogeno se
esposto a luce solare (riproducibilita a rischio!).



DETERGENTTI

| detergenti sono molecole ANFIPATICHE, ovvero
contengono sia gruppi polari (idrofili), sia apolari
(idrofobici, lipofili).

Alcuni sono naturali, la > parte di sintesi (dal 1836).

Proteine transmembrana, se isolate dalle
membrane, espongon regioni idrofobiche,

causando aggregazione.



DETERGENTTI

Glycoprotein

Carbohydrate

Hydrophilic Side Chain
Region

¢ Vs o
. r :I— Phospholipid
. |

74 %3 ]
Yoy - Hydrophobic
N, PeIS yRegpion

Hydrophobic e <%
Region AR

Fluid A X e (Y B 7
MIlnozalc W A (N 70 U Hydrophilic
embrane o (S9N F . Region
Model (e ¥ Pe & €9

Transmembrane
Protein

Proteine transmembrana, se isolate dalle
membrane, espongon regioni idrofobiche,
causando aggregazione.

| detergenti possono solubilizzare tali proteine avendo
affinita per i gruppi idrofobici/idrofilici presenti in esse.



CONCENTRAZIONE MICELLARE CRITICA (CMC)

Basse [Detergente] = in H,O come molecola isolata.
Alte [Detergente] = forma micelle.

Concentrazione ‘C&\ f//;‘. .‘C§ //;.o

- ——
Proteine di membgna SCUI\I/Jl(e:rlore alla ...‘__f///l § ...‘_7// g.?

(TTNTTE T < P oetergent
WL U

Concentrazione

Inferiore alla CMC '\T

La CMC ¢ caratteristica di ogni detergente e
dipende dalla sua struttura chimica.



TIPI DI DETERGENTI

NON IONICI: gruppo idrofilo non carico (alchiloamidi, esteri
del glucosio e del saccarosio, alchilaminossidi, derivati etossilati).

ANIONICI: gruppo idrofilo carico - (alchilsolfati, alcoilsarcoinati,
alchilsemisolfuccinati, condensati tra acidi grassi ed aminoacidi).

CATIONICI: gruppo idrofilo carico + (sali quaternari di ammonio,
sali di piridinio quaternario, sali di isochinolinio quaternario).

ANFOTERI: contengono sia un gruppo carico - sia uno
carico + (imidazoline e le betaine). HaNNO un comportamento
diverso a seconda del pH.



DETERGENTTI
Non ionici:
Triton X-100 (estrazione DNA)
CHy  CHs

| |
ch—?—CHE—§4©—@(CHECHED —H
M

CHy  CHy
Tween 20 (studi di interazione e funzione)

5
O
% °
O

)

\\\O ‘_&(b \/\o/ﬁ\/\/\/\/\/\

Octilglucoside (elettroforesi 2D)

CMC =-~0,2 mM

CMC = 0,06 mM



DETERGENTTI

| detergenti lonici, a causa della propria carica,
distruggono legami ionici e ponti idrogeno, portando
anche alla completa denaturazione una proteina.

Anionicl:

Sodio dodecil solfato (SDS) o sodio laurilsolfato (SLS)

CMC =8.3 mM Usato in prodotti, come

C12H25Na04S Mr 288.38 g mol-1 00 dentifricio, shampoo, schiuma
Wt da barba e saponi liquidi.

P e S A= Mat

0" "0~ Na

La polvere di SDS e molto volatile, irritante per occhi, cute e vie respiratorie. Contatti
ripetuti o prolungati posson causar dermatiti. Alla combustione, forma gas tossici.


http://it.wikipedia.org/wiki/Immagine:SDS-2D-skeletal.png
http://it.wikipedia.org/wiki/Immagine:SDS-2D-skeletal.png

DETERGENTI
Cationici:

Medio/Alto potere disinfettante, per la capacita di
agire sulla membrana esterna del batteri gram -

Cl
Cloruro di benzalconio: miscela di cloruri “a/“‘}-:ﬂ
.C  CH;

di alchil-benzil-dimetilammonio o
(largamente presente in colliri e colluttori)

R=-CGH,,... -C;H;

Trovano scarsa o nessuna applicazione nel comuni
laboratori di biochimica e biologia molecolare.




Preparazione di
un tampone (1L)

fers

e eparation and use of

* pesare

* H,O (~ I'80%) I A

oK +log [CH3C007]

* miscelare

opH




FORZA IONICA

u=1% cz? C= coqcentraziqne Specie lonica
2 Z = carica dello ione

L'unita di misura di p e la molarita.

Calcolo della forza ionica di 2 soluzioni:
1) 0.5 M KCI

2) 0.2 M NaCl + 0.5 M Na,SO,



