
SCHEDA LABORATORIO SCIENTIFICO n. 31 
 

GRANDI ATTREZZATURE: LABORATORIO DI CRIO-MICROSCOPIA ELETTRONICA E CHIMICA STRUTTURALE -  
CRYO-ELECTRON MICROSCOPY AND STRUCTURAL CHEMISTRY LABORATORY 
 
Settori Scientifico-Disciplinari di riferimento: CHEM-03/A  
 

Responsabili: ROSA IACOVINO, MICHELE SAVIANO (CNR) 

RADOR: ROSA IACOVINO 

 

Tipologia: CHIMICO/FISICO 

Gruppi afferenti: CHIMICA STRUTTURALE, STRUTTURA E FUNZIONE DI PEPTIDI 

LOCALIZZAZIONE E DESCRIZIONE 
Il Laboratorio di LABORATORIO DI CRIO-MICROSCOPIA ELETTRONICA E CHIMICA STRUTTURALE è situato nel 
corpo H del DISTABIF e si estende su una superfice di circa 60 m2. Il Laboratorio è equipaggiato con banconi 
chimici per la preparazione di campioni in soluzione e allo stato solido per studi di chimica strutturale e di crio-
microscopia elettronica (sistema Vitrobot), di due microscopi ottici polarizzati e di un sistema di CRIO-
MICROSCOPIA ELETTRONICA Termofisher Glacios 200 kv del CNR-IC (in convenzione con il dipartimento per 
l’utilizzo non esclusivo dei locali), e di sistemi computerizzati per la raccolta ed elaborazione dei dati di 
microscopia elettronica.   

 

ATTIVITÀ SVOLTE NEL LABORATORIO 

Nel laboratorio CRIO-MICROSCOPIA ELETTRONICA E CHIMICA STRUTTURALE del DISTABIF vengono 
principalmente svolte attività di ricerca per lo studio delle relazioni attività-struttura di sistemi a diversa 
complessità per applicazioni in campo ambientale e farmaceutico. In particolare, nel laboratorio svolte le 
seguenti attività: 

1. Preparazione e caratterizzazione allo stato solido di complessi host‐guest di ciclodestrine. 

2. Preparazione di campioni e raccolta dati di complessi proteina/ligandi, proteina/proteina con tecniche di 
CRIO-MICROSCOPIA ELETTRONICA  

 
RELAZIONE SINTETICA DESCRITTIVA DELLE ATTIVITA’ SVOLTE E DELLE MODALITÀ OPERATIVE 
 
1. Preparazione di complessi host‐guest di ciclodestrine. 
 
Lo studio in fase solida dei complessi di inclusione di molecole bioattive con ciclodestrine prevede la preparazione del 
complesso host-guest e della miscela fisica. La miscela fisica consiste nella semplice miscelazione in mortaio di agata di 
una quantita di “molecola ospite” e di ciclodestrina, in un preciso rapporto stechiometrico e per 15 minuti circa.  
La complessazione in pasta o kneading è uno dei metodi più utilizzati e prevede la formazione di un impasto molle, 
ottenuto trattando la miscela fisica host-guest con poche gocce di solvente miscelando energicamente il tutto in mortaio. 
Dall’impasto semisolido si ottiene quindi di nuovo la polvere. 
Strumentazione utilizzata: mortaio di agata. 
DPI utilizzati: Occhiali di protezione, Guanti in nitrile e in lattice (varie misure). Mascherine. 
 
2. Preparazione e raccolta dati di campioni per CRIO-MICROSCOPIA ELETTRONICA 

La preparazione dei campioni per la Cryo-EM (microscopia crioelettronica) prevede, dopo la purificazione delle 
biomolecole, la loro vitrificazione: una sospensione del campione viene applicata su una griglia, parzialmente rimossa e 
congelata rapidamente in etano liquido (-180°C circa), eseguita per formare ghiaccio amorfo, preservando la struttura 
nativa senza cristalli. I passaggi per la preparazione sono i seguenti: 

Preparazione della Griglia: Si utilizzano griglie metalliche (rame, oro) rivestite da un film sottile forato (carbonio o oro), 
già preparate dal fornitore delle griglie. 



Vitrificazione (Plunge Freezing): Il campione viene applicato sulla griglia utilizzando il Vitrobot, il liquido in eccesso viene 
rimosso tramite "blotting" (assorbimento con carta filtro) e la griglia viene immersa rapidamente in etano liquido 
raffreddato con azoto liquido. Questo processo congela l'acqua istantaneamente, evitando la formazione di cristalli di 
ghiaccio che danneggerebbero la struttura. Tutta l’operazione viene eseguita indossando dispositivi di protezione 
individuale (camice, occhiali di protezione e guanti in nitrile), su banconi di laboratorio e sotto aspirazione localizzata con 
cappetta in metallo. 

Gestione Criogenica: Il campione vitrificato deve essere mantenuto costantemente a temperature criogeniche (sotto i      
-140∘C) durante il trasferimento al microscopio elettronico, utilizzando contenitori dedicati con azoto liquido. Tutta 
l’operazione viene eseguita indossando dispositivi di protezione individuale (camice, grembiuli per liquidi criogenici, 
occhiali di protezione, guanti per liquidi criogenici). 

La raccolta dati di criomicroscopia elettronica (Cryo-EM), in particolare la tecnica a singola particella (single particle 
analysis), è un processo automatizzato che mira a catturare migliaia di immagini di macromolecole nel loro stato nativo a 
temperature criogeniche (-180°C o inferiore). Le fasi di raccolta possono cosi’ essere riassunte: 

Caricamento della griglia: La griglia vitrificata viene trasferita nel microscopio Glacios tramite un sistema automatico 
(autoloader) mantenendo la temperatura criogenica. 

Allineamento: Ottimizzazione del fascio elettronico, messa a fuoco e allineamento eucentrico (centrare l'area di 
interesse), questo processo avviene in automatico 

Acquisizione Dati (Data Collection Workflow): La raccolta avviene in automatico utilizzando software specifici, seguendo 
un approccio "low dose" (a bassa dose di elettroni) per evitare di danneggiare il campione sensibile. Le immagini acquisiti 
vengo registrate in automatico su server dedicato 

 

Lista delle attrezzature presenti:  
• 2 Microscopi ottici con polarizzatore 
• Linea per la preparazione dei campioni     
• Sistema di preparazione dei campioni per la Microscopia Elettronica Vitrobot.  
• Microscopio Elettronico a Trasmissione (CrioTEM) Termofisher TFS 200 kV (Glacios) 
• Centralina di raffreddamento 
• Postazione elaborazione dati e server NAS 
• N 2 Gruppi di continuità (UPS) da 6000 W  
• N 2 Banchi da laboratorio  
• N 1 Armadio 

Lista dei Dispositivi di Protezione Generale (DPG)  
• Armadio di sicurezza con ventilazione per bombole (Etano) 
• Aspirazione localizzata con cappetta in metallo 
• Uscite di sicurezza  
• Luci di emergenza 
• Estintori 
• Segnali d’allarme  
• Sistema di aspirazione forzata collegato a 2 Misuratori di O2 (vedi sotto)   
• Sensori di O2 gestiti da una centralina per segnalare eventuali fuoriuscite di gas azoto. 
• Sistema di aspirazione forzata collegato a 1 Misuratore di Gas (vedi sotto)   
• Sensore per Etano gestito da una centralina per segnalare eventuali fuoriuscite di gas. 
• Sistemi di monitoraggio della temperatura e dell’umidità relativa  
 
 
Lista dei Dispositivi di Protezione Individuali (DPI) ad uso personale degli operatori: 
•  Camice antiacido 
•  Occhiali di protezione 
•  Guanti in nitrile e in lattice (varie misure) 
•  Visiera per liquidi criogenici  
• Guanti per liquidi criogenici 
• Grembiuli per liquidi criogenici 
 
 



Categorie ISI WEB di riferimento: Chemistry inorganic, Chemistry multidisciplinary, Spectroscopy, 
Crystallography 
 

Categorie ERC di riferimento: 
 
PE4_2 Spectroscopic and spectrometric techniques  
PE5_11 Biological chemistry 
PE5_14 Macromolecular chemistry  
PE5_16 Supramolecular chemistry  

 
LS1_1 Macromolecular complexes including interactions involving nucleic acids, proteins, lipids and 
carbohydrates 
LS1_9 Structural biology and its methodologies 
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