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A RMN monitora todos os ndcleos com spin = 0

Por ex., "enxerga” todos os prétons da molécula

A RPE € mais especifica, pois "enxerga” somente centros
paramagnéticos, que sdo poucos nas biomoléculas:

Metal centers Free radicals

In proteins: - Intermediates in
. biological redox

- Fe(I.I or ITT) in heme eactions
proteins
_ Mn(TT or ITT) in - Radiation induced
superoxide dismutase - Stable radicals
- Mo(V or VI) in xanthine (Melanin, cereals, etfc...)

oxidase or sulphite oxidase

-etc...... @in Iabeb




"Spin labels”

Marcadores de spin

Moléculas exdgenas, paramagnéticas,
incorporadas ao sitio a ser estudado

- ligadas covalentemente a molécula

- incorporadas a agregados de moléculas

Incorporadas a agregados anfifilicos em
solugdo aquosa
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- fosfolipidios
- acidos estedricos
- colesterol
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ncorporam-se a bicamada lipidi



lipidios e marcadores de spin
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O que podemos avaliar com medidas de
RPE ?

- Estrutura do sitio onde se encontra a
sonda paramagnética: ordem, fluidez e

"polaridade” do sitio



Na Ressondncia Paramagnética Eletronica (RPE)

:@j

fator giromagnético para o elétron

w, = GH,
~ 103
Vel = 10° |ypl < <, ~ MH,
Mas, em geral, usamos outra expressdo:
~ en \J
!.l p—
2m

B = magneton de Bohr

— — —gﬁ (para o “elétron livre" g =2,00232)
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spin
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S,

fazendo I:] Il Z }[spln gBH 7

S, — auto valores - m . h

autoestados dessa Hamiltoniana:

St | Y



p. ex. S=1/2, mg=+1/2 , -1/2

hv
mg = 1/2 < E =% g BH
AE
mg =-1/2 E=-%gpH
AE = gBH Na absorc¢do de radiagdo:

hv = AE = gBH

Como ¢ feito o
experimento de RPE: hv = AE = gBH

v fixa, varia-se H até
se obter a ressonancia \

H



fator g
hv = gpl

Quando o experimento é feito,
vocé mede o H onde acontece

a absorgdo, portanto vocé
hv = AE = gBH calcula o fator g, dado que v é
conhecido.
\;\\ para o “elétron livre" g =2,00232
4 % - o H que ele "sente” é ~ H aplicado

Em geral, o elétron desemparelhado estda em um orbital, e
temos o acoplamento spin-drbita, anisotrépico. Portanto, para
cada diregdo de aplicagdo de H, a interagdo Zeeman varia:
interagdo de H com o momento angular orbital e momento
angular de spin do sistema.



De uma maneira geral, escrevemos:
9 B N R no lugar de:
—rTH.q. S,
spin h H g S |:‘7{spin=gBH7:|
Sendo que é colocado no "tensor g“, todo o desconhecimento
que temos das interagoes do sistema, sendo H o campo
externo, e este tensor g € medido experimentalmente,
variando-se o dngulo de aplicagdo de H, com respeito a
estrutura da molécula

hv =B 9(6,0)H(8,9)

Para vdrios moléculas com centros paramagnéticos,
principalmente metais, o trabalho do fisico serd o cdlculo
deste tensor g, dado que nele esta embutido o
acoplamento spin-orbita. Com ele, serad, entdo, possivel
fazer estimativas dos orbitais do centro paramagnético, e
comparar com parametros vindos, por ex., de modelagem.



grupo heme
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T g T°F &l Som spinalfo = 5=5/2
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CH,
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w(& Ingram, 1957, estuda
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cristais de mioglobina,
antes dos cdlculos por
raios-X: duas moléculas
por célula unitaria e
(http://courses.cm.utexas.edu/jrobertus/ch339k Joverhieads-1/ch7_keme.jpg)  estrutura do centro ativo




lipidios e marcadores de spin
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nitroxido: usado como "marcador de spin”

radical livre, extremamente estavell
s=1/2

‘ H, = g,= 2,0027

Z
O
N 5 1eme X —  H, = 0,=2,0089
?ﬁ) ‘/Hy = g, = 2,0061

(elétron livre g = 2,0023)

Fator g, nas 3 diregoes, ndo sdo muito distintos.

Elétron desemparelhado localizado principalmente no orbital p
do nitrogenio.



Interagdo hiperfina

Interagdo do elétron desemparelhado com os nicleos vizinhos

Interagdo cldssica entre dois dipolos magnéticos: do
elétron e do nicleo

—_ S — g
H, =—gl3; Uy =Y
10 3(S-F)1-F) ST
Ho = _
anisot 4 7/_} gﬂy{ r.5 r.3

Interacdo de contato (de Fermi)

8 - -
j{isot — 3_77;- gﬂy‘\{r(o)‘zs -

hiperfina
g = g

anisot

+H

isot




ﬂhiperﬁna :SA |

Sendo que no tensor A, que pode ser medido, € colocada toda a
interagdo hiperfina desconhecida,

que serd, portanto, medida experimentalmente.

_Bha. 1
h
/

H Jg-S+—=S-A-l
Interagcdo Zeeman Interagdo hiperfina

spin

h2



Para o nitroxido:

S=3e I=1(interagdo com o spin nuclear do *N)

‘ H, = g,=2,0027, A,=32G

Z
@y g, = 2,0089
N= $-e- —_—
?@ = X / Hx = Ax e

H, = g,=2,0061, A, =6 G

Como estes valores sdo medidos?



H

spn1'_

+1/2

-1/2

Por ex.,

B
7

G-S+

H//5 e todas as moléculas ordenadas

h_lzé'&_[ ﬂspln ngHS

S=%e =1

E =g,BHmMg + A,mgm,

mr

1 E=Y%g,pH+ %A,
0 E =% g,pBH

1 E=1%gpH-%A,

1 E=-%gBH+ %A,

0 E=-%g,BH

+1 E=-%g,BH - %A,

{Amsz +1

A,
h*

Am; =0

z



Como o experimento é feito

hv fixa y
(micro-onda)m V
Varia-se o 7 /A?
campo  +1/2 ///
magnético
aplicado  ,,,  T—__

AmS:i'l V\
Am; =0

m;
+1 E=%g,BH + %A,
0 E=%g,BH

-1 E=%g,BH- %A,

-1 E=-%g,BH+ %A,
0 E=-%g,pH
+1 E=-%0,pH-%A,

Mede-se /\ /\ /“\

os valores SN SN N

dege A A/9.B 1 A,/g,B
A A

AE =hv =gBH - A,

H = (hv/g,B) + (A,/ 9,B)

AE = hv =g,BH
H = hv/g,p



"
“

N>

:
-~

Absorption
derivative

°T

X

(Mawrsh, 1981)



Lembrando a simetria

' Y
do grupo nitréxido :?*o _____ X

Em caso de um A,.=66 W .- H//x

cristal, onde o

nitréxido foi A =66 }‘M — Hlly
incorporado como i |

impureza, mas i . B}
estd ordenado A, =326 J{( %}( ‘)\( .H//Z

Portanto, os valores do desdobramento hiperfino, A(6,0),

ou A(0), dado que existe uma simetria axial, variam entre 6
e326
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Absorption

derivative

v | hv
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0 +

N

1
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9XX’ AXX
Oyy: Ayy

922' AZZ

(e)
G, = (Axx + Ayy + Ay)/ 3
Uo = (Oxx * Oyy * 9,,)/3*

(b)

{c)

(d)

Solution

(Mawrsh, 1981)



Ay~ A, ~66 —

Hiy

crystal

HIl 2

Rigid gloss

{
movimento rdpido :

i
Solution




"espectro de po”

Soma dos espectros obtidos com o marcador de spin
em todas as direcoes

Marcador de spin
totalmente imobilizado

Absorption

Derivative
aa
dH

Deste tipo de
espectro, mede-
\/ e se soznAen’re 0

ZZ

(Knowles, Marsh, Rattle, 1976)



Forma e posigdo das Tempol em meios de diferentes

linhas do sinal de viscosidades
RPE lr.\for'mag} soTbre tempo de correlagdo rotacional
0 microambiente ~ 3
1. = 4mnr3/3kT
onde se encontra o OH ¢ i /

nitréxido: (Stokes-Einstein)

7NN
. 0
- fluidez y, 1,5ns
. Weckl
-polaridade / A0ns i

-
o
—/\/\/\ﬁgﬂi Y
Processos de v S
| %0 d 20.0 ns )
relaxac¢do do
sistema estao 70.6 ns
relacionados ao ‘ Srongy
movimento dos 115.0 ns

centros
par'amagné‘ricos ZOHG ‘ | (Smith, 1972)




T~25°C 16-SASL em

DPPC Em bicamada, abaixo da T,
do fosfolipidio

_J K\%P_g Em bicamada, acima da

T,, do fosfolipidio

SDS  Em micelas

) j H20  Livre, em solucdo

T
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