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Conteudo:
e | el de Beer-Lambert-Bougart

e Aplicacoes
e INStrumentacao
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Pré-requisitos

Luz

Atomos, moléculas, solucdes e
modelos de moléeculas

Estrutura de biomoléculas
— Estrutura de proteinas
— Acidos nucléicos

Teoria de Grupos e simetrias
em moléculas

Polarizacao das nuvens
eletronicas

Momento de dipolo elétrico
(de transicéao)
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Bibliografia auxiliar

Biophysical
ChemistryTechniques for the
Study of Biological Structure
and Function. Cantor e
Schimel

Principles of Physical
Biochemistry (2nd Edition).
2005 Kensal E van Holde
e Curtis Johnson

Livros de fisica moderna
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A absorcao é um fendbmeno base de outros
gue nos interessam muito

Technigque structural parameter

Fluorescence

Intrinsic Tryptophans and tyrosines vicinities
Extrinsic fluorophore binding Hydrophobic cores exposition
(ANS, TNS)
Substrate binding Active site formation
Forster Resonance Energy Distance between residues
Transfer (FRET)

Anisotropy Correlation time, volume
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Technigque

Circular Dichroism

Electronic Far UV
circular (190-250 nm)
dichroism
Near UV

(260-400 nm)

Fluorescence circular dichroism
Magnetic Circular Dichroism (MCD)

Synchrotron Radiation Circular
Dichroism (SRCD)

ROA (Visivel) (absorcao IR)
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structural parameter

Secondary structures

Aromatic vicinities/ tertiary enviroments

fluorescence polarization
Quirality at metals vicinities

Absorption until 140 nm
(supersecondary structure)

Conformacao secundaria
Vizinhancas s carbonos quirais
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A(cm) | REGIAO ESPECTRO | FREQUENCIA TECNICA/APLICAGAO
(Hz)
10 RAIOS-y 10% LASER/RAMAN
10° RAIOS-X (10%-10") DIFRACAO RAIOS-X
3X10° u.Vv. 3X10" ESPECTRO ELETRONICO
6X107 VISIVEL 7X10" ESPECTRO ELETRONICO
10° IR 4X10" ESPECTRO VIBRACIONAL
102 FAR IR 10" ESPECTRO VIBRACIONAL
10" MICROONDAS (107-10") ESPECTRO ROTACIONAL
10° MICROONDAS (10”-101) EPR
10 RADIO FREQUENCIA (10-10°) NMR
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Da absorcao eletronica

Espectroscopia Optica - relacionada com a intensidade de
absorcao

Espectroscopia de Fluorescéncia - relacionada com a intensidade
de emissao

Espectropolarimetria ou Espectroscopia de Dicroismo
Circular -relaciona intensidade, espécie e grau de polarizacao
da emisséao
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Luz incidente (I,) — amostra[C] — aintensidade de | € muito baixa luz decai
exponencialmente apds passar pela amostra

l=1,e-€Ce — In(l,/1)=€C ¢, onde ¢ é intrinseco de cada amostra absorvedora e € é 0
caminho otico cubeta (em cm)

¢ . coeficiente de absorcao molar (ou absortividade molar)esta relacionado com a probabilidade
de ocorrer a transicao eletronica de um nivel de energia para outro

Conhecendo estes parametros pode-se quantificar a absorbancia (A) ou densidade
optica (DO)
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Scheme of an Absorption Spectrophotometer
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Lamp monochromator sample detector
07/09/2023 http://biochimica.bio.uniromal.it/AdvancedCourses/L04_NoveHrady2016.htm 10

https://phet.colorado.edu/sims/html/beers-law-lab/latest/beers-law-lab_pt BR.html



http://iww.nature.com/nprot/journal/v8/n8/fig_tab/nprot.2013.087_F2.html

Light source

Monochromator

Detector
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ANALISANDO BIOPOLIMEROS: LIGACAO PEPTIDICA
) o - CADEIAS LATERAIS: maioria tem
PROTEINAS: LigacGes peptidicas transicdes eletronicas na mesma regido
Cadeias laterais ligacdo peptidica. Excecdo as cadeias
Grupos prosteticos que absorvem acima 230 nm (230 - 300

nm)

AA aromaticos
Phe - 250 nm - g - 250 Mt cm™?
Tir -274nm -¢g - 1400 Mt cm-?
Trp - 240-290 (280) nm - ¢ - 5000 M-t cm
Cys - 230nm - g -300M1cm
Grupos prostéticos: heme, flavina, piridoxal fosfato
Trp e Tyr podem ser usados para quantificar proteinas

O ¢ de uma proteina pode ser estimado quando se conhece 0
namero de Trp e Tyr
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Regiao UV-distante (Far-UV) |; 2
e Contribuicao dominante: amidas - R““’lff"f
H
T T
T N T
140 nm e 190 nm 220 nm
m* * us T
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n-nt* (~220 nm):
e apesar de proibida, possui um m
muito grande

e Muito afetada pelo solvente
(230nm: apolar e 210nm: polar)

n-n* (~190 nm):
e Permitida
e Na&o é afetada pelo solvente

14
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Regidao UV-proximo (Near-UV)

e Contribuicdo dominante: aromaticos
— Benzenos e seus derivados

4 transicoes m—+ m*

Lo Ly ¥ Acoplamento vibronico:
‘ L “empresta” a energia de B
Ba Bb [@ ~250 nm

< 1Lb

.4

J. R. Platt, J. Chem. Phys., 1949, 17, 484—495.
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L,=210 nm L,=260 nm
B, e B,=185nm

L,=230nm L,=275nm
B, e B,=190 nm

o>

L, e L,entre 270 e 280 nm g - 225 nm
\ (com componente vibrénico)

H L, € muito sensivel a vizinhanga

Biochemistry. 1999 Aug 17;38(33):10814-22. Sreerama N
Y.Yamamoto and J. Tanaka, Bull. Chem. Soc. Japan, 1972, 45, 1362.
B. Albinsson and B. Norden, J. Phys. Chem.. 1992, 96, 6204. 16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10451378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sreerama%20N%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10451378
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2 transicoes n c*

e apesar de proibidas, possuem m muito fortes,
dependendo do angulo diedral
o ~230-240 nm

OH
5 : NH,
L TK ! W, ) 1o 0y
S
H’.
' HzN/gfo
-r. W OH
{ s ‘o’\
“ \\ I' '
\~‘ .'"
s o
3/ v \h, as n = % (W Wy- bt hy)
1 1
b, n, = % (Wy+ We-hy-hy)
1
o* =7 (b ~h;) o,
2 a; n, =% (3¢ Nethy+h)
b, ne = % “‘g'l"'c"‘ hs - hy)
17

Woody, R. (1973) Tetrahedron. (29): 1273-1283.
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ESPECTROS DE ABSORCAO

>

Deoxy-hemoglobin

\.’”

Oxy-hemoglobin

=

Melanin

Absorption cross section / x L0°Mem ™
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00 4510 SO0 S50 A0 650 Ton
Wavelength / nm

http://www.ualberta.ca/~tjh/1645 sunday 8223-26 tyler harrison.pdf
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VARIACAO CONFORMACIONAL

1,2
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CALCULO DE ¢

Lineer Regression for Data_Absorbéincia:
Y=A+B*X

A=0,0342720,04341
B=0,5627110,03208
R =0,90386

U
0,5 1 ’0 1 ts

Concentracéo (mg/ml

T
20
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Referéncias

Além das citadas nos slides temos:
1. Principles of Fluorescence (J.R. Lakowicz)

1. Circular Dichroism and the Conformational Analysis of Biomolecules (G.D.
Fasman)

1. Circular Dichroism: Principles and Applications (Nina Berova, Koji Nakanishi,
Robert W. Woody)

1. Principles of Physical Biochemistry (Kensal van Holde)



