Pratica: Espectro de absorg¢do UV de aminoacidos (Amax e €)

1) Objetivos

Registrar o espectro de absor¢do UV de aminodacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina
e triptofano).

Determinar o comprimento de onda maximo (Amax) de cada composto.

Estimar a absortividade molar (€) por meio de curva de calibracéo (Lei de Beer—
Lambert).

Aplicar o método para quantificar proteina por medicdo em 280 nm.

2) Materiais e reagentes

Espectrofotometro UV-Vis e cubetas de quartzo (b = 1,00 cm).
Tampao fosfato 10 mM, pH 7,0

Padroes: L-fenilalanina, L-tirosina, L-triptofano (298%).

Agua Mmilli-Q.

Pipetas e ponteiras; tubos de 1,5-15 mL; espectrofotometro.

3) Preparagao de solucoes

1.

A partir de solugdes estoques (<1 mM) de cada aminoacido preparado em tampao pH
7,0 foi feita a diluicdo para 50 uM

Dilui¢cdo para varredura: 50 uM (para evitar A > 1,2).

Série analitica para calibragdo (cada aminoacido, em seu Amax):
0, 50, 100, 150 e 200 uM .

4) Ajuste do equipamento

Branco: tampao pH 7,0.
Varredura: 200-320 nm, banda de passagem 10 nm.

Modo baseline: subtrair branco antes das leituras.

5) Procedimento

5.1 Varredura espectral (Amax)

1.

2.

3.

Enxague a cubeta com a prépria amostra (3x).
Registre o espectro (200—-320 nm) para Phe, Tyr e Trp (50 uM).

Identifique Amax (pico principal) de cada aminoacido.

5.2 Curva de calibragdo ()

1.

2.

Selecione um A (o Amax encontrado) por aminoacido.

Meca A das solucGes da série (0-30 uM).



3. Construa A vs. c (linha reta passando préximo da origem).
4. Ajuste linear: inclinagdo = €+ b - como b = 1,00 cm, € = inclinagao.

Observagao: se o ajuste tiver intercepto # 0, reporte € pela inclinagao e discuta possiveis
causas (baseline, espalhamento, erro de branco).

6) Relatério (itens minimos)
e Graficos: espectros (Phe, Tyr, Trp) e curvas A vs. c.
e Amax observado para cada aminodcido (1 nm).
e £ (com incerteza do ajuste) e R2.

e Discussdo: influéncia do pH, possiveis deslocamentos de A , comparacdao com
literatura/fornecida.

7) Questdes para fixagdo
1. Por que a cubeta de quartzo é necessaria no UV?
2. O que causa deslocamentos de Amax (efeitos de solvente/pH)?
3. Explique por que Phe absorve menos fortemente em 280 nm do que Trp.
4. Quais limitagcbes do método A280 para proteinas ricas/pobres em aromaticos?

5. Como a espessura da cubeta (b) afeta a determinacdo de €?



