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4.
Técnicas Espectroscopicas

Faremos uma introdu¢do sobre técnicas espectroscopicas utilizando os

livros textos que constam nas referéncias: Lakowicz, 1983 e Freifelder, 1976.

4.1
Espectroscopia de Absorcao

Moléculas absorvem luz. Os comprimentos de onda que sdao absorvidos e a
eficiéncia da absor¢do dependem tanto da estrutura da molécula como do meio
onde estd a molécula, fazendo da espectroscopia uma ferramenta 1util para

caracterizar pequenas e grandes macromoléculas.

411
Teoria simples da absorgao da luz por moléculas

Luz, em seu aspecto ondulatorio, consiste de campos elétrico € magnético
mutuamente perpendiculares, que oscilam senoidalmente & medida que se

propagam pelo espago. (Fig 4.1).
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Figura 4.1 Propagacdo de uma onda eletromagnética, mostrando que o campo

elétrico (E) e o campo magnético (B) sdo mutuamente perpendiculares.
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Mas a luz também se comporta como um feixe de particulas, fotons. A
energia E do foton ¢ E = hc/A =hv, sendo h a constante de Planck, c¢ a velocidade
da luz, A o comprimento de onda e v a freqiiéncia. Quando uma onda
eletromagnética encontra uma molécula, ela pode ser espalhada (sua dire¢do de
propagacao muda) ou pode ser absorvida (sua energia ¢ transferida a molécula). A
probabilidade relativa da ocorréncia de cada processo ¢ uma propriedade
particular da molécula encontrada. Se a energia eletromagnética da luz ¢
absorvida, a molécula é dita estar excitada ou em um estado excitado. Uma
molécula ou parte de uma molécula que pode ser excitada pela absor¢do ¢
chamada de cromoforo.

Esta energia de excitacdo ¢ usualmente convertida em calor (energia
cinética) pela colisdo de moléculas excitadas com outras moléculas (por exemplo:
uma molécula do solvente). Com algumas moléculas esta energia ¢ reemitida
como fluorescéncia (o que veremos na proxima secao). Em ambos os casos, a
intensidade da luz transmitida por um conjunto de cromoéforos ¢ menor que a
intensidade da luz incidente.

Uma molécula excitada possuird uma das possiveis quantidades discretas
de energia descritas pelas leis da mecanica quantica, os niveis de energia da
molécula. Os niveis de energia, em maioria, sdo determinados pelas possiveis
distribuigdes espaciais dos elétrons e sdo chamados niveis eletronicos de energia;
sobre estes niveis existem os niveis vibracionais, que indicam os varios modos de
vibragao da molécula (o estiramento e dobra de varias ligagdes covalentes). Ha
também, subdivisdes menores chamados de niveis rotacionais, que apresentam
uma importancia menor na espectroscopia de absor¢do. Todos estes niveis de
energia sdo geralmente descritos por um diagrama de niveis de energia (Fig. 4.2).
O mais baixo nivel eletronico ¢ chamado de estado fundamental e todos os outros

sdo estados excitados.
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Figura 4.2 Tipico diagrama de niveis de energia mostrando o estado fundamental e
o primeiro estado excitado. Os niveis vibracionais sdo mostrados como linhas horizontais

mais finas (www.chemkeys.com).

A absor¢cdo da energia ¢ possivel somente se a quantidade absorvida
corresponde a diferenga entre niveis de energia. Isto pode ser expresso pela
expressdo que correlaciona o comprimento de onda da luz (A) com o nivel de
energia da molécula antes da absor¢ao (E;) e o nivel de energia alcangado apos a
absor¢ao (E,): A =hc /(E; -Ey).

A mudanga entre niveis de energia ¢ chamada de transicdo. Uma transi¢ao
entre niveis eletronicos de energia representa a energia requerida para mover um
elétron de uma Orbita a outra. As transi¢cdes sdo representadas por setas verticais
no diagrama dos niveis de energia. (todas as transi¢des ndo ocorrem com alta
probabilidade, sdo determinadas pelas regras de selecao da mecanica quantica). A
representacdo da probabilidade de absorcdo versus o comprimento de onda ¢
chamado espectro de absor¢do e a espectroscopia de absor¢do tem por objetivo

obter e analisar os dados de absorgdo. Se todas as transigdes estdo somente entre o
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nivel vibracional mais baixo do estado fundamental e o primeiro estado excitado,
entdo o espectro de absor¢do consistira de uma seta, linhas discretas. No entanto,
como as transicoes sdo possiveis do estado fundamental para qualquer dos niveis
vibracionais e rotacionais do primeiro estado excitado e porque as linhas tém
largura finita, o espectro aparecera como uma curva relativamente suave. Para a
maioria das moléculas, os comprimentos de onda correspondentes as transi¢des
entre o estado fundamental e qualquer nivel vibracional do primeiro estado
excitado estardao no intervalo da luz ultravioleta e da luz visivel. Transicoes de
baixa energia também sdo possiveis entre niveis vibracionais no interior de um
mesmo nivel eletronico. Estas transi¢des estardo na faixa do infravermelho. A

Fig. 4.3 mostra o espectro eletromagnético.
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Figura 4.3 Parte do espectro eletromagnético com destaque para os comprimentos

de onda da luz visivel.

A probabilidade de absor¢do para um tUnico comprimento de onda ¢
caracterizada pelo coeficiente de absor¢ao molar para aquele comprimento de
onda. Isto ¢ mais facilmente definido em termos de como ele ¢ medido. Se luz de
intensidade Iy passa através de uma substancia (que pode estar em solugdo) de
espessura d e concentragdo molar ¢, a intensidade / da luz transmitida obedece a

lei de Beer-Lambert:
I=1,107%9¢ ou log(/I))=-¢edc

em que € ¢ o coeficiente de absor¢ao molar. Os dados de absor¢ao podem ser

colocados em porcentagem (%) de transmissdo (7= 1007/ 1) ou, mais comu-
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mente, como a absorvancia 4 = log (Iy/ ). Quando d = 1 cm, A é comumente
chamado de densidade 6tica (OD,), em que o indice A informa o comprimento de
onda em que a medida foi feita. A densidade otica é conveniente, pois ¢ igual a &c.
Em alguns casos, se ¢ ¢ alto, € aparece como uma funcao de ¢ e pode ser dito que
a lei de Beer-Lambert foi violada. Isto pode resultar do espalhamento ou das
mudangas estruturais (por exemplo: dimerizagdo, agregacdo, ou mudangas

quimicas) para concentracoes altas.

4.1.2
Instrumentagao para medigao da absorvancia no visivel e ultravioleta

As medidas de absorvancia sdo feitas em um espectrofotometro. Como a
maior parte dos estudos com biomoléculas sdo feitos com moléculas em solugao,
nos ateremos a amostras desse tipo. Apesar de variarem em desenho, todos os
espectrofotometros consistem de uma fonte de luz, um monocromador (para a
selegdo dos comprimentos de onda), um porta-amostra transparente chamado de
cubeta, um detector de luz, e um registrador para acumular os dados de saida do
detector. A Fig. 4.4 mostra o esquema do espectrofotdmetro HP-8452A , com
detecgdo por arranjo de diodos.

Em uma tipica operagao, ¢ feita uma medicao da luz transmitida somente
pelo solvente (que pode ser um tampao ou uma solugdo de moléculas pequenas),
seguida por uma medi¢do da luz transmitida pela amostra quando dissolvida no
mesmo solvente. O primeiro valor ¢, entdo, subtraido do segundo para se ter a
absorvancia do soluto. Isso ¢ feito ao mesmo tempo para cada comprimento de
onda da luz, de 2 em 2 nm, que atinge cada diodo do arranjo ap6s ter passado por
uma rede de difracdo. O instrumento ¢ ajustado para fazer a operagdo
eletronicamente ou através de software, mostrando o espectro na tela de um

computador.
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Figura 4.4 Esquema do espectrofotdmetro HP-8452A. A luz da lampada passa

através da amostra e solvente contidos em uma cubeta. Em seguida passa pela rede de

difracdo, para selegdo do comprimento de onda, e atinge o arranjo de diodos para a

deteccao (da Silva, Tese de mestrado, PUC-Rio).

4.1.2
Parametros medidos em espectroscopia de absorgao
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Figura 4.5 Exemplos de espectros de absor¢cdo. A partir de diferengas entre

espectros de amostras, freqlientemente é possivel identificar seus componentes

moleculares (www.chemkeys.com).
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A Fig. 4.5 mostra espectros na regido UV-visivel para duas moléculas
biologicas. Os parametros usualmente medidos sao DO (densidade 6tica) ou ¢
(coeficiente de absor¢do molar). O comprimento de onda correspondente ao pico
de absor¢do maxima ¢ chamado Ay , € € para este comprimento de onda que € é
geralmente medido. Algumas das bandas de absor¢do consistem de multiplos
picos e os comprimentos de onda correspondentes a esses picos t€ém coeficiente de

absor¢ao molar menores que o do Ay:x € sdo freqiientemente registrados.

41.3
Fatores que afetam as propriedades de absor¢ao de um croméforo.

O espectro de absor¢ao de um cromoforo € primariamente determinado pela
estrutura quimica da molécula. Entretanto, um grande numero de fatores
relacionados ao meio produz mudangas detectaveis em Apns;x € €. Fatores
relacionados ao meio consistem em mudangas no pH (que produzem mudancas na
estrutura da molécula), na polaridade do solvente ou de moléculas vizinhas, ¢ a
orientagdo relativa de cromoforos vizinhos. Sao estes efeitos do meio que dao as
bases para o uso da espectroscopia de absorcio na caracterizagdo das
macromoléculas.

As caracteristicas gerais desses efeitos relativos ao meio sao os seguintes:

Efeitos do pH. O pH do solvente determina o estado de ionizacdo de
croméforos ionizaveis (protonagio e desprotonagao pelo H').

Efeitos da polaridade. Depende da estrutura do cromodforo e do tipo de
transi¢do. Para cromoéforos polares, ¢ freqiiente (especialmente se a molécula
contém O, N, ou S) que Apsx Oocorra para um comprimento de onda menor em
solventes polares hidroxilicos (H,O, alcoois) que em solventes nao polares.

Efeitos da orientagdo. Caracteristicas geométricas (simetria, organizacao)
freqiientemente tém fortes efeitos sobre Apix € € O melhor exemplo ¢ o
hipocromismo de acidos nucléicos.

Como resultado de um grande numero de estudos envolvendo compostos
biologicos € macromoléculas cujas estruturas sdo bem conhecidas em varias

condigdes, um conjunto de fatos empiricos levou a construgdo de regras para a
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interpretacdo de espectros de absor¢do de biomoléculas. As regras mais comuns
sdo:

1. Se os aminoacidos triptofano, tirosina, fenilalanina e histidina sdo

desviados para um meio menos polar, Az € € aumentam. Entdo:

a. Se o espectro de um destes aminoacidos em uma proteina em um
solvente polar mostra que Anix € € s30 mais altos que os valores para os
aminoacidos livres no mesmo solvente, entdo os aminoacidos devem
estar em uma regido interna da proteina e cercados por aminoacidos nao
polares.

b. Se o espectro de uma proteina ¢ sensivel a mudangas na polaridade do
solvente, o aminoacido mostrando as mudangas em A, € € deve estar
sobre a superficie da proteina (se ndo induzir mudangas conformacionais
que exponham o aminodacido).

2. Para aminoacidos, Amax e € sempre aumentam se um grupo titulavel (o

OH da tirosina, o imidazol da histidina, ¢ o SH da cisteina) estiver carregado.
Entao:

a. Se nenhuma mudanca espectral for observada para um desses
cromoforos e se o pH for tal que ocorra a titulagdo do aminoacido
livre, o croméforo deve estar localizado em uma regido ndo polar da
proteina.

b. Se a mudanca espectral como uma fun¢do do pH indica que o grupo
protonavel tem o mesmo pK como teria se estivesse livre em solugao,
entdo o aminodcido estd sobre a superficie da proteina.

c. Se a mudanca espectral como uma func¢ao do pH indica um pK muito
diferente, entdo o aminoacido deve estar em um meio fortemente polar
ou cercado por grupos carregados (por exemplo: uma tirosina cercada
por grupos carboxilicos ).

3. Para purinas e pirimidinas, € diminui a medida que seus sistemas de anéis

tornam-se paralelos e empilhados.
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4.2
Fluorescéncia no Estado Estacionario

Em algumas moléculas, a absor¢do de um foton ¢ seguida por emissdo de
luz de um comprimento de onda maior (menor energia). Esta emissdo ¢ chamada
de fluorescéncia, transicao de estado singleto para singleto (ou fosforescéncia, se a
transi¢do for de estado tripleto para singleto). Como na espectroscopia de
absor¢do, hd muitos fatores que alteram o espectro de fluorescéncia, portanto a
eficiéncia da fluorescéncia ¢ dependente desses fatores relacionados ao meio em
que a amostra estd inserida. As medidas de fluorescéncia sdo mais sensiveis que
as medidas de absorvancia, apesar da espectroscopia de absor¢ao ser mais simples
de se realizar. As medidas de fluorescéncia de macromoléculas podem nos dar
informagdes sobre: conformacao, sitios de ligacdo, interagdes com solventes, grau
de flexibilidade, distancias intermoleculares e coeficiente de difusdo rotacional de
macromoléculas.

A teoria da fluorescéncia ndo ¢ ainda adequada para permitir uma correlacao
positiva entre o espectro de fluorescéncia e as propriedades do meio da amostra
emissora. Mais uma vez a utilidade da técnica ¢ baseada em principios

experimentais estabelecidos a partir de estudos com compostos modelos.

4.21
Teoria da Fluorescéncia

Como ja mencionado na se¢do anterior, as moléculas tém niveis discretos de
energia. Os niveis de energia de uma molécula sdao descritos pelo diagrama de
niveis de energia da Fig. 4.6.

No diagrama sao mostrados dois niveis eletronicos, o de menor energia ou
estado fundamental (G) e um de maior energia ou primeiro estado excitado (S1) e

alguns dos niveis vibracionais de cada um.
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Figura 4.6 Diagrama de niveis de energia de um croméforo. G e S1 indicam o
estado fundamental e o primeiro estado excitado, respectivamente. Os estados
vibracionais s&o representados pelas linhas finas horizontais. Esta molécula absorve luz
pelas transi¢gdes indicadas no diagrama. Depois da excitagdo, ha perdas vibracionais
para o nivel mais baixo do primeiro estado excitado e entdo é capaz de emitir luz por

fluorescéncia a partir desse estado (www.chemkeys.com).

Quando a energia da luz ¢ absorvida, a molécula passa de um nivel de
energia mais baixo para um mais alto (nem toda transi¢ao € possivel, as transigoes
possiveis sdo definidas pelas regras de selecdo da mecanica quantica). Cada
transi¢do estd indicada no diagrama por linhas verticais. Se a molécula esta
inicialmente ndo excitada (no seu estado fundamental, G) e a energia absorvida ¢
maior que aquela necessaria para passar ao primeiro estado eletronico excitado,
S1, o excesso de energia pode ser absorvido como energia vibracional e a
molécula estard em um dos niveis vibracionais mostrados na Fig. 4.6. Esta energia
vibracional ¢ rapidamente dissipada como calor pelas colisdes com as moléculas
do solvente (se a molécula excitada esta em solugdo), e a molécula passa ao nivel
vibracional mais baixo de S1. A molécula excitada, entdo, retorna a G pela
emissdo de luz (fluorescéncia) ou por uma transi¢do ndo-radiativa. Como parte da

energia ¢ perdida para o nivel mais baixo de S1, a luz emitida terd menos energia
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(maior comprimento de onda) que a luz absorvida. Assim, a luz de fluorescéncia
terd sempre um comprimento de onda maior que a luz de excitagdo. No entanto,
ao retornar para G, a molécula pode ficar em um nivel vibracional que nao seja o
fundamental absoluto; esta energia vibracional sera, também, dissipada em forma
de calor. Se existirem diferentes absorvedores, a luz emitida serd composta de
diferentes comprimentos de onda (todos maiores que aqueles da luz absorvida); a
probabilidade de decaimento do primeiro estado excitado para cada nivel
vibracional do estado fundamental determina a forma do espectro de
fluorescéncia. Na Fig. 4.7 s3o mostrados espectros tipicos de absor¢do, de
excitagdo e emissdo de fluorescéncia (A), bem como espectros de excitagdo e

emissao de fluorescéncia do triptofano (B).
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Figura 4.7 Espectros tipicos de absorgdo (tracejado), excitagdo (pontilhado) e

emissao (continuo) de fluorescéncia (A), bem como espectros de excitagdo e emissao de

fluorescéncia do triptofano (B) (www.chemkeys.com).

Como visto antes, uma molécula excitada nem sempre fluoresce. A

probabilidade da fluorescéncia ¢ descrita pelo rendimento quantico, Q, que ¢ a
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razdo entre o numero de fotons emitidos e o numero de fotons absorvidos. Muitos
fatores determinam Q, alguns deles sdo propriedades da propria molécula (fatores
internos) e outros sdo devidos ao meio em que se encontra (ambiente). Os fatores
internos derivam principalmente da distribuicdo dos niveis vibracionais entre G e
S. Por exemplo, se um nivel vibracional (V) do estado fundamental tem a mesma
energia de um nivel vibracional de ordem mais baixa do primeiro estado excitado
(Vs), pode ocorrer uma transicdo nao-radiativa de Vg para Vg, seguido da
conversao da energia de Vg em calor. Isto ¢ o que normalmente acontece com
moléculas flexiveis, devido aos muitos niveis vibracionais altos de G. Este € o
meio mais comum para dissipar a energia de excitacdo e devemos considerar que
as moléculas fluorescentes (fluordforos) sao raras e que sdo quase invariavelmente
compostas por anéis aromaticos rigidos ou por sistemas de anéis.

Os fatores internos ndo sdo geralmente de interesse para estudos de
propriedades das macromoléculas. Os fatores do meio sdo mais importantes. O
efeito do meio ¢, primariamente, fornecer processos nao-radiativos que competem
com a fluorescéncia e dessa forma reduzem o rendimento quantico Q; esta
reducdo de Q ¢ chamada de supressdo da fluorescéncia . Em sistemas biologicos, a
supressao ¢ normalmente o resultado dos processos de colisdo (desde uma reagio
quimica até uma simples colisdo com troca de energia) ou um processo radiativo
mais longo chamado transferéncia ressonante de energia. Estes trés fatores sdo
expressos em uma situagdo experimental, envolvendo solugdes e compostos
dissolvidos que interagem com o fluoréforo (chamados supressores de
fluorescéncia), da temperatura, do pH, dos grupos quimicos vizinhos, ou da
concentracdo do fluoréforo. O fluordforo isolado ndo apresenta processos nao-

radiativos para perda de energia, mas somente fluorescéncia.

4.2.2
Instrumentagao para Medigcao da Fluorescéncia

A Fig. 4.8 mostra um arranjo padrdo para medidas de fluorescéncia. Um
feixe de luz de alta intensidade passa através de um monocromador para a selecao
de um comprimento de onda de excitagdo (um comprimento de onda
eficientemente absorvido pelo fluoroforo). O feixe de luz de excitagcdo passa
através de uma célula contendo a amostra. Para evitar a detec¢do do feixe

incidente, pode-se fazer a observagdo da fluorescéncia em angulo reto com o feixe
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incidente, pois a amostra ird emitir em todas as dire¢cdes. A luz emitida
(fluorescéncia) passa através de um monocromador para a andlise do
comprimento de onda e depois vai para um detector fotossensivel (tubo
fotomultiplicador). Programas de computador automaticamente varrem os
comprimentos de onda detectados e apresentam a intensidade de emissdo como

uma funcio do comprimento de onda da luz emitida.
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Figura 4.8 Esquema de um sistema de fluorescéncia semelhante ao utilizado no

presente trabalho. A fluorescéncia é emitida em todas as direcées pela amostra, mas a
maioria dos sistemas analisa somente a que é emitida a 90° em relacdo a luz de

excitacdo (www.chemkeys.com).

A intensidade da luz ¢ uma medida da energia E por unidade de area por
unidade de tempo. Devido a resposta dos detectores de luz (tubos
fotomultiplicadores) ser dependente do comprimento de onda e sendo E =hc/A, a
razao das saidas (correntes elétricas) produzidas pelo fotomultiplicador quando
dois comprimentos de onda diferentes chegam nele, ndo sdo as mesmas que a
razdo das intensidades. No entanto, na maioria dos experimentos, uma simples
medida da saida do fotomultiplicador ¢ suficiente, porque somente intensidades

relativas para cada comprimento de onda estdo sendo medidas — por exemplo, a
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medida de fluorescéncia na presenga e na auséncia de um agente, se o agente nao
afeta a eficiéncia de absor¢do da luz de excitacdo. Entretanto, em alguns
experimentos, ¢ necessario medir Q ou determinar a distribuicdo da energia
absoluta de um espectro de fluorescéncia;, ambos requerem medidas de
intensidade absolutas. Para medir Q devemos fazer a contagem dos fotons, pois: Q
= fotons emitidos / fotons absorvidos. Q ¢ uma quantidade adimensional. Como a
energia, E, de um f6ton ¢€ relacionada a freqiiéncia, v, da luz pela relacdo E = hv,
uma medida do niimero de fotons requer a medida da energia da radiacdo e a
corre¢do pela freqliéncia. Medir o rendimento quantico absoluto ¢ um processo
dificil e tedioso e ¢ raramente feito. O método usual para determinar Q requer a
compara¢do com um fluoréforo de Q conhecido; duas solugdes sdo preparadas —
uma da amostra e outra do fluor6foro padrdo — e, com a mesma fonte de
excitacdo, a fluorescéncia integrada (a area do espectro) de cada uma ¢ medida.
Muito freqiientemente, os espectros sao mostrados como intensidade de

fluorescéncia (em unidades arbitrarias) versus A. De fato, € raro medir-se Q.

4.2.3
Medidas de fluorescéncia intrinseca para estudo de proteinas

Dois tipos de fluordforos sdo usados em andlise de fluorescéncia de
macromoléculas — fluoréforos intrinsecos (contidos nas macromoléculas) e
fluoroforos extrinsecos (adicionados ao sistema, normalmente ligados a um de
seus componentes).

Para proteinas, ha somente trés fluoréforos intrinsecos — triptofano, tirosina
e fenilalanina (em ordem de maior para menor Q). A fluorescéncia de cada um
deles pode ser distinguida pela excitagdao e observagdo em comprimentos de onda
apropriados. Na pratica, a fluorescéncia do triptofano ¢ a mais comumente
estudada, porque a fenilalanina tem um Q muito baixo e a fluorescéncia da
tirosina ¢ freqiientemente muito baixa devido a supressdo. A fluorescéncia da
tirosina ¢ quase totalmente suprimida se ela estiver ionizada, ou proéxima de um
grupo amino, um grupo carboxil, ou um triptofano. Em situagdes especiais, no
entanto, pode-se detectd-la com excitagdao de 280 nm.

A principal razdo para estudar a fluorescéncia intrinseca de proteinas ¢ obter

informagdes sobre sua conformagdo. Isto € possivel porque a fluorescéncia tanto
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do triptofano quanto da tirosina dependem fortemente do seu ambiente (por

exemplo: solvente, pH, a presenca de um inibidor, uma molécula pequena ou um

grupo vizinho na proteina).

O uso das medidas de fluorescéncia intrinseca em proteinas ¢ baseado em

regras empiricas obtidas de estudos de compostos modelos cujas estruturas e

conformagdes sdo bem conhecidas. As regras de uso mais comum sao:

1.

Toda fluorescéncia de uma proteina ¢ devido ao triptofano, tirosina e
fenilalanina.

O Amix. do espectro de fluorescéncia do triptofano desvia-se para
comprimentos de onda menores e a intensidade aumenta quando a polaridade
do solvente diminui.

Se Amax. € desviado para comprimentos de onda menores quando a proteina
estd em um solvente polar, o triptofano deve estar internamente e em um
ambiente ndo polar. (Um desvio do Az em uma macromolécula é em relacao
a0 Amix. do aminodcido livre na agua).

Se Amax. € desviado para comprimentos de onda menores quando a proteina
estd em um meio ndo polar, ou o triptofano esta na superficie da proteina ou o
solvente induz uma mudanga conformacional que traz o triptofano para a
superficie.

Se a substancia for um inibidor (se ela inibe a fluorescéncia de um aminoacido
livre), como iodeto, nitrato ou ions de césio, suprimem a fluorescéncia do
triptofano ou da tirosina, os aminodcidos devem estar na superficie da
proteina. Se ndo ocorrer a supressao, entao:

O aminoacido pode ser interno.

O aminoacido pode estar em uma fresta de dimensdes tdo pequenas que o
inibidor ndo pode entrar em contato com ele.

O aminoacido pode estar em uma regido altamente carregada e a carga pode
repelir o supressor. Por exemplo, o ion iodeto (um inibidor negativo) falha em
inibir a fluorescéncia do triptofano se o triptofano estiver em uma regido
carregada negativamente; o ion Cs' ndo atua se o fluordforo estiver em uma

regido positiva. O supressor neutro, acrilamida, ndo ¢ afetado pela carga.
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4. Se a substancia ndo afeta o rendimento quantico do aminoacido livre, mas
afeta a fluorescéncia da proteina, entdo deve estar ocorrendo uma mudanga
conformacional na proteina.

5. Se triptofano ou tirosina estdo em um meio polar, seus rendimentos quanticos
(Q) diminuem com o aumento da temperatura, T, ao passo que, em um meio
ndo-polar, ocorre uma mudanga pequena. Conseqiientemente, desvio do
decrescimento padrao (monotonico) de Q com aumento de T indica que o
aquecimento estd induzindo uma mudan¢a conformacional, pois a polaridade
das regides nas quais o triptofano estd sendo exposto devem estar se
modificando. Um aumento da dependéncia de Q com a temperatura, quando a
proteina estd em um solvente polar, como a agua, indica que mais moléculas
de triptofano estdo sendo expostas ao solvente, ou seja, a proteina estd se
desenovelando.

6. O rendimento quantico (Q) do triptofano e da tirosina decresce se o grupo o-
carboxil destes aminodcidos estiver protonado.

7. A fluorescéncia do triptofano ¢ suprimida pela presenga de grupos acidos
protonados. Conseqiientemente, se o pK medido por monitoracdo da
fluorescéncia do triptofano ¢ o mesmo que o pK de um grupo ionizavel
conhecido (por exemplo: o imidazole de histidina ou a ligacdo SH de cisteina),
entdo este grupo deve estar muito perto de um triptofano. No entanto, esta
regra s6 se aplica se for possivel mostrar, de modo independente, que a
mudanca de pH nao leva a mudanga conformacional.

8. Se uma substancia qualquer liga-se a uma proteina e a fluorescéncia do
triptofano ¢ suprimida, pode estar ocorrendo: 1) mudanca conformacional total
devido a ligacdo; ou ii) algum triptofano estd no sitio de ligagdo, ou muito
proximo dele.

Observagdes: Dois pontos importantes devem ser ressaltados sobre as regras
acima: 1- A fluorescéncia ¢ muito sensivel a fatores do meio. Entdo outras
interpretagdes devem sempre ser levadas em conta, para os resultados descritos
nessas regras. 2- Se uma proteina contém muitos triptofanos, como geralmente
acontece, cada um pode ter um rendimento quantico diferente. Portanto, a
magnitude absoluta das mudangas ndo pode ser usada para determinar a fragdo em

um dado meio — por exemplo, interno versus externo.
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