ESTRUCTURA DEL SEMINARIO:

S1.1.  Introduccion a la espectrofotometria

S1.2.  Radiacidn electromagnética

S1.3.  Espectroscopia ultravioleta/visible
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S1.4. Colorimetria

S$1.1. Introduccioén a la espectrofotometria

= ESPECTROFOTOMETRIA: Medida de propiedades moleculares basada en la interaccién
materiaradiacion electromagnética (espectroscopia)
= Propiedades: concentraciones, variaciones del entorno (polaridad, pH), variaciones
estructurales, interacciones moleculares, ...
= “Materia” = MUESTRA: moléculas bioldgicas en disolucién acuosa (proteinas, acidos nucleicos,
metabolitos, ... etc.)

$1.2. Radiacion electromagnética

= Caracteristicas de la radiacion electromagnética
= Naturaleza ondulatoria y corpuscular
= Se caracteriza por:
= Su energia, definida a través de:
= Su frecuencia (v, en s1), su longitud de onda (A, en nm) o su nimero de
onda (v, en cm1):

E=h-v

- (%)

= Suintensidad (I) (numero de fotones)

= Energia de una molécula
= Depende de la interaccion entre particulas (d&tomos, nucleos, electrones, ...)
= Caracteriza los distintos “estados” de la molécula
= Representacidn:
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= Interaccidn materia - radiacion electromagnética
= Dispersion (difraccién)
= Absorcion
= La energia de la luz incidente (h n) es igual a la variacién de energia entre dos
estados electronicos de las moléculas de la muestra (DE)
= Las moléculas que absorben se llaman cromoéforos

E E*

d(A-B)

= Emisién
$1.3. Espectroscopia ultravioleta/visible
= Espectroscopia UV - Visible

= EOy E* son estados electronicos

= 1=1701000 nm
= Espectro de la radiacion electromagnética:
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= Ley de Lambert-Beer
I=11,
o |- Intensidad emergente
e [y = Intensidad incidente
e [, Intensidad absorbida
I=10-e-2.303=cC!
o £ > Coeficiente de extincién (M1cm1)
e (- Concentracion
e [ Distancia atravesada por la luz (cm)
Medida de la absorbancia (A)
A=loglo /1
= Ecuacién de Lambert-Beer
A=¢Cl
Relacién lineal entre la absorbancia y la concentracion
= Espectros de Absorcién
= Registro de 4 (o e) alongitudes de onda (1) variables
= Dan lugar a bandas anchas caracterizadas por un maximo (Imax)
= Cada cromoéforo presenta su espectro caracteristico
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= Espectrofotémetro de Absorcion
= Esquema general:
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= Espectrofotometro de doble haz

= Aplicaciones analiticas en muestras bioldgicas
= Caracterizacion de moléculas biolégicas:
= En proteinas
= Cromoforos:

= Grupos peptidicos (~200 nm)

= Aminoacidos aromaticos (250 - 300 nm)

= Grupos prostéticos: hemo, centros metdlicos, (absorben en la
region visible). NAD+ / NADH (absorben en la region ultravioleta)

= Aplicaciones: Determinacion de concentraciones, estudios estructurales
(desnaturalizaciéon, cambios conformacionales), unién de ligandos, reacciones
enzimaticas...
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= Espectros de proteinas con grupos prostéticos:
= Hemoproteinas
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= D - aminoacido aminotransferasa. Grupo prostético:

= Vitamina B6

= Fosfato de piridoxal (PLP)

= Fosfato de piridoxamina (PMP)

D-alanina + PLP piruvato + PMP (Paso I)
a-cetoglutarato + PMP D-glutamato + PLP (Paso II)
D-alanina + a-cetoglutarato piruvato + D-glutamato (Global)

= Espectros UV - Vis de acidos nucleicos
= Cromoforos: Bases nitrogenadas
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S1.4. Colorimetria

= Colorimetria
= Determinacién de concentraciones proteicas (colorimetria)
= Sise conoce € para una | caracteristica
= Aplicacion de la ecuacion de LambertBeer

= Medir Absorbancia a la longitud de onda caracteristica
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= Aplicar:C=A/ (ex1cm)
= & desconocido
= Utilizacién de una recta patrén
= A partir de disoluciones de la proteina de concentracion conocida
= A partir de disoluciones de concentracién conocida de una proteina
patrén (albimina de suero bovino, BSA)
= Método de Lowry
= Incubacién con reactivo de Folin de muestras patrén (BSA 0100 mgr/ml) y muestras
problema
= Medida de Absorbancia a 660 nm de todas las muestras
= Representacion grafica de los valores del patrén (Absorbancia frente a Concentracién)
= Interpolacién de la Concentracién de las muestras problema
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