METODI BIOCHIMICI -13 MARZO

FONDAMENTI DI SPETTROFOTOMETRIA 

§ SPETTROSCOPIA UV/VIS

La spettroscopia si occupa della struttura e della dinamica della materia (in biologia delle molecole) attraverso l’analisi dell’interazione con la luce che può avere varie lunghezze d’onda. Si procede per analisi di tipo quantitativo, analisi per identificare le molecole o per identificare dettagli strutturali.

LE PROPRIETA’ DELLA LUCE
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La radiazione elettromagnetica.La luce ha una doppia natura:corpuscolare e ondulatoria. Considerando la luce nella sua natura ondulatoria si possono analizzare la sua lunghezza d’onda (distanza tra due massimi) e la sua frequenza (numero di oscillazioni al secondo). Frequenza e lunghezza d’onda sono inversamente proporzionali. Considerando invece la natura corpuscolare della luce possiamo associare a ciascuna radiazione un pacchetto di energia che è direttamente proporzionale alla frequenza della radiazione. 






E = h ν

Dove h è la costante di Plank e  ν la frequenza. Ciascun pacchetto di energia è chiamato fotone.
È possibile ottenere uno spettro elettromagnetico costituito da diverse gradazioni di colori corrispondenti a diverse lunghezze d’onda. A lunghezza d’onda alte e  bassa frequenza corrispondono ad esempio radiazioni non ionizzanti mentre ad alte frequenze e lunghezze d’onda basse corrispondono gli infrarossi e le radiazioni ionizzanti. Diverse lunghezze d’onda inducono alterazioni diverse della materia , studiando queste alterazioni si possono effettuare diversi tipi di studi. Quando una radiazione colpisce un oggetto accade che degli elettroni vengono promossi ad un livello energetico più elevato, mentre a livello molecolare si verificano fenomeni di assorbimento ed emissione. A livello molecolare quindi si possono verificare vibrazioni, estensioni o rotazioni dei legami. Movimenti di allungamento sono indotti essenzialmente da luce infrarossa. Le microonde inducono soprattutto rotazioni, mentre i raggi x inducono fenomeni di diffrazione.. quando la luce interagisce con la materia si verificano fenomeni di assorbimento o emissione. Uno spettro di emissione si ottiene quando si analizza un fascio di luce emesso da una sostanza , mentre uno spettro di assorbimento si ottiene analizzando un fascio di luce che attraversa una sostanza. L’assorbimento si verifica quando parte della radiazione viene assorbita e questa stessa radiazione viene poi emessa sottoforma di lunghezza d’onda. Le molecole possono esistere in diversi stati. Lo stato basale di una molecola è detto stato fondamentale ed è caratterizzato da una grande stabilità. Se le molecole vengono colpite da una radiazione elettromagnetica possano nel loro stato eccitato. È molto importante considerare che soltanto la luce di particolari lunghezze d’onda avrà l’energia sufficiente a far passare una molecola al suo stato eccitato e quindi a promuovere il salto di un elettrone. Quando la luce colpisce un campione le lunghezze d’onda idonee a promuovere il salto vengono rimosse dallo spettro.la spettroscopia UV/Vis riguarda le radiazioni tra 210-900 nm in particolare la UV è compresa tra 200-400 nm, mentre la visibile tra 400 e 800 nm. Il colore che osserviamo è diverso da quello assorbito

Ci sono diverse applicazioni possibili per gli spettri di assorbimento:

· misure quantitative (concentrazione delle molecole)

· calcolo della velocità di reazione nelle reazioni enzimatiche
· studi strutturali (utilizzati di più per la spettroscopia di emissione)

· identificazione di composti (ormoni, vitamine)

· studi immunologici tramite kit commerciali

CROMOFORI

I cromofori sono quelle porzioni delle molecole che hanno la capacità di interagire con la luce visibile ed ultravioletta. Ci sono diversi tipi di cromofori degli esempi sono i legami peptidici e gli amminoacidi aromatici in particolare Tyr Trp e Phe.
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Si possono registrare delle caratteristiche curve degli spettri di assorbimento che presentano dei massimi che sono appunto massimi di assorbimento. La curva dello spettro di assorbimento del DNA ha un massimo a 260 nm mentre quello delle proteine o più propriamente di una miscela di proteine ha un massimo a 280 nm, valore dovuto fondamentalmente alla presenza di amminoacidi aromatici, in particolare trp. Infatti Trp assorbe di più di Tyr che a sua volta assorbe di più di Phe. Gli amminoacidi aromatici hanno delle curve di assorbimento che non presentano  un solo massimo, infatti sono presenti anche altri massimi relativi

	amminoacidi
	Max di assorbimento

	Trp
	280 nm

219 nm

	Tyr
	274 nm

222 nm



	Phe
	257 nm

206 nm


 *il secondo valore è riferito all’assorbimento del legame peptidico
Le proteine spesso hanno dei cofattori utili per l’analisi sperimentale. Questi cofattori sono ad esempio gruppi prostetici come la protoporfirina che ha un max di assorbimento a circa 400 nm. L’assorbimento della luce da parte dell’eme varia anche a seconda degli stadi di ossidazione e riduzione. Altri cofattori sono il NADH ed il FAD in particolare quelle regioni di queste molecole caratterizzate da doppi legami. NAD e FAD hanno una diversa capacità di assorbire la luce a seconda che si trovino nella loro forma ossidata o ridotta. Altri cromofori importanti sono le basi azotate ed alcuni pigmenti fotosintetici come il carotene. I cromofori sono solitamente caratterizzati da doppi legami o sistemi di risonanza. I cromofori danno informazioni anche sull’ ambiente chimico in cui si trovano perchè anche i solventi influenzano la loro attività, per questo vengono spesso chiamati molecole reporter. Quindi l’ambiente del cromoforo influenza le proprietà dello spettro,in particolare i fattori che influenzano i cromofori sono il pH, la polarità del solvente e gli effetti di orientamento Una parte estesa con doppi legami coniugati ha un grande effetto sull’ assorbimento. Più doppi legami si associano, più aumenta la lunghezza d’onda del massimo di assorbimento. Oltre ala lunghezza d’onda aumenta anche il fenomeno stesso dell’assorbimento.

SPETTROFOTOMETRO
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Uno spettrofotometro è uno strumento che serve a misurare gli spettri di assorbimento. Esso è costituito da un monocromatore che seleziona la luce di una determinata lunghezza d’onda. La luce incidente attraversa una cuvetta che contiene la soluzione da analizzare, parte della luce va a colpire un altro oggetto ed infine viene elaborato lo spettro. Il monocromatore è solitamente un prisma che scompone la luce incidente per dividerla nelle sue lunghezze d’onda. Questo serve per selezionare una lunghezza d’onda massima; la definizione della lunghezza d’onda dipende dall’ampiezza delle fenditure.
Esiste anche un altro tipo di spettrofotometro che è lo spettrofotometro a doppio raggio. La luce proviene da una particolare lampada (ad esempio una lampada al deuterio) e raggiunge una serie di specchi che suddividono il raggio in diverse radiazioni che vengono infine convogliate in due cuvette, una contenete soltanto il solvente ed una contenente il solvente e la molecola da analizzare. Si registrano i due valori di assorbimento e poi si fa la differenza tra questi due valori in modo da ottenere unicamente l’apporto della molecola.

ASPETTI QUANTITATIVI CON CUI SI MISURA L’ASSORBIMENTO DELLA LUCE

Parte della luce incidente viene assorbita e parte viene trasmessa. Possiamo ottenere così la TRASMITTANZA come il rapporto tra l’intensità della radiazione trasmessa e l’intensità della radiazione incidente. Definiamo invece ASSORBANZA: A= log 1/T dove T è la trasmittanza. La legge alla base di questo metodo analitico è la legge di Lambert-Beer:
A = ε c d

Dove ε è il coefficiente di estensione molare specifico per ogni molecola, d è la profondità della cuvetta e c è la concentrazione molare. L’assorbimento della luce dipende dalla profondità della cuvetta. Aumentando il numero delle cuvette, l’assorbimeto sarà minore , inoltre minore è la concentrazione del campione maggiore è la quantità di luce trasmessa. 
DETERMINAZIONE DEL COEFFICENTE DI ESTENSIONE MOLARE

Si isola la molecola in forma pura e si determina lo spettro di assorbimento ad un valore noto. I coefficenti di estensione molare possono essere stimati sulla base della composizione amminoacidica. I valori teorici di ε sono molto accurati purchè le proteine non abbiano cofattori che ne influenzano l’assorbimento; cromofori come NADH, infatti hanno un diverso assorbimento a seconda che si trovino liberi o associati a proteine.
SPETTRI DIFFERENZIALI

Gli spettri differenziali sono utilizzati per determinare gli effetti su una molecola da parte di agenti denaturanti. Gli effetti si misurano confrontando due spettri, della stessa molecola, ottenuti in condizioni diverse. Si utilizza uno spettrofotometro a doppio raggio, ma in entrambe le cuvette viene posta la soluzione contenente la molecola, in questo modo si ottiene uno spettro piatto, perchè l’assorbimento è uguale, ma alterando l’ambiente si possono registrare dei cambiamenti. Aggiungendo un agente denaturante, infatti, si ottiene uno spettro differente dal primo. Si possono così sottrarre i due valori dell’assorbimento ottenuti uno in presenza del denaturante ed uno in assenza di questo. Talvolta si possono osservare spettri di assorbimento con parti aventi valori negativi ( perchè quando si fa la sottrazione possono venire numeri negativi).
Questa è dunque un’altra possibile applicazione della spettroscopia. Questa tecnica infatti può essere utilizzata per registrare cambiamenti di conformazione delle molecole dovuti ad agenti caotropici (urea)o solventi particolari, ma anche a pH e forza ionica.

La spettrofotometria può essere utilizzata anche per studiare la denaturazione del DNA a 260 nm. In questo caso bisogna considerare che la doppia elica del Dna ha un valore di assorbimento minore rispetto alla singola elica, questo effetto è noto come effetto ipercromico
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Si può studiare il fenomeno riscaldando progressivamente il campione, fino a portarlo a denaturazione. La temperatura di fusione è detta melting temperature e dipende dal tipo di basi che costituiscono il DNA. Il DNA a singola elica è scarsamente influenzato da un aumento di temperature, mentre quello a doppia elica produce una curva caratteristica in cui il punto di flesso sta ad indicare la Tm , cioè la temperatura alla quale la metà dell’elica è denaturata.
CARATTERISTICHE DEI METODI ANALITICI

· intervallo analitico: limite minimo di concentrazione che è significativo andare ad esaminare con questo metodo

· sensibilità: capacità di determinare piccole quantità

· limite di rivelabilità: minima osservazione distinguibile

· specificità o selettività: capacità di selezionare unicamente il componente da misurare

· interferenza: effetto di un componente sull’accuratezza della misura anlitica

· precisione : concordanza tra misure ripetute

· accuratezza: concordanza tra valore trovato e valore vero
