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Introducao

Ondas Eletromagnéticas: Transportam simultaneamente energia elétrica e energia magnética.

Propagam-se no vacuo.

Velocidade: 300.000 Km/s

A frequéncia de oscilagao da onda
eletromagnética é igual a de oscilagdo da

Contribuicao de James Maxwell. carga que a gera.

carga
oscilando

Propagacdao perpendicular dos campos dire
elétricos Ee magnéticos B. oy




Introducao

O espectro eletromagnético ¢ composto por diferentes tipos de radiagdes:
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A interagdo da
radiagao com
a materis
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ionizagio
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Introducao

A regiao do Infravermelho(IV) no espectro eletromagnético:
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Introducao

Infravermelho (infra= abaixo) - € uma parte do espectro eletromagnético.

Radiacao invisivel, caracterizada por suas propriedades térmicas.

\ D-spo sdo da luz
Luz branca
Prisma A q
Anteparo com

AplicacOes

pequena fenda

p EXPERIMENTS ON REFRANGIBILITY OF INVISIBLE RAYS OF THE SUN

Frederick William Herschel (1800)- Medir a quantidade de calor de cada espectro.



Introducao

*Emprego do Infravermelho no estudo de biomoléculas:

*Utilizado ha décadas na analise e caracterizacao de pequenos compostos organicos.
*Aplicacdes mais recentes:
oEstudo de biomacromoléculas.

oPrincipio € o mesmo, se diferencia em ordem de grandeza no numero de atomos.




Introducao

*Transferéncia de energia do espectro para a matéria

o Quando uma radiacao é incidida sobre a amostra, ocorre absorcao.

o Ap0s o desligamento da fonte de luz, os elétrons retornam a E, liberando a energia absorvida.

Absorcaode energia Estado excitado

= E,(estado excitado)

AE= E,- E;=h v = he/ A

E, (estado fundamental)

Emissdao de energia € ’



Introducao

* A absorcao de energia radiante nao envolve somente transicoes eletrbnicas, mas a energia total
da molécula(E ,..,)-

|

(E \oral)= Egt Ey+ E;

E.: Rotacao da molécula na solugao

E,: Movimento dos atomos dentro da molécula

2 o0 23
E.: Movimento dos elétrons ao redor do nucleo Q Dy s

wp &

T Concentragao T Col




Introducao

*Dependendo do nivel de energia da radiacao incidente:

Molécula:
El Retorno da energia Energias de vibracao(EV)
\ Energia de rotacao(ER)
EO .\ '-..\..'\ '
Nicleo N \'-._ Camada de Valéncia

+» Comprimentos de onda na regido do IV médio /' ¢ ?

/ /.' "/

Modificacdes / elétrons
E(suficiente) ——> EV e ER £ /

Isso ocorre quando:
Luz no IV = Energia necessaria ——> Vibra¢do molecular

‘ energia
Nivel de V

2° nivel

3° nivel

L]
.

niveis energéticos



Introducao

* Analise naregiao do IV permite:

* Possivel caracterizar as mudancas no comportamento
molecular a partir de diferentes modos de vibracdo e
rotacdao de uma molécula.

*Descrever o arranjo espacial dos atomos nas moléculas do composto( estrutura quimica).
*Informac0des sobre comprimento e a forca de ligacdes quimicas.

*Fornecem evidéncias para o comportamento quimico ou fisico relativo(estado redox, catalise
enzimatica e fosforilacao, dentre outras).

*Analise qualitativa e quantitativa de uma determinada molécula.



Introducao

Informacdes sobre arranjo molecular de um
O espectro de IV > | determinado composto e sua interacdo com o |—>
ambiente

Definir a frequéncia de vibr:
de um oscilador diatomic

Formula da frequéncia de vibragao

Oscilador diatémico K

v=(k/m,)%5/2m |:> Onde v= frequéncia

K é a constante de forca entre dois atomos.

m, € a massa reduzida(m,+ m,)
H H H\ H

——c— c g H—C=C—H T Forca de interacdo entre os atomos
/ \H Frequéncia de vibracao \
H H H 3
T Massa dos atomos




Introducao

* Qualquer fator inter ou intramolecular que altere a densidade eletrénica ira afetar o espectro vibracional
obtido por IV.

* Apesar de ambas terem ligacOes simples entre elas:

O-H +Polar

:: > Forca de interagao diferente :: > # Vibragao molecular
entre os atomos

N-H



Introducao

Com absorcao da luz no IV as ligacdes vibram, promovendo deformacodes:

*Axiais(estiramentos)- Alongamentos da ligacdao quimica

*Angulares(dobras)- Simétricas(deformacdes em tesoura); Assimétricas(vibracdes em balanco ou
rotacao).

o N

e-book Bioinformatica
www.ufrgs.br/bioinfo/

Simétricos Assimétricos Deformacgao em tesoura



Introducao

* Espectros de IV podem ser extremamente complexos(quantidade de estiramentos e deformacdes angulare
gue podem estar presentes numa molécula).

Uréia- Trés tipos de ligacdes quimicas diferentes(C=0, N-H e C-N) —> Apresenta + de 7 picos.
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e-book Bioinformatica
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Introducao

* Frequéncias vibracionais de ligacdes quimicas nas proteinas estao presentes em diversas regides do espectro |
* Dessa forma, pode fornecer informacgdes sobre o arranjo espacial dos atomos envolvidos
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e-book Bioinformatica
www.ufrgs.br/bioinfo/



Introducao

Devido a grande sobreposicao de frequéncias vibracionais, nao é possivel determinar a estrutura
molecular de uma proteina por IV.

Podemos obter informacdes sobre a estrutura 2372 e seu grau de enovelamento.

Primary Secondary Tertiary Quaternary
structure structure structure structure

OH
s
~ “
cH,0oH HH |H CH, [H cH,

Ha&—é——c—u—(lj—c—'llr—é—c—gt-—f::—ﬁ—
H O

o6 oHo wb

Amino-
terminal end

Amino acid residues a Helix Polypeptide chain Assembled subunits



Instrumentacao

Analise do IV

* Diretamente proporcional a energia de radiacdao eletromagnética.

Numeros de onda(cm-1) . .
* Inversamente proporcional ao comprimento de onda.

N2 de onda: n? de ondas que sao
comportados dentro do espaco de 1
cm.

N2 onda TFrequéncia

e-book Bioinformatica
www.ufrgs.br/bioinfo/



Instrumentacao

A energia de radiacao eletromagnética é definida por:

E= hv=hc/ A

Onda h é a constante de Planck(6,6261x10-34
C é a velocidade da luz no vacuo, e v é a frequéncia da radiacdo(dada por v=hc/ A).

Comprimento de onda(nm) 1cm= 10.000.000nm(107)

Ne de onda= 1/ A.10/



Interferometro




Realizando medidas de IV

* Reduzir o conteudo de agua- Liofilizacao
* Trocaro 1H por 2H

* Aplicar amostras entre duas janelas

* Amostra seca em pastilha de KBr

e-book Bioinforr
www.ufrgs.br/bi

Porta amostras



11.5. Espectros de |V de proteinas

»>1980 - Andlise de estruturas 2272 de proteinas a partir do espectro vibracional

Analise da banda Amidica | no IV médio P

Ndo apresenta estrutura
222 definida Hélice a Folha B paralela

> Redes de ligacdo de H definem a estrutura 22" — afeta a frequéncia vibracional que aparece do IV



11.5. Espectros de |V de proteinas

Regides Vibracionais de Proteinas

Composto modelo para definicdao de A

componentes vibracionais em proteinas

Menor estrutura que contém um » O
grupamento peptidico em trans (ocorre )-L

em quase todas as proteinas) H1C NHCH;

N-metil acetamida - NMA




11.5. Espectros de |V de proteinas

0 / Ligacao amidica ou peptidica

Hs(  NHCH;3 . L.
As regides vibracionais sao

chamadas de bandas
amidicas ou amidas




11.5. Espectros de |V de proteinas

Regides Vibracionais de Proteinas
1,2

1.0+t
T o 0.8

Q Vibracao O Vibragao Eo,s-
|| da amida | || daamidall 5 0.4

C"?' °"i' 202
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propria proteina pode alterar a vibracao
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11.5. Espectros de |V de proteinas

Regides Vibracionais de Proteinas — Principais

L2

1.0+
m 0.8}
t§ 0.6 T

Amidas Ae B (I)

Estiramento da ligacao N-H C=—

N
0 0.4
Faixa 33001 e 31701 |!| <02
1 0,0
0.2
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\

A\
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4000 3000 2000
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1000

1




11.5. Espectros de |V de proteinas n

e .. , L Q Vibrag:
Regides Vibracionais de Proteinas — Principais || daamic
-----C—Num
Amida | l Ill
’rincipal banda vibracional — fornece
nformacdes sobre ESP 12
) o o Amida |
-requéncia média — 1650 cm™ 10} \ Amida Il
08¢
-stiramento simétrico da carbonila g - ¢
o . i
=}
Pequenas contribuicdes C-N, C-C-N e torcao N-H G 04
£
. . . <02+
Viuito pouco afetada pelas cadeias laterais i~
0,2 : . -
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm™)



11.5. Espectros de |V de proteinas

O Vibracéo
. . . i , L || da amida |l
Regides Vibracionais de Proteinas — Principais Y o S

Amida I \.|!|J

-requéncia média — 1550 cmtem H,0

“ombinacado fora de fase da torcao N-H 1.2 Amida |
. L e . o 1.0 Amida Il
_ontribuicao das ligacdes ao redor 5 0.8}
. : e
Pouco afetada pelas cadeias laterais g 0.67
-
0.4}
Absorve em 1450 cm™t em 2H,0, fornecendo informacgdes a g a2l
espeito do enovelamento e dinamica conformacional. 0'0
-0,2 - . —
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm™)



11.5. Espectros de |V de proteinas

Regides Vibracionais de Proteinas — Principais

Banda de Amida Il 1.2
1.0+

/arias bandas em —1400cm™*a 1200 cm™t. 8
o Uor
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G 04t
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11.5. Espectros de |V de proteinas

Regides Vibracionais de Proteinas — Principais

Vibracao do esqueleto peptidico

Dcorre entre — 1200 cm™*a 880 cm.
~stiramento das trés ligacdes do esqueleto A

‘Ligacdo N-C — 1096 cm™ @)

‘Mista — 881 cm! J—L

H3C™ NHCH3




11.5. Espectros de |V de proteinas

Regiodes Vibracionais de Proteinas — Principais

Vibracao das cadeias laterais

lentificacdo de residuos especificos dificultada pela sobreposicao das frequéncias vibracionais. Os mais
oMuns sao:

-Grupamento Sulfidrila das cisteinas — 2550 e 2600 cm™!

-Grupamentos Carboxilicos protonados — 1710 a 1790 cm™!

Asp protonados— 1550 e 1580 cm!
Glu protonados — 1400 cm™!
Quando na presenc¢a de quelantes (como

Util para estudo
de proteinas que
ligam ao calcio

calcio) - as bandas sao deslocadas




11.5. Espectros de |V de proteinas
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11.6. IV e estruturas secundarias

A banda da Amida | é que fornece informacdes sobre a ES destas macromoléculas
A frequéncia exata da primeira vibracao (estiramento carboxila) depende:

" natureza das ligacdes H do grupamento amidico, o que é determinado pela
estrutura secundaria da proteina

"Orientacao e distancia dos dipolos que interagem, o que fornece informacoes
sobre o arranjo geométrico dos grupamentos.



11.6. IV e estruturas secundarias

aplicacao de Espectroscopia IV por Transformada de Fourier para determinacao da
strutura secundaria de proteinas ¢ um meétodo validado por outros como difracao
e raio X, dicroismo circular e cristalografia.

Aas a limitacao atual € que nao existe um método para descrever as caracteristicas
onformacionais de proteinas de forma absoluta.

ificuldades de reproduzir as condicoes do meio onde as proteinas exerce suas
uncoes: tampao, pH, ions, moduladores e etc.



11.6. IV e estruturas secundarias

As frequéncias vibracionais na amida | dependerao do solvente

Estrutura 222 Posicao do pico na presenca
de 'H,0 (cm™)
Meédia Variacao
O 1654 1648 a 1657
5 B (baixa frequéncia) 1633 1623 a 1641
5 B (alta frequéncia) 1684 1674 a 1695
5 1672 1662 a 1686
turas desordenadas 1654 1642 a 1657

Posicao do pico na presenca
de 2H,0 (cm™)

Media Variacao

1652 1642 a 1660
1630 161521639
1675 167121694
1671 1660 a 1694
1645 1639 a 1654

Sobrepos
de band

necessida
calculc

amento dos componentes de ESP a partir da andlise de amida | — valores coletados por Byler & Susi (1986) e compilados por Barth & Zch



11.6. IV e estruturas secundarias

I, £
0,16}
: T p2f
§ g 0,08
. G
un
0
< 0,04}
‘0|2 . 4 . A 0,00 ll 1 ' A
1680 1660 1640 1620 1700 1680 1660 1640 1620 1600
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)
Espectros representativos de Proteina rica em folha B pregueada — agregada
proteinas — diluida em agua temperatura — folhas B antiparalelas intra

intermolecular quando agregadas.



11.7. Informacdes quantitativas

obreposicao de componentes vibracionais ao longo da amida |

)uantificar — calculo aproximado de porcentagem dos componentes de estrutura
ecundaria deve-se fazer um processamento do espectro original.

18
16}

| Figura 14-11: Espectro de IV (regido amida I)
1; ndo processado {vermelho) e apds

processamento matematico (FSD) da proteina
lisozima em “H.C.

Absorbancia
o
ns)

FSD — Fourier Self-deconvolution ( Auto-deconvoluc¢ao) —
; . : formula matematica aplicada para reduzir a largura das
1660 1640 1620 bandas do espectro e facilitar a visualizacao)

Numero de onda (cm™)

O 00 0o
ON DO

1680



11.7. Informacdes quantitativas

obreposicao de componentes vibracionais ao longo da amida |

Espectro original
22 derivada
Espectro final

Picos
Residual

Figura 15-11: Espectro na regiao da amida |
uma proteina em solucdo (“H,0) (vermelh
Em azul esta representada a segun
derivada do espectro original e, em preto,
espectro resultante do somatdrio d

: diferentes componentes (verde) deduzidos
1635 Ntmero de onda (cm) 1605 partir da segunda derivada.

RALSU0IN DallCid




11.7. Informacdes quantitativas

separacao dos componentes pode ser feita empregando:

Calculo da segunda derivada do espectro — ajuste do sinal (as bandas obtidas
A0 menores que as originais e isto resolve as bandas sobrepostas).

FSD - Transformada de Fourier — auto-deconvolucao — reduz a largura das
andas do espectro usando funcao exponencial e as bandas aparecem mais
efinidas

Terceira abordagem é um incremento de fina estrutura (Fine-structure) em que
ma versao do espectro original € multiplicada por um fator um pouco menor
ue 1 e em seguida subtraida do espectro original.



11.7. Informacdes quantitativas

onclusdes rapidas:
>~ nao ha um unico espectro de IV para um tipo de estrutura secundaria

-Absorcao das cadeias laterais na regiao da amida | — estima-se que seja de 10 a
30% de interferéncia

~-Usando algumas das abordagens anteriores é possivel identificar e calcular a
‘racao de cada componente de estrutura secundaria



11.8. Desvio de *H para %H

 troca de 'H para %H leva a pequenos desvios nos componentes da amida |
nterfere na dobra N-H).

- 15 cm™ para folhas B (baixa frequéncia) e voltas

-10 cm™? para estruturas desordenadas

Dependera da contribuicao da ligacao N-H para a amida |

Troca incompleta do 'H para %H

Conhecimento do solvente utilizado




11.9. Vantagens e limitacoes

/antagens

» Medidas em FTIR podem ser realizadas rapidamente

> elevada resolucao mesmo com sinal baixo

~ amostras em solucdes ou secas

> amostras insoluveis, o que nao pode em outras técnicas geralmente.

> meios turvos podem ser utilizados (amplia o estudo da macromolécula).
> permite avaliacdao da estrutura da proteina inserida em membranas
~Grande qtde de informacao obtida

>Técnica nao destrutiva (amostra pode ser recuperada)



11.9. Vantagens e limitacoes

Limitacdes e Cuidados

» Quantidade de proteina para estudo é elevada (1 a 4%)
»Troca de H,0 por %H,0 requer liofilizagdo

» Avaliacao quantitativa limitada

»Deconvolucdao nem sempre representa a estrutura correta final
» Exige manipulacdo matematica extensa dos dados obtidos

»Sofre interferéncia dos contaminantes que absorvem no IV médio



Equipamentos F
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Equipamentos FTIR

Nicolet™ |S™ 50 FT-IR

Spectrometer and Software




Equipamentos FTIR
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Comparacao com bancos de dados

Pesquisa de Dados de espécies por valor de energia vibracional

http://webbook.nist.gov/chemistry/vib-ser.html.pt

link NIST — National Institute Standards and Technology

Calculos em plataforma MATLAB — artigo de 1996




Aplicacoes

Analises de contaminantes em matérias primas — industria
farmacéutica

Pesquisas cientificas — Estudos das estruturas secundarias das
proteinas

Estudo dos mecanismos moleculares das proteinas

Estudo da atividade enzimatica



Aplicacoes

Langmuir 1998, 14, 4559-4565

Characterization of Polyelectrolyte—Protein Multilayer
Films by Atomic Force Microscopy, Scanning Electron
Microscopy, and Fourier Transform Infrared
Reflection—Absorption Spectroscopy

Frank Caruso,*"# D. Neil Furlong,’ Katsuhiko Ariga,3 Izumi Ichinose,* and
Toyoki Kunitake*

CSIRO. Molecular Science, Private Bag 10, Clayton South MDC, Victoria 3169, Australia,
Supermolecules Project, JRDC, Kurume Research Park, Kurume 839, Japan, and Department
of Chemical Science and Technology. Faculty of Engineering. Kyushu University,
Fukuoka 812, Japan .
Producao de

biossensores



