C6200-Biochemicke metody

08C ELEKTRONOVA
SPEKTRA MOLEKUL

Petr Zboril



Elektronova spektra molekul

Velké mnozstvi
mozZnych piechodii

Franck-Condonuav
princip

= elektronové prechody
rychlé

= hmotn¢ jadro, pomalé
Neméni se geometrie
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Jablonskiho diagramy

Ptispévky vibraci a rotaci v molekule
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W | electronic levels electronic levels
E

Resonancni podminka AE = hv
AE = AE_, + AE,;, + AE, — velké mnozstvi moznosti
Poloha pasu — A = f(AE), vyska — pravdepodobnost prechodu



Pasova spektra molekul
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Energie prfechodu

O —>0O%*

piiklad C-H: vysoké energie, odpovida 125 nm

Energy

n — o*
meén¢ Casté, energie odpovida 150 — 250 nm
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7 m* &= 1000- 104 L.mol-'cm!
nejobvyklejsi pfipad, energie odpovida 200 — 700 nm
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Maon-bonding 17
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Bonding o

Charge transfer prechody — anorganické komplexy, interakce mezi elektron. donorem

a akceptorem — vysoky mol. abs. koeficient



Konjugovan¢ systemy — Stépeni hladin
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Compound Condensed Wavelength

name formula absorbed
Ethene, CH,::CH, 171 nm
ethylene

1,3-butadiene CH,::CHCH::CH, 217 nm

Trans 1,3,5- CH,::CHCH::CH 274 nm
hexatriene CH::CH,

B-carotene see structure 425 nm
below



Gaussovsky tvar absorbcni krivky

Cetnost pfechodu — velikost absorbce = pravdé&podobnost
Aditivita — ruzné chromofory (formy) ve vzorku
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Chromofory

« Skupiny odpovedné za absorpci zareni

— Pritomné elektrony — orbitaly — prechody

— Poloha (\) a vySka maxima absorpcniho pasu
* Relativita pojmu

— Vice chromofort v molekule

— Makromolekuly — bilkoviny maji vice moznosti
« Dalsi vlivy — auxochromy

— Skupiny ovliviujici polohu (1) a vySku maxima
absorpcéniho pasu



Auxochromy

« Skupiny posouvajici A maxima
— Bathochromni efekt — tzv. ,,Cerveny posun®
— Hypsochromni efekt — tzv. ,modry posun®
« Skupiny posouvajici vysku maximalni absorpce
— Hyperchromni efekt — zvySeni maxima
— Hypsochromni efekt — snizeni maxima

* Analogickeé nazvy pro efekty vyvolene zménami
prostredi apod.



Biochemicky vyznamné chromofory

Vyznamné chromofory v biochemii

Amax (nm) mol.abs koef. (I/mol.cm)
-CONH- 225 400
-§ 235 3280
-S-S- 250 500
-fenyl 206 8000

261 220
-hydroxyfenyl 222 8000

270 1450
-hydroxyfenolat 235 9300

287 2600
Indol 220 3400

280 5500
Imidazol 21 6000
Guanin 256 12200
Adenin 260 14900
Cytosin 267 6100
Thymin 265 7900
NADH 340 6220
Hem 410 12000
Retinyl 453 50000
FAD 450 14000
Cytochromy 500-600

Chiorofyly 630-650



Ovlivnéni spekter

 Vnitrni vlivy — elektronova struktura
— Oxidoredukce
— Acidobazické degje

* Vnejsi vlivy
— Interakce s prostredim — polarita, ionty
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Spektra UQ
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Ultraviolet absorption spectra of (a) 2-octaprenyl-3-methyl-6-methoxy-
1,4-benzoquinone and (b) ubiquinone in ethanol, before and after
reduction with sodium borohydride. Solid line, quinone; broken line,
quinol
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Vliv polarity na absorpCni maximum

n — m* ¢erveny posun v polarnim prostredi
Zvysena solvatace excitovaneho stavu
sniZuje jeho energii

n — 7 modry posun v polarnim prostredi
Zvysena solvatace n paru sniZuje
energii n orbitalu



Vyznam spektrofotometrie

» Stanoveni koncentrace latek

« Stanoveni zmén koncentrace v case

» Kvantifikace

® - svetelny tok

da @, - proslé a prichazejici svetlo
tezl al,



Lamber-Beeruv zakon

—h—

Vyuziti pro kvantitativni analyzu:

1) Pf¥iznalostie: ¢ =Ale.d
2) Kalibracni primka
A




Kvantitativni parametry

|, a | - paprsek prosly referencnim
vzorkem (blankem) a vzorkem mernym

100.1/1, = T (%), transmitance
=-log T =log I/l

Pro 50% T, [/l = 2

A = 0,3 — nejpresnéjsi

Spolehlivy rozsah A—-0,2-0,7



Instrumentace

Detector

* Hlavni soucasti jednoduchého pristroje



Instrumentace

i I Zesilovac
Ihlll'l:z _______ L M i - ﬂi <
v.«vka ‘/x 0 I D tekm
Kyveta € r
Véstupni merna
sterbina

* Blokoveé schema spektrofotometru

Displej




Instrumentace

* Obecné pouziti
— Viceucelove
— Specialni varianty v jednotlivych ¢astech
obecneho schematu — viz dale
o Specialni uziti
— Jednoucelové — denzitometry, scanery apod.
— Detektory — soucasti jinych zarizeni
— Variace na obecne schema



Instrumentace

Pristroje jednodussi

— Kolorimetry, fotometry

— Filtry, detektory - vizualni
Kvalitnejsi — spektrofotometry

7 u AL &Y 4

— Svetlovodna vlakna — citlivost, eliminace
rozptylu
— Parametry kvality — viz dale

— Specialni vybaveni a konstrukce (seriova
meéreni — prutokoveé kyvety, desticky apod.)



Zdroje

Rozsah a intenzita emitovan¢ho zareni
vyzarovaci charakteristika
volba zdroje

Rtutova vybojka — UV spektrum
Halogenova zarovka — viditeln¢ spektrum +
Laser — monochromatické

LED  \ )

Larnp Focusing Mechanism

Ellipsoidal Reflector

- Deuteriova lampa — UV spektrum

Anode

Xenonova vybojka — UV + viditelné spektrum



Relative Intensity

Overlapping Spectra of
Deuterium and Tungsten Lamps
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Xenonova vybojka
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Monochromatory

 Filtry — kvalita (barevné x interferencni)
* Hranol — lom svetla

—

Entrance

Collimating
slit

lens

. i i A> Ay
Focusing slit
lens



Monochromatory

collimating mirror

focusing mirror

* Mrizka — disperze

normala é
: difraktovan
miiZky : zabent

wﬁraction grating
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nA=CD - AB |
v
piece of CD box of match

nA = d(sinoa-sinf})



Vzorek

* Obecné — standartni kyvety

— Variace — Thunbergovy, Dewarovy apod.
o Specialni

— Prutokové kyvety

— Desticky — vicekanaloveé

— Sté&rbiny — mikroobjemy



Spektrofotometricke kyvety
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Spektrofotometricke kyvety







Rozpousted|a

Pouzitelnost rozpoustédel v UV oblasti

Voda > 185 nm
EtOH >195 nm
Diethyléter >205 nm
Dioxan >220 nm
CHCI3 >245 nm
CCl4 >262 nm
Benzen >280 nm

Aceton >330 nm



Fotonasobic¢

Detektory

photoelectron dynodes
Radiation ! secondary
h : 1
v h"""“"'---.._,_t electrons
/ S
Photoemissive cathode ; ™.
; anode
: to
high voltage (-) WW-W:’-\/\/\P= current-to-voltage
500-2000V amplifier
o BRI




SEMITRANSPARENT PHOTOCATHODE SPECTRAL RESPONSE CHARACTERISTICS
TRANSMISSION MODE PHOTOCATHODE

§ 138 | <] | o’ 1 |
— I 0 i*]

ST e T
E  awf[E=ET 7 = o

[ 50c | — LA Aw L \ . _— n
e g8 Jo= T IEs 400K | 25 %]
= 20 G v ] —
i '%r’.// | //
% 18 ."fl.’ it \2008/ ‘,\OI

— o d L3 Y

] s Fboor - 401K 402K £ =
= / _.4-/ ‘25"(:
E //l/ //".‘/t/ // .\ °l°
a8 100 = ' =
S 06 — = =
= 04 ]
g L //
O o il
. i e
B 100 200 300 400 500 600 700800 10001200

WAVELENGTH (nm)



Fotometr s diodovym polem

Intensity

The ‘real’ spectrum
in front of the

Photodiode-Array | diode-array

Grating

Sampling by the
diode-array

Intensity

The ‘digitized’
spectrum

Wavelength




Charakteristiky pristroje

Detector

Intensity output signal

1
|
|

Wavelength Wavelength

Spektralni rozliSeni — schopnost rozlisit dvé tésné piilehlé vinové délky
Rozliseni x rozliSovaci schopnost — nepiimé
S =0,8xS,,,,, — pro urCitou AA = rozliSeni



Charakteristiky pfistroje

Spektralni Sitka ptistroje — Sitka pasu svétla opoustéjiciho monochromator
métena v poloving vysky piku (SBW), zavisi na Sifce Stérbin a disperzi miizky,
Obvykle <2 nm

Ptirozena Sitka pasu vzorku - Sitka absorp¢niho pasu vzorku métena v poloviné
vysky piku (NBW) — ovlivnéno SBW — monochromati¢nost

Intensity Absorbance

I.-......_.. .u A..—.
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]
|

]

|

|- sBW — | | NBW — |
Wavelength Wavelength




Charakteristiky pristroje

True band shape measured at 1 nm SBW
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Ptfesnost métfeni zavisi na poméru SBW/NBW = 0.1 a menSi (pfesnost 99.5%)
SBW 2 nm postacuje pro NBW 20 nm



Chyba mereni

Error [AA/A]
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Prakticke aplikace

Stanoveni koncentraci latek

— Obecné — bilkoviny, NK

— Specialné — Hb, cytochromy

Stanoveni forem latek

— Ox-red — titrace, E_,, disociacni stavy - pK,
UrCeni zmeny koncentrace

— Rychlost reakci — enzymove (NAD*, uméle)

Detektor pro jiné metody — sprazene



Stanoveni bilkovin

Absorpce v UV oblasti (Tyr, Try) — 280 nm

Citlivost 50 ug
Velmi rychla metoda, nedestruktivni
Interference: rusi NK, zakal

€ (ml/mg)
C (mg/ml) = (A g0) BSA =0,63
C (mg/ml) = A5/ Ig=1,38

C (mg/ml) = 1,55.A,¢) — 0,76 A, Ovalbumin = 0,70



Stanoveni bilkovin

~ O H Biuretova metoda
_ H_éx C—C  Peptidkette 1
N ; ; ;N 7 Citlivost 1-20 mg
Kupfer(i}-omplex  _Cu_ _ Interference: nékteré aminokyseliny,
NN zwiterionty
H—U\ C—[  Peptidkette 2
VRO TN
O H N
Lowryho metoda (595 nm)
Citlivost 10 pg
Zdlouhavost (2kroky)

Interference: rusi sulfat amonny, glycin,
SH reagenty, EDTA > 0.1 mM



Stanoveni bilkovin

Q@ ©

‘ooc—(ON_ NO)—coor
ot

protain + Cu®t Cu’
OH™, H:D BCA

Protein Reagent - ON.I O coo-

© ©

BCA- Cu* complex 562 nm

Bicinchoninat

Redukce Cu?*, pak komplex

Citlivost vysoka 1 ug
Pracna metoda — 2 kroky
Interference: rusi EDTA, SH reagenty



Stanoveni bilkovin

-ﬁ-\-""irmzHE 1
H e § 0a
- 0.6
| &
I:.Hq E 0.4
=< p32
1’/ N “ %l"w’“' ! 0 S00 1000 1500 2000
- oo Cbe s Concantration of BSA (ug/ml)
Coomassie Brilliant Blue G BSA standard solutionT{ERE L - RS O M

Metoda podle Brafordove

Citlivost vysoka 1 ug
Rychl4a metoda (naro¢na na peclivost)
Interference: rusi Triton X-100, SDS,
Siln¢ bazické pufry

Posun maxima
Z¢e 465 na 595 nm



Enzymove reakce

* Prirozene chromofory
— Predevsim oxidoredukce - NAD*, cytochromy

* Umelé chromofory
— Oxidoreduktasy — barviva (PMS, tetrazolia)
— Hydrolasy — estery, amidy

» Derivatizace produktu
— Ketokyseliny + dinitrofenylhydrazin



Oxidoreduktasy

« PMS - DCIP



Oxidoreduktasy

« MTT test

— Viabilita a metabolicka aktivita bunék
— Produkt redukce cytosolickym NAD(P)H

MIT /x[:::::l [::;:] Formazan
~H
x" | \
N -

— HN*
M M
\r CH3 --:::
4 T e
Br o /
CH,
“CH,




MTT test

 Mikrotitracni desticka




Oxidoreduktasy

 |Indikacni reakce




Chromogenni substraty

Fosfatasy

NO, NO,
it Alkaline Phosphatase + H3PO,
I OH
PO3H-
" cl 0 i Cl
il
! 0-P-0OH AP d OH 1n||1|;|-r|1|=r|:rl1
| —_— +HPO3"
OH
[ [
H H HET NBT-f
BCIP il 55" :Ilhri:lmu 3.4'

dichlore-indigo white



Chromogenni substraty

* Glykosidasy
HO

QO
DAL
NO

OH OH °



Pouziti spektroskopie pro studium konformace
bilkovin

Fluorescence Try, Tyr — 280 nm

Zavislost spektra na polarité prostfedi — zde polarni

nm



Pouziti spektroskopie pro studium konformace
bilkovin

nm

Fluorescence Try, Tyr — 280 nm

Zavislost spektra na polarité prostfedi (Cerveny posun
v nepolarnim prostredi)

Perturbacni spektra

Problém rozliSeni malych zmén na silném pozadi



Dvoupaprskova fotometrie (double-beam)

* Problém koherentniho paprsku

. Sté&peni asové — prostorové

e SoucCasné méreni referentniho a mérného paprsku
— Moznost porovnani — diference

« Nahrada pocitaCcovym zpracovanim

* Dual-wavelength
— dva monochromatory
— jeden vzorek



Dvoupaprskovy fotometr
double-beam)

Source Selector
—

Mirrors

Filter
Wheel

Entrance
Slit

Grating

Detector

Mirrors Chopper

Reference




Diferencni spektroskopie

A

nm




Diferencni spektroskopie




Diferencni spektroskopie
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nm




Diferen¢ni spektrum
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A

AA

ABSORBANCE,

~0.l

Pouziti spektroskopie pro studium
konformace bilkovin

I I !
260 270 280 290 300 310
A in mw

a—Try voda
b-Tyr ... DMSO
¢ - Phe

A — Absorp¢ni spektrum

B — diferen¢ni spektrum



Derivace spekter

1.0 | Absorbance 1 1.0 Absorbance
05 1 05t 4
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Figure 1

Absorbance and derivative spectra of a Gaussian band



Multikomponentni analyza

* Prekryv pasu - aditivni charakter A
» Obalka jemnych linii A= A(A) — A(A,)

1 LA

frekvence



