TECNICHE SPETTROSCOPICHE

» La radiazione eleffromagnetfica &€ composta da un vettore elettrico e da
un vettore magnetico che oscillano su piani tra loro perpendicolan, a loro
volta perpendicolan alla direzione di propagazione.

N



« Le radiazioni visibili o ultraviolette (UV) comprendono solo una piccola
parte dello spettro elettromagnetico, che include molte altre forme di
radiazioni: onde radio, infrarosse, cosmiche, raggi y e raggi X
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'energia e inversamente proporzionale alla lunghezza d'onda E= hv



V, la frequenza (in hertz) della radiazione & definita come V=C/)\

C & la velocita della radiazione elettromagnetica (300.000 Km s-1)
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* Llinterazione della materia con le radiazioni elettromagnetiche determina:
* Riflessione

* Dispersione

e Assorbimento

* Fluorescenza

* Reazione e trasformazione chimica

Quando la materia assorbe le radiazioni elettromagnetiche il contenuto di energia degli
atomi o molecole di cui € composta aumenta. Passando da uno stato fondamentale ad
uno stato eccitato Gli elettroni sono normalmente distribuiti in diversi livelli energetici e
occupano nello stato fondamentale i livelli piu bassi. Un elettrone puo assorbire una
radiazione elettromagnetica passando nello stato eccitato.

AE=E,-E,=hv

h & la cosfante di Planck (6,63 x 103 J s) mentre v & la frequenza della
radiazione elettromagnetica assorbita



» L'energia associata alla radiazione elettromagnetica assorbita
deve
corrispondere esattamente al AE dell’elettrone cha passa
dallo stato
fondamentale (S,) a quello eccitato (S, 0 S,).
» Per questo motivo un atomo che assorbe la luce presenta uno
spettro di assorixgento a righe 14
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» La quantita di energia che un elettrone pud assorbire non varia in modo
continuo ma dipende dalla caratteristica serie di livelli energefici o stat
dell'atomo a cui appartiene.

~ L'interazione tra le radiazioni elettromagnetiche e la materia € quindi
un fenomeno quantico.
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Una molecola che assorbe la luce presenta uno spettro di
assorbimento a bande che sono il risultato della sovrapposizione
di piu righe di assorbimento corrispondenti ai diversi livelli e
sottollvelll energetici vibrazionali e rota2|onaI|
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La spettrofotometria : tecnica che misura
I'assorbimento di radiazione nella regione del
visibile e ultravioletto

La quantita di radiazione assorbita e
proporzionale al numero di molecole che essa
incontra nel cammino

La legge d
A=log(l /

i Lambert e Beer
.).€cl

e= coeff di estinzione molare M1.cm
|, =luce incidente I,=luce trasmessa
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SPETTROFLUORIMETRIA

» La fluorescenza e I’ emissione di luce dovuta alla transizione di elettroni
da un livello energetico maggiore ad uno minore

¢ La fluorescenza segue ad un evento di eccitazione, causato
dall’assorbimento di una radiazione elettromagnetica

¢ La lunghezza d'onda della radiazione assorbita ha valori minori rispetto
a quella emessa  Shift di Stokes

¢ La differenza di energia tra radiazione assorbita ed emessa viene dissipata
sotto forma di calore [collisioni tra le molecole)

¢ Le radiazioni emesse appaiono come spettri a banda



L’'emissione di fotoni 1n seguito all’assorbimento di radiaziom
elettromagnetiche puo avvenire 1n un tempo piu o meno breve:

Fluorescenza = 1ntervallo d1 tempo tra eccitazione ed
emissione dell’'ordine di 10-° — 10-2 seconda;

Fosforescenza — mntervallo di1 tempo tra eccitazione ed
emissione > 102 seconda.
Nel fenomeno della fluorescenza s1 distingue una luce

eccitante ed una luce fluorescente. che sono caratteristiche da
ognl molecola fluorescente.

Dall’'analis1 delle radiaziom eapacl di eccitare la fluorescenza
s1 ricava lo spettro di eccitazione. che € 1n pratica lo spettro da
assorbimento della sostanza: lo spettro di fluorescenza o da
emissione e I'analisi della luce emessa per fluorescenza.

La fluorescenza =1 puo sfruttare sia per analisi1 qualitative che
guantitative = fluorimetria e spettrofluorimetria.
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SPETTRIDIASSORBIMENTO DEI RESIDUI AROMATICI
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FLUOROFORI ESTRINSECI
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Componenti di uno spettrofluorimetro
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La misura della fluorescenza e una misura relativa

# S| definisce EFFICIENZA QUANTICA

quanti-di - fluorescenza - emessi

quanti - assorbiti

* U'efficienza quantica & indipendente dalla lunghezza d'onda di eccitazione

*A basse concentrazioni della sostanza fluorescente (fluoroforo), 'intensita
della fluorescenza (/) € proporzionale alla concentrazione:

I, =231,¢,cd0

c & la concentrazione del fluoroforo

d & il cammino ottico della luce nella soluzione fluorescente
£; € il coefficiente di estinzione molare del fluoroforo

I, & l'intensita della radiazione incidente
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Spettri di assorbimento ed emissione degli amminoacidi aromatici
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Lo spettro di
emissione del
triptofano e
sensibile alla
polarita del
mezzo
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Analisi della fluorescenza intrinseca del
triptofano
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L'analis1 di spettr1 di fluorescenza permette di avere
informazioni sulla struttura di proteine. di catene
polinucleotidiche. di membrane cellulari. Lo spettro da
fluorescenza. sia quello intrinseco. dovuto agh
amminoacldl aromaticl o di eventuali coenzimi. che
guello estrinseco. acquisito per aggiunta di derivat:
fluoresenti. s1 modifica in presenza di ligandi fisiclogict
o artificiali. e c10 consente anche lo studio da
modificazioni conformazionali delle proteine.



Spettri di fluorescenza dell’azzurrina
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cAMP Receptor CRP
‘~)l,.

E un fattore di trascrizione che regola
I'espressione di molti geni nei procarioti
costituito da due subunita di 23kD
Nterminale 1-133 dominio di
dimerizzazione e di legame con CRP
Cterminale lega il DNA

134-138 ansa flessibile che collega i due
domini

Ogni subunita lega 2 cAMP con diversa
affinita

cAMP e un attivatore allosterico
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Spettri di emissione di fluorescenza in presenza di
cAMP

« CRPWB85A
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Determinazione della Kd dell’equilibrio Apoenzima + cofattore
della SHMT (Serina idrossi-metil-trasferasi)
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Acrilammide un
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Fig. 2. () Twypical Sterr—Volmer plot for iodide guenching of
CRPWEEA . The solid line represents the best fit with the fol-
lowwing parameters: Koy = 911w ", £ = 048, Koy = 289 w7,
5 = 0.40. (B} Typical Stern—Yolmer plots for acrylamide guenching
of CRPWELA i and of CRPWASA—(cAMPl: (O The solid lines
represent the best fits with the following parameters: CRPWESA,
Koy =564 M7, V=074m ", f= 1. CRPWESA—(CAMP)., Ko =
645 M, V=0.22 m ', f= 1. The excitation was at 295 nm and
the emission at 340 nm.



FRET

Fluorescence Resonance Energy Transfer

strasferimento non radiativo di energia (dipolo-dipolo) da parte
di un donatore fluorescente ad un accettore fluorescente.

Il trasferimento di energia dipende da:

« proprieta spettrali

* orientamento

 distanza tra donatore e accettore(1-10nm)



Lo spettro di emissione del donatore e lo spettro di eccitazione
dell’ accettore devono essere parzialmente sovrapposti
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¢|Interazioni proteina-proteina in Vvitro
(Cambiamenti conformazionali di
proteine)



FRET tra W85 e C178
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Analisi delle modifiche
conformazionali della subunita € della
Fo F1 ATPasl mediante FRET

Pari Fully
Extercad Extardad

FRET L. e High High
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FO F1 ATPasi

FO e un canale protonico costituito da
tre tipi di subunita a,b, ¢
Nelle seguenti quantita ab,C,4.1,

F1 catalizza la sintesi di ATP ed | N side
e costituito da nove subunta :

a;B;yde

ogni subunita B ha un sito
catalitico per la sintesi di ATY
La subunita y & I asse centrale




L’ enzima € costituito da due parti una
mobile costituita da c e da ye in grado
di ruotare e una unita immobile o
statore costituito dal resto della molecola




Mediante FRET e stato dimostrato che le due alfa eliche di € cambiano
conformazione passando da una forma estesa HIGH FRET ad una forma
ritratta LOW FRET in presenza di ATP

i To
Coaming of §  Refactsd Eff;[" y E::IEE“-'I-r:llrﬂ:l
FRET Lorw High High

IGURE I.Frobing conformational dymamdcs of the « subunit by FRET. Ztrueciura of




Espressione di a;B;€y

a.B.v(S3C-Cy3)@)

€(134C-Cy5)@




13
A
Assorbe a 530 nm and emette at 570 (615) n

I \R c R/ Assorbe a 625 nm and emette at 670 nm,
N

| due fluorofori sono stati coniugati ad una cisteina della proteina
mediante reazione con la maleimide
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L’ ATP ma non I’ idrolisi di ATP incrementa lo spetto di fluorescenza del donatore

BE

H Low FRET

E 300 C %‘

7 e

H .

L 200 ADP+AIF 4 %

5 2

o .

E &

= 1 IE

% 0 1200 2400 é,

2 Time (s) c

o =
o



Il cambiamento conformazionale indotto dall’ ATP & reversibile infatti I aggiunta di
esochinasi porta ad una decremento della fluorescenza donatore
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Il Dicroismo circolare

Il dicroismo circolare é una tecnica di analisi strutturale simile alla
spettrofotometria in quanto é basata sull'assorbimento da parte del
campione di una radiazione UV o visibile.

La radiazione usata é polarizzata circolarmente,



La luce polarizzata

La luce & un'onda elettromagnetica che consiste in un campo elettrico £ ed un
campo magnetico H oscillanti, che possono essere rappresentati da vettori
perpendicolari tra loro, e perpendicolari alla direzione di propagazione.

E| y A =i\ E
/ﬂm | /ﬁ:\ R

direzione di propagazione’
@ 0 A

I piani sono infiniti e disposti a raggiera lungo I'asse di propagazione dell’'onda.
La luce polarizzata linearmente, invece, & una radiazione elettromagnetica in cui
il vettore £ oscilla in un solo ben preciso piano di polarizzazione.




E vectors

\

Polarizer Direction of
propagation

I piani sono infiniti e disposti a raggiera lungo I'asse di propagazione
dell'onda. La luce polarizzata linearmente, invece, & una radiazione
elettromagnetica in cui il vettore £ oscilla in un solo ben preciso piano
di polarizzazione.



se il piano di vibrazione ruota con regolarita periodica attorno all'asse di
propagazione si ha luce circolarmente polarizzata




Luce linearmente polarizzata

Un osservatore situato sull'asse x vedra il
vettore campo elettrico raggiungere un
massimo e poi diminuire fino a passare per
lo zero, cambiare verso, raggiungere un
minimo e poi ricrescere di nuovo. L'onda
sinusoidale rimane sempre confinata nel
piano xz e l'osservatore vedrebbe un vettore
oscillare lungo z.




Quando due onde piano polarizzate sono presenti simultameamente in
due piani perpendicalari, le proprieta dell'onda che ne risulta dipendono
dall'intensita e dalle fasi delle due onde componenti. La seguente
animazione mostra l'onda risultante dalla somma di due onde di stessa
intensita, frequenza, lunghezza d'onda e in fase ma polarizzate secondo
due piani perpendicalari (orizzontale per quella rossa e verticale per la

Il risultato della somma tra le due onde, e
un‘altra onda piano polarizzata (quella )
con il piano di polarizzazione spostato di 45°
rispetto ai piani di polarizzazione delle due onde
originarie




Se le due onde non sono in fase (c'e una differenza di 90° tra le loro fasi)
I'onda elettromagnetica che ne risulta é circolarmente polarizzata. In
pratica il vettore campo elettrico £ ruota con frequenza pari alla frequenza
della radiazione: il risultato é che la punta del vettore percorre una
traiettoria a spirale. L'onda si propaga quindi come una funzione che
descrive una traiettoria a spirale e non piu sinusoidale

Se l'osservatore si pone lungo l'asse di
propagazione.




Un raggio linearmente polarizzato puo essere considerato come la
somma di due raggi circolarmente polarizzati uguali ma con segno
opposto






Nella figura la le due componenti circolarmente polarizzate della luce
linearmente  polarizzata sono assorbite differentemente: |la
circolarmente polarizzata destra (rossa) non é assorbita mentre la

circolarmente polarizzata sinistra ( ) e assorbita.



I vettori campo elettrico escono dal mezzo con intensita differenti
e il vettore somma descrive una traiettoria ellittica.



4

Il dicroismo circolare puo essere definito dalla differenza tra I'assorbanza della luce
polarizzata circolarmente levogira e destrogira

AA= Al-Ar= €lCI- €lCl = A (]

Oppure dal rapporto tra il semiasse minore e il semiasse maggiore della luce polarizzata
ellitticamente che e pari alla tangente dell’langolo 6 chiamato ellitticita



Le molecole chirali hanno Al # Ar

Gli spettri di dicroismo circolare sono spettri differenziali che
misurano questa differenza di assorbimento AA

©= [B]CI



Ellitticita molare

AA=AeC]

» Allo stesso modo si pud definire Pellitticita molare [6].

6=[6] C |

* Sempre per motivi storici, in genere [6] non si riporta in
gradi M1 cnr®, ma in gradi cm?® dmole,
f— mgradi; C— M=mol I*=mol dm; l—=cm
[6]= 8/Cl— mgradi dm?* cm™* mol
mgradi —gradi 10-%;dm?* — cm? 10°; mol —dmol 10
[6] (gradi cm? dmol? )= 6(mgradi)[10-C{M)l{cm)]
* Mel caso di omopolimeri in cui il cromoforo sia nel monomero (ad esempio catene

polipeptidiche), conviene riferirsi alla concentrazione di monomeri anziché a quella di
polimero.



Apparato sperimentale

Sorgente Monocromatore Campione Rivelatore

Modulatore
fotoelastico

» |l modulatore fa variare periodicamente la luce dalla polarizzazione circolare destra
alla sinistra.
» La luce rivelata oscillatral e I,.

NN SN

I, =1,107*%
[,=1,107%

» Dall'ampiezza dell'oscillazione si risale a AA.

v



Applicazioni

Informazioni sulla struttura secondaria (lontano
uv)

Informazioni sulla struttura terziaria (vicino
ultravioletto)

Variazioni della struttura secondaria e terziaria
durante processi di denaturazione di una proteina
in funzione della temperatura o di agenti
denaturanti

Puo essere utilizzato per valutare l'effetto di
sostituzioni aminoacidiche



CD di polipeptidi

Studio conformazionale di peptidi e proteine. Una catena polipeptidica &
formata da tanti amino acidi legati attraverso il legame peptidico. L'unico
cromoforo presente é quello associato al legame peptidico, cioée quello
ammidico. Le due transizioni possibili sono la n—n* a 210-230 nm e la n-n*
a 180-200 nm.

La struttura secondaria di una catena polipeptidica puo essere
fondamentalmente di 3 tipi: a-elica, foglietto B e B-turn. Gli spettri CD
consentono di distinguere tra queste tre differenti conformazioni .



CD di proteine: lontano UV
BO000 T
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==
spettro CD. -
- 20KKH) =
n—1r*
Amax = 220nm 40000 =
5 = 160 180 200 220 0 260
1 Amac = 200nm Wavelength (nm)
A
/N‘-"'"Cu Fig. 2. Far-UV CD spectra associated with various types of
H secondary structure: solid curve, a-helix; long dashes, anti-paral-

lel A-sheet; dots, type | B-turn; dots and short dashes, irregular
structure [23].



Il CD di una proteina dipende dalla sua
struttura secondaria

i,.'_' S
A 1\ { ¥
N I, S8\
B

—— chemotripsin (~tutta )
—— lisozima (o & B)
triosefosfate isomerasi \\x @

(perlopill a. e poco B\
—— mioglobina (o) «

1 1 1 1 | 1 | 1 1
180 200 220 240 280
Wa velength {nm)

 Notare il progressivo cambiamento a 6,,, con
I’incrementare della struttura a elica




o—elica

. Uno spettro €D di un polipeptide ad a-alica & tipicamente caratterizzato
da una banda negativa a 222 nm dovuta alla transizione n-n* e da una
banda negativa a 208 nm e una positiva a 198 nm relativa all’'exciton
coupling delle transizioni n—n* del peptide.
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Foglietto 3

lo spettro CD mostra due assorbimenti uno positivo a 195 nm e uno negativo
a 216 nm, di comparabile intensita.

30
[6] A causa pero della maggiore

30 variabilita conformazionale
della B struttura rispetto
alla o, i CD di polipeptidi a
struttura B sono molto
meno riproducibili di quelli
v relativi a  peptidi a

0 ............................................................
\_/_ struttura secondaria o e
20 dipendono fortemente dalla

lunghezza della catena e
dal solvente.
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CD di proteine: lontano UV

e Effettuando la deconvoluzione dello spettro di una proteina come somma
degli spettri delle diverse strutture secondarie e possibile determinarne la
frazione.

60000 -
45000 -
30000 +
15000 +

0

-15000 -
-30000 +

-45000 -
160 180 200 220 240 260

Wavelength (nm)

Mean Residue Ellipticity

& mostly helical protein, myoglobin (in red), two mostly beta-sheet proteins, concanavalin A (blue) and beta-lactoglobulin
(cyan), and a polyproline-rich protein, collagen (orange).




Dicroismo circolare e conformazioni

ProTeIM SECONDARY STRUCTURES DETERMINED BY INFRARED SPECTRAL DECONYOLUTION AND
Crecurar Dicuross SPECTRA ann ¥-Ray CaysTaLLOoGRAFHY"

Secondary structure (9%)

Protein o Hehix @ Sheet Turn Random Method
Hemoglobin TR? i2 it b IR-5D
&7 0 7 f X-Ray

GiE=T35 i-4 i5=20 ] CD
Myoglobin Bs® 7 B y IR-5D
] 0 8 7 X-Ray

G786 n-13 =& 11-30 Ch
Lysozyme 4 i 27 14 [E-5D
43 1% 23 13 X-Ray

2945 1-35 B=26 B-60 Ch
Cylochrome ¢ (oxidized) 42 21 25 12 1R-5D
48 1] 17 25 X-Ray

Tl 0=59 15-28  ZB=4] Ch
a-Chymotevpsin ] 47 n 14 IR-5D
R 50 7 15 X-Ray

E-15  J0-53 2.2 3R-T) ch
Trypsin 9 44 18 9 IR-5D
9 56 4 1 X-Rav
Ribonuclease A L5 40 3 9 IR-5D
23 46 21 [1] X-Ray

12=30 H-44 11-22 19510 i b
Alcohol dehvdrogenase 1B 45 23 14 1IR-5D
29 40 19 12 X-Ray
Concanavalin A B 58 26 B IR-58D
3 £ 2 15 X-Hay

325 41-4%  15-17 9-36 Clx
Immunoglobin G 3 4 28 5 IR-5D
i 67 1E 12 X-Ray
Major histocompatibility complex antigen A2 17 41 28 14 IR-50
20 42 X-Ray

B=13 74T Ch
Aw=Microglobulin B 52 i3 9 IR-50
0 48 X-Bay

a ] Ch




CD di proteine:

Si seguono con elevata
sensibilita tutti i cambiamenti di
conformazione:

* Denaturazione

* Processi di associazione

ﬁ;n {deg cm® dmol™)

Fraction unfolded

ontano UV

210 prit]

40 50
Temperature (°C)

60

R e L L

70

80



CD di proteine: vicino UV

* 'assorbimento nel vicino UV (A>250 nm) e o

Trp

dominato dalle catene laterali aromatiche.

* Questi cromofori danno origine ad un CD
indotto, molto sensibile all’intorno.

* || CD nel vicino UV fornisce informazioni sulla

[0)ideg cm” dmol "y
) <

struttura terziaria intorno alle catene

aromat|ChE. 260 RO Six) W) Y1)
Wavelengih (nm)
“,'Ii. .
L]
B 35
E L
i S |
I
<
141] . . L W i
280 am 80 280 0 3a a
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Lo gl

o the s of sl o, RITA il RIMG i s pesgeet sl 151] represen: speciza obviamed & pH 7 asd pbi 2 respeaively [e3ad]

Wavelength (nm)

Fig. 7 O sprvdra of o-lsctalomn. (a) asd (B repeeesi fa2r UV aed sear IV OO spevira regpecirvely. The solid and dasbesd lines




CD di proteine: visibile

* 'assorbimento nel visibile & dovuto ad eventuali gruppi prostetici (es. eme).

Questi cromofori danno origine ad un CD indotto..
* || CD nel visibile fornisce informazioni sulla struttura terziaria intorno gruppo

prostetico.

€D (mdeg)

1 i 1 i 1 i |

350 400 450 500 550 600
Wavalangth (nm)

'1']_ i i

Fig. 4. The near-UV /visible CD spectrum of BM3 flavocytochrome. The solid line shows the CD spectrum of the imact flavocy-
tochrome; the dashed line shows the CD spectrum of the stoichiometric mixture of the separately expressed P-4350 and reductase domains

of the enzyme [37]



Spettri lontano
(A)UV e vicino
UV(B) di CRP
wild type @ e
mutanti nel loop
coinvolto nel
legame con
cAMP
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Condizioni sperimentali o o A
* Il rapporto segnale/rumore migliore si % | \\_5 foI,
ottiene per assorbanza della molecola I vy 7
otticamente attiva ~1 (idealmente 0.87). ~ioo00 4 N\ i
20 = 0
* Qualunque assorbimento del solvente, _ Wavelengih ()
tampone, sali, stabilizzanti deve essere om0 §:; .
minimizzato. Per il lontano UV conviene ] 2 .
usare cammini ottici <0.1 cm. éi ol \
* Bisogna flussare lo strumento con azoto %“’“' g —
per evitare che I'ozono prodotto dalla T -
lampada danneggi l'ottica, e per eliminare 0 . :
I'assorbimento dell’aria nel lontano UV. - edagkinl a

Fig. 9. The effecs of buffer components on far UV CD spectra. Lysozyme
(0.2 mg/ml) was dissolved in 30 mM sodium phosphaic buffer, pH 7.5
(spectrum 1, solid lme ), or sodium phosphate buffer containing either 150
mMd Mall (spectnum 2 dashed lined or 150 mM imidarole [surn:\'lrmn 3,
dash - dot—dot line), or m 50 mM Tris/scetate, pH 7.5 (spectrum 4, dotted
lingh Spearm were recorded im a 0.02-cm pahkngh ol on a Jasco J-810
specitropolanmeier usmg a scan speed of 50 nm/min, a time constant of
0.5 5 and a bandwidth of | nm. 8 scars were accumulated. The upper
panc] shows the CD specia and the lower panel the cormmesponding High
Tenzion voltage traces.,



Condizioni sperimentali

Table |
Absorption properties of sclected buffer components in the far UV

Component Absorbance (50 mM solution in 0.02 em pathlength cell)

: S 180 nm 190 nm 200 nm 210 nm
* Evitare (o minimizzare): CI, :
NaCl 0.5 >0.5 0.02 0
DTT, EDTA, HEPES, PIPES. NaF 0 0 0 0
NaClO, 0 0 0 0
 Tamponi migliori: fosfato, tris. Boric acid 0 0 0 0
Na borate 03 0.09 0 0
(pH 9.1)
NaHPO, 0.5 0.3 0.05 0
NaH,PO, 0.15 0.01 0 0
Na acetate >0.5 >0.5 0.17 0,03
TrisH,S0,  >05 0.24 0.13 0.02
(pH 8.0)
HEPESNa'  >05 >0.5 0.5 0.37
(pH 7.5)
MES/Na' 0.5 0.29 0.29 0.07

(pH 6.0)




