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INTRODUCAO A ESPECTROFOTOMETRIA DE DNA
Determinagdo da entalpia e da entropia padrio de emparelhamento de um
oligonucleétido. O efeito da concentragio de NaCl.

|ntroc|ugéo

Espectrofotometria de ultravioleta-visivel (UV-Vis)

@) espectro e/ectromagnético
A radiagéo electromagnética ¢ constituida por quanta de energia, os fotdes, que apresentam comporta-
mento ondulatério. Estas particulas elementares sdo as intermediarias da interaccdo e da forca electromagnética e a

sua energia pode ser calculada pela equago 1:
E=hv (1)

onde h é a constante de Planck (6,62618 x 1 0% s) e V¢ a frequéncia da radiacdo (5_1, o mesmo que Hz).

O comprimento de onda fica definido pela frequéncia e pela velocidade da radiagéo através da equagdo 2:
v = c/A (2)

onde A é o comprimento de onda (m) e ¢ é a velocidade de propagacdo da onda (2,9979 x 108 m s no

vacuo). A energia da radiagéo electromagnética ¢ portanto directamente proporcional & sua frequéncia e inver-

samente proporcional ao seu comprimento de onda.
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Figura 2 - Transigées electrénicas entre orbitais moleculares (OM)
de diversos tipos. Numa molécula estével, as orbitais ligantes O e 7, e
[ £ R —— as ndo-ligantes N, contém electrdes, enquanto que as OM anti-ligantes
g ‘ 0% e m*estdo vazias. As transicdes que requerem maior energia, e
o | portanto fotdes de maior frequéncia, sdo as 0 —» O*. As transi-
- H * ¢des envolvendo OM tipo 7T s6 ocorrem quando a molécula contém
%? B Ak ligacdes duplas ou triplas. As OM tipo N sdo na verdade orbitais
v 7 . . /] . . .
T H atémicas, simples ou hibridas. Por normalmente terem maior energia
& A e
E H e T potenC|a| que as OM ||gantes, as orbitais N estdo na origem de a|gu—
o X mas das transicdes electrénicas de menor energia.
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O estudo de diversas fontes de radiagéo mostra que esta é constituida por fotdes com diversos compri-
mentos de onda que habitualmente se classificam em intervalos cujo nome tem a ver com a sua uti|izagéo ou
percepcao humana (figura 1). Deve notar-se que a regido visivel ¢ uma pequenissima parte do espectro electro-
magnético, compreendendo radiagdes de comprimento de onda entre 400 nm (radiagdo violeta) e 800 nm
(radiagéo vermelha), aproximadamente. Os comprimentos de onda da radiagéo electromagnética solar variam

entre cerca de 10" m (ondas de radio) a 10" m (raios ).

Excitacdo electrénica

A radiagéo electromagnética interage de diversas formas com a matéria, dependendo da sua energia e
do tipo de matéria. Uma destas interacgdes dé-se ao nivel das transicoes electrénicas entre orbitais atémicas ou
moleculares quando a radiagéo possui comprimentos de onda nas regides do ultravioleta e visivel, entre 200 e
800 nm. Em moléculas, este fenémeno consiste na promocao de electrdes de orbitais moleculares (OM)
ligantes (tipo O ou 7T) ou nao-ligantes (tipo N) para OM anti-ligantes de maior energia, de onde deriva o nome
“excitagéo electrénica”. Estas transicoes podem representar-se por: 0 ——» O, T —» O, N _» T" e
T » 7 (figura 2). As transicoes para OM anti-ligantes podem provocar a desagregagéo molecular designa-
da por fotdlise.

Os hidrocarbonetos saturados sé apresentam transicoes do tipo 0 —» O, que requerem uma energia
muito alta, razdo pela qual estes compostos absorvem radiagéo na regido do ultravioleta longinquo (A < 150 nm).
A presenca de |igagées duplas fazem com que aparecam maximos de absorvancia a comprimentos de onda mais
altos (tabela 1) correspondendo a energias de transicdo mais baixas.

A presenca de outros 4tomos, como o oxigénio nos aldeidos e nas cetonas que possuem electroes em
orbitais N e T (grupo C=0O) provocam absorcdo de radiacdo entre 180 e 280 nm, devido as transicoes
Nn_—» " enm_—» m. Compostos diferentes mas possuindo o mesmo tipo de grupos croméforos (com

absorgéo caracteristica no ultravioleta ou visivel), normalmente absorvem energia de comprimentos de onda dife-

) Solvent Tabela 1 - Comprimento de onda da ra-

Chromophore Compound Transition A, [nm] €.
C-H CH, o—a* 122 SO RAS diagéo electromagnética absorvida por
c_C CH,-CH, i 135 slrnné E_rus hidrocarbonetos simples e substituidos com
Cc=C CH,=CH, " 162 15000 heptane halogéneos. A presenca de ligagées duplas
(CHF}EC;C(CH})E T— 7% 196 11500 heptane e triplas e os pares de electrdes nao ligantes
C=C=C CH,=C=CH, 170 4000 nos halogéneos provoca o aparecimento de
) ) 227 630 transicoes a maiores comprimentos de onda.
C=C HC=CH 173 6000  gas
n-CsH—=C=C-CH, 178 10000  hexane
196 2000
222 160
C-Cl CH,Cl n— o* 173 200  hexane
C-Br n-CsH4Br n— g* 208 300 hexane



Figura 3 - Méximos de absorvancia para vérias enonas. A presenca do grupo carbonilo e a conjugagao de |igag6es duplas esté
directamente relacionada com o aumento do comprimento de onda a que aparece o méximo de absorvancia. As moléculas assinaladas,
com um grupo carbonilo e quatro ligagdes duplas conjugadas tém méximos de absorvancia j& muito perto do visivel (~400 nm).
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rentes, tal como pode ser verificado na figura 3. Na realidade, a energia necesséria para as transicoes electrénicas
depende da estrutura global da molécula, sendo relevante a natureza dos grupos vizinhos do grupo croméforo, ou
a existéncia de conjugagdo de orbitais 7 entre varios dtomos. Nesta Gltima situacdo a molécula absorve energia de
maior comprimento de onda, que pode inclusivamente chegar a ser radiagéo visivel quando a conjugacdo T ¢
extensa. Os compostos que absorvem radiagéo na regido do visivel sdo corados e as suas moléculas apresentam
sistemas de electres 7T extensos e conjugados. Sdo exemplos de moléculas bioldgicas deste género os carotenos
e as clorofilas (figura 4). Qutra fonte de cor estd nas transicoes presentes nos compostos de coordenagéo com

catides metélicos de transicdo, como ferro e cobre, por exemplo.

Espectrofotometria

Para obter espectros como os da Figura 4 ytiliza-se um espectrofotémetro. Este é um apare|ho que emite
um feixe de luz com um determinado comprimento de onda para uma amostra, segundo o esquema representado na
figura 5, e mede a quantidade de luz absorvida. A quantidade de radiagéo que uma so|ugéo deixa passar ao ser
atravessada por um feixe luminoso denomina-se transmitdncia (7 ), e corresponde ao récio entre a intensidade da

luz emergente da so|ugéo (1) e aintensidade da luz incidente (lp):

T=1/l (3)

A transmitncia estd relacionada com outra grandeza, a absorvancia (A), pela expressao:

A = log (1/T) = log (lo/1) (4)
A anélise quantitativa (ou doseamento) de compostos que se encontram em so|ugéo, pode ser feita

através da espectrofotometria de ultravioleta e visivel (UV-Vis), utilizando a lei empirica de Beer-Lambert. Esta lei

. ~ ~ -3 A .
I’CI&CIOH& a concentragao c|e um composto em so|ugao, C (mo| c|m ), com a sua absorvanaa AZ
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gicas com grande extensdo de conjugagao
TT, salientada na estrutura da clorofila a.
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no visivel, para além de absorvancia no
UV, ndo mostrada.

A = Sfc (5)

onde £ ¢ a distancia percorrida pelo feixe de luz na so|ugéo (cm) e € é uma constante chamada “absortividade
molar” (mo|_1 dm® cm_1), uma vez que tem um valor numérico igual ao da absorvancia quando a concentragdo de
soluto ¢ 1 mol dm_3, para uma espessura de 1 cm de solucdo.

O valor de absorvancia de uma solucdo é a soma das absorvancias de todos os seus componentes,
solvente e solutos, e também do recipiente em que se encontra. Para determinar a absorvancia devida a um Gnico
soluto, a determinado comprimento de onda, é necessério medir a absorvancia da so|ugéo com e sem esse soluto
e subtrair os dois valores. A solucdo que contém tudo menos o soluto de interesse designa-se “branco”.

E importante que as amostras sejam so|u§c’>es verdadeiras, limpidas, para que a medigéo do
espectrofotémetro seja puramente um resultado de absorgéo electrénica. Suspensoes, coldides ou outras misturas
ndo homogéneas translicidas contém particulas que para além de absorverem radiacdo também a dispersam por
reHecgéo na sua superficie. Essa luz ndo foi absorvida mas é contabilizada como tal pelo espectrofotémetro.
Mesmo a luz que é absorvida ndo o é nas condig()es supostas de o|i|uig§o do soluto, uma vez que este esta

agregado em partfcu|as em que muitas moléculas interagem sé entre si e ndo com o solvente.

Figura 5 - Para medicdes espectrofotométricas de soluges
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Figura 6 - Esquema de um espectrofotémetro.

A - fonte de Radiacio

|C B - Prisma
\\ % C - Fenda
G | § D - Espelhos

E - Espelho divisor da radiagio
F - Recipiente do “Branco”

G - Recipiente da Amostra

G H H - Detectores

o)

| - Registador ou Computador

Instrumentacéo espectrofotométrica

Os espectrofotémetros de UV-Vis sdo constituidos pelas unidades bésicas representadas na figura 6.
A fonte emissora de luz pode ser uma lampada de tungsténio que emite radiagéo em todo o intervalo de compri-
mentos de onda visivel (325 nm < A < 1000 nm), ou uma ldmpada de deutério (200 nm < A < 360 nm)
para a regido do ultravioleta. O selector de comprimento de onda, ou monocromador, inclui normalmente um
dispositivo difractor ou refractor de radiagéo, para separar a radiagéo da lampada por comprimentos de onda,
uma fenda para seleccionar a radiagéo de comprimento de onda desejado e ainda filtros para cortar radiagées
interferentes. A luz incide na amostra e no “branco", que se encontram em tubos especiais chamados cuvetes
(figura 5). Estes tubos sao de Seccao conhecida, construidos em quartzo ou plastico para medigées na regido UV
e visivel, ou em vidro se a observacdo pretendida for s6 na regido do visivel. O detector ¢ uma célula fotoeléctrica
que transforma a quantidade de luz emergente da amostra e do "branco" numa corrente eléctrica proporciona|.

O esquema apresentado na figura 6 refere-se aos designados “espectrofotémetros de feixe duplo” em
que o feixe original ¢ dividido em dois por um espelho rotativo ou por um prisma, passando um desses feixes
pe|a amostra e o outro pe|o "branco". A diferenga entre os espectros da amostra e do “branco” ¢ feita
automaticamente e em tempo real pelo espectrofotémetro. Consegue-se assim a possibilidade de fazer varrimentos
de comprimentos de onda sem ter necessidade de trocar cuvetes entre a amostra e o "branco" para cada novo
comprimento de onda. No entanto, muitos espectrofotémetros sao de feixe simples por que sao mais baratos e se
adequam a anélises quantitativas a um s6 comprimento de onda, em vez de anélises qualitativas espectrais. Nesse
caso, antes de ser feita qua|quer leitura de amostras coloca-se a cuvette do “branco” no espectrofotémetro,
selecciona-se o comprimento de onda desejado e define-se manualmente a absorvancia do "branco” como zero.
Nas leituras subsequentes de amostras, o espectrofotémetro desconta automaticamente a absorvancia do "branco"
e apresenta absorvancias que se referem apenas as substancias que se encontram nas amostras e que ndo se
encontravam no branco”.

Os espectrofotémetros de feixe simples com capacidade digital também podem ser usados para a
obtengéo de espectros. O processo implica adquirir e guardar o espectro do “branco” dentro de um intervalo de
comprimentos de onda. Esse espectro pode depois ser subtraido ao da amostra, para o mesmo intervalo de
comprimentos de onda, obtendo-se como resultado apenas o espectro do soluto de interesse.

Os espectros de absorgéo UV-Vis como os da figura 4 sao em geral gréficos que relacionam a absorvancia
com o comprimento de onda. Deve ser notado, no entanto, que de acordo com a equacdo 5 a variagio de
absorvancia observada num rastreio de comprimentos de onda corresponde de facto & variacao da absortividade
molar do soluto analisado em funcdo do comprimento de onda, uma vez que a concentragdo ¢ e o comprimento L

sdo constantes durante o rastreio.



1.0 ‘ ‘ f f Figura 7 - Recta de calibracdo. Os pontos repre-
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Andlise qualitativa

Muitos compostos biolégicos absorvem luz no ultravioleta ou no visivel. Estes compostos originam
espectros de absorgéo caracteristicos para um dado conjunto de conclig()es. Cada espectro fornece informag()es
nao sé respeitantes as |igag6€s em que ocorre a Promogao de electres mas também relativamente & estrutura global
do composto. No entanto, a baixa reso|ugéo destes espectros faz com que ndo sejam muito Gteis para a anélise

estrutural de compostos comp|exos.

Andlise quantitativa

Em Quimica, Bioquimica, Biologia Molecular e outras 4reas cientificas utiliza-se frequentemente a
espectrofotometria no doseamento de vérios tipos de compostos biolégicos, usando a j4 referida lei de Beer-
Lambert e recorrendo normalmente ao uso de uma recta padrdo. Para tal prepara-se uma série de solucdes de
concentragoes conhecidas da substancia em anélise e [éem-se as respectivas absorvancias no espectrofotémetro ao
comprimento de onda a que essa substincia apresenta maior absortividade molar. A partir destes valores é
construida a recta padrdo, como se exemplifica na figura 7. Esta pratica permite assegurar que a linearidade
esperada se observa de facto para o intervalo de concentragdes pretendido. Tem ainda a vantagem de reduzir
drasticamente os erros de extrapo|agéo. Como as so|ugées padrao e as leituras de absorvancia tém sempre erros
experimentais inevitaveis, o uso de um dnico padrao, por exemplo, iria introduzir erros de extrapo|ag§o intoleraveis

para amostras com absorvancia diferente da do padrao (figura 8).

Figura 8 - Erros de extrapolacdo. Esta simulagio mostra

yay como a incerteza associada a um padréo se propaga e au-
/" menta com o afastamento entre a concentragéo do padréo e
’ da amostra. Assume-se que o ponto (0,0) nao tem incerte-

za 0 que na prética ndo ¢ verdade uma vez que o “branco”

também ¢ experimental e tem uma incerteza associada. Neste
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Figura 9- Representagéo da cadeia dupla anti-paralela do DNA biolégico. Esta conFormagéo, bem como os comprimentos de |igag§o,
nao sao realistas, apenas servem para ilustrar a forma mais vulgar de interacgdo entre os nucledtidos num 4cido nucleico de cadeia dupla.

Para se saber qual é o comprimento de onda para o qual a substancia a quantificar tem maior absortividade
molar pode fazer-se um varrimento ou rastreio (scan) da solucdo num intervalo de comprimentos de onda e
escolher aquele que apresentar maior valor de absorvancia. E necessario ter em conta que a lei de Beer-Lambert s6
¢ vélida para um intervalo de valores de concentracdo, variével de composto para composto, e por isso apenas

deve ser utilizada no intervalo em que se verifica a linearidade.

Estrutura do DNA

O DNA biolégico ¢ constituido por duas cadeias lineares de desoxirribonucleétidos ligados covalen-
temente (figura 9). As duas cadeias estdo extensamente associadas por conjuntos estereoespecificos de pontes de
hidrogénio entre as bases. A molécula adopta uma conFormagéo helicoidal em 4gua devido ao facto das bases
azotadas que fazem parte dos nucleétidos serem fundamentalmente hidrofébicas. A conFormagéo helicoidal man-
tém a parte hidrofilica da molécula, desoxirribose e fosfato, no exterior, em extensa interaccdo com a dgua, enquan-
to que a parte hidrofébica, formada pelas bases, fica afastada da dgua (figura 10). As bases empilham no interior
da hélice devido ao efeito hidrofébico e a alguma interaccdo entre si do tipo van der Walls. Nos eucariotas, a
cadeia dupla espiral de DNA espiraliza-se em torno de proteinas chamadas histonas e superespiraliza para formar

0OSs cromossomas.

Figura 10 - Representacdes dos
aspectos fundamentais da confor-
magdo nativa do DNA nas células.
A espira|izag§o (em cima) é a con-
formagdo que, em égua, faz com
que as bases hidrofébicas
interactuem entre si por
empilhamento e ndo estejam tdo ex-
postas & 4gua. A organizacdo em
cromossomas (ao lado) depende
da presenca das proteinas histonas
(esferas amarelas) e é exclusiva das
células eucariéticas.




Figura 11-A variacdo da absorvancia de so|ugées de DNA com a tempergtura dé-se entre um minimo, em que todos os nucleétidos
estao empare|hao|os, e um méximo, em que todos estdo desempare|hao|os. A temperatura de fusdo, T, metade dos nucleétidos estao
desemparelhados (esquerda). Se apés a desnaturagéo por aquecimento de uma so|ugéo de DNA a deixarmos arrefecer, a absorvancia
diminui devido & reassociacao das cadeias (direita). Quando se trata de cadeias de DNA natural com milhares de nucleétidos, a
renaturagdo nao é completa, por improbabilidade de reassociacao de todos os pares de bases, e a absorvancia nao volta ao valor que
tinha antes da desnaturagdo. A este fenémeno chama-se “histerese de reassociagdo”.
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Aplicacées da espectrofotometria de UV ao estudo de solucées de DNA

Todos os 4cidos nucleicos exibem um maximo de absortividade molar a 260 nm, o que permite fazer
estudos quantitativos ou semi-quantitativos especificos. Um exemplo tem a ver com a determinagéo da contamina-
cdo de uma solucio de DNA com proteinas. As proteinas tém absortividades méximas a 230 nm e 280 nm e o
racio Aggo / Aggo de uma so|ugéo pura de DNA ¢ de cerca de 1,9. Qualquer valor inferior a este indica uma
possivel contaminagao da so|ugéo de DNA com proteinas pois estas vao contribuir para a absorvancia a 280 nm
e ndo a 260 nm. A absorvancia a 260 nm ¢ usada para quantificar a concentracio em DNA, mediante a
construcdo de uma recta padrdo baseada na lei de Beer-Lambert (equacdo 5). A regido linear da relacdo entre
absorvancia e concentracao para os 4cidos nucleicos situa-se abaixo do valor 1 para a absorvancia.

A absorvancia dos cidos nucleicos em cadeia dupla aumenta quando se desfazem as |igag6€s por
ponte de hidrogénio entre cadeias. Este aumento de absortividade a 260 nm é designado por “efeito hipercrémico”
e tem origem numa a|teragéo da configuragéo das orbitais moleculares quando as pontes de hidrogénio ndo existem.

O efeito hipercrémico exprime-se normalmente em percentagem usando a equagdo 6.
% efeito hipercrémico do DNA = 100 x (Agso (desnaturado) — Ageo (nativo)) / Ageo (nativo) — (6)

Estudo da desnaturagéo do DNA por UV

A desorganizagéo da cadeia dupla do DNA pode ser a|cangac|a de vérias formas, entre as quais se
conta o aquecimento. O aquecimento ndo é mais do que uma transferéncia de energia de natureza tal que o sistema
receptor o armazena nos seus modos rotacionais, vibracionais e translacionais moleculares. Como alguns destes
modos de maior energia sdo incompativeis com as conFormagées moleculares presentes antes do aquecimento,
algumas moléculas mudam de conFormagéo e um novo equilibrio entre estados conformacionais ¢ atingido.

Uma forma de seguir as alteragdes conformacionais na molécula de DNA, nomeadamente a desassociagdo
das cadeias, ¢ usar o efeito hipercrémico a 260 nm. A figura 11 mostra graficos exemplificativos do aumento da
absorvancia de uma so|ugéo de DNA com o aumento da temperatura. A temperatura para a qua| metade dos

nucledtidos estdo desempare|hao|os ¢ chamada a “temperatura de Fuséo", Tm, do DNA e depende do seu
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tamanho e do seu contetido em nucleétidos. Maior tamanho implica mais pontes de hidrogénio e portanto maior
quantidade de energia para as quebrar e |ogo maior temperatura de fusdo. Jd a dependéncia entre a temperatura
de fusdo e o contetido em nucleétidos prencle-se com o facto dos pares GC formarem trés pontes de hidrogénio
enquanto que os pares Al formam apenas dois. Um contetido maior em pares GC implica assim mais pontes de
hidrogénio por par de nucleétido e logo uma temperatura de fusdo maior.

Ha outros Factores, para além do tamanho e do contetido em pares GC, que intervém na temperatura de
fusdo do DNA. No protocolo laboratorial apresentado mais & frente estdo previstas experiéncias que permitem
observar o efeito da concentracdo de NaCl na desnaturacigo do DNA. A presenca de catides na solucio de
DNA estabiliza a sua conFormagéo em cadeia dupla, por neutralizar algumas das cargas negativas existentes nos
grupos fosfato, que sdo 4cidos (figura 9). As amostras de DNA nas so|ugées mais concentradas em NaCl devem

apresentar maior temperatura de fusdo, por ser esperada maior estabilidade da conFormagéo em cadeia dupla.

PCR e “primers”

Os oligémeros, ou oligonucleétidos, sdo pequenas cadeias de DNA com algumas unidades ou poucas
dezenas de pares de nucleétidos. Estes 4cidos nucleicos sao importantes para a técnica conhecida como “polime-
rase chain reaction” (PCR) porque sdo um requisito indispensavel a associacao da enzima DNA polimerase ao
DNA\ de onde se pretende replicar um determinado gene. Estes oligémeros, também chamados “primers’, sao
sintetizados com uma determinada sequéncia para que se associem ao DNA em locais especificos para a promo-
cdo da rep|icagéo de certos genes. Esta rep|icag§o ¢ catalisada pela DNA polimerase, que s6 se associa ao DNA
nas zonas onde os primers estdo ligados (figura 12). A PCR baseia-se na alternancia de temperatura da so|ugéo
entre temperatura baixa, para a associagcao do “primer" e da DNA po|imerase ao DNA, e temperatura a|ta, para
a desassociagéo das cadeias recém-formadas. Para que a PCR seja eficaz ¢ portanto importante conhecer certos

parametros do primer, como a sua temperatura de fusdo e as suas caracteristicas de associacao.

Equilibrio de auto-associagao de um oligémero auto-complementar seguido por UV
No Procedimento experimental é descrito um método que permite caracterizar o comportamento com a
temperatura de um oligonucleétido auto-complementar. Para isso é registada a absorvancia de uma so|ugéo micromolar

do oligonucleétido a vérias temperaturas. O modelo mais simples que pode descrever este fenémeno baseia-se no



principio de que s6 hé duas possibilidades para cada duas cadeias de oligonuclestidos: completamente empare-
lhadas ou completamente desemparelhadas. Este modelo de “tudo-ou-nada” nao ¢ vélido para cadeias macromo-
leculares de DNA mas ¢ vélido para oligonucleétidos pequenos para os quais ndo se verifica a histerese de

reassociacdo. A reaccdo que traduz este modelo é a equacdo 7:

onde C simboliza uma cadeia desemparelhada de oligonucleétido e Co uma cadeia dupla. A constante de equi-

librio e o balanco material para a reacgdo 7 sdo definidos pelas equagdes 8 e 9:

[Cla (8)
Coleg + [Cleq (9)

onde [C]tot,.,| ¢ a concentragdo total, conhecida, em cadeias de o|igémero, empare|hao|as oundo. E possfve| também
escrever uma expressao para absorvancia observada, uma vez que esta ¢ a média pesada das absorvancias das

cadeias empare|hadas, A e desempare|hac|as, Amaxz
A = (Q Amin [CQ]eq + Amax [C]eq)/ [C]tota| (1 O)

Através de algumas substituigées entre as equacdes 8, 9 e 10 ¢ possivel deduzir uma expressao para a constante

de equilibrio em fungdo das absorvancias:

(A= A / (Anin = Aues)
K = (11)
9 [Cliowl (A= Au) / (A = Auc))’

Para se obter uma expressio que relaciona a absorvancia com a temperatura é agora necessério utilizar as expres-

soes que relacionam K'com a temperatura, dadas pela Termodinamica:

AG® = AH°—TAS® = —RT hK (12)
Manipulando o segundo e terceiro membro da equacdo 12 obtém-se a expressdo

T = AH°/ (=R In K+ AS®) (13)

Substituindo a expressao 11 em 13 obtém-se uma Fungéo em que as variéveis relacionadas sdo a temperatura e a

absorvancia, como se pretendia:

. (A= A / (Anin = Auss) .
T = AH" /(=R In + ASY) (14)
9 [Cliowl (A= A / (Ansx — Awie))’

Esta Fungéo 14 ¢ a expressao quantitativa do modelo quimico e termodindmico que se pretende que

descreva os dados experimentais na forma temperatura/absorvancia, e a sua ap|icagéo ¢ vélida se se verificarem na
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prética todas as hipéteses que foram postas para a sua dedugéo, nomeadamente, que cada molécula de o|igonuc|eétic|o
ou estd comp|etamente livre ou comp|etamente associada a outra. Esta ¢ a hipétese tudo-ou-nada na base da
equacdo 7. E assumido também que os valores de AH® e de ASO nao variam significativamente dentro do
intervalo de temperaturas dos dados experimentais.

A Fungéo 14 tem sempre uma forma gréfica sigmoidal (semelhante & letra “S”), dado o modo como
relaciona algebricamente as varidveis absorvancia A e temperatura T, mas o tamanho e a |oca|izag§o gréfica do
sigmoide ser§ diferente conforme os valores das constantes AHO, ASO, Amax, Amin e [C]tota|. Estas constantes,
chamadas pardmetros, sdo caracteristicas do composto cuja associacao se estd a estudar. Cada oligonucleétido,
por exemplo, dependendo do seu tamanho, sequéncia e contetido em nucleétidos tem os seus valores especificos
dos parametros termodindmicos AHO e ASO, e dos parametros espectrofotométricos Amax e Amin. Todos estes
pardmetros sdo também uma Fungéo da Forga i6nica. O valor do pardmetro concentracdo, [Cliotal, é normalmente
conhecido & partida.

Uma outra forma da funco 12 ¢
nK = (~AH%R) (1/T) + AS°/R (15)

Esta funcdo tem a vantagem, relativamente & funcio 14, de ser linear para as variéveis In K e 1/T . No entanto
exige que sejam pré-determinados os valores de Amax e A, em experiencias nos limites de alta e de baixa
temperatura, respectivamente. Estes pardmetros, juntamente com a variavel A, permitem calcular K pe|o que a
expressdo 15 fica apenas com dois pardmetros a determinar: AH° e ASO.

O modo de determinar os valores dos pardmetros de uma funcdo modelo ¢ obter valores experimentais
para as suas varidveis e depois encontrar, usando, por exemplo, aproximacdes sucessivas, os valores dos pardme-
tros que melhor permitem ajustar os valores da Fungéo a esses valores experimentais. Esta técnica é conhecida como
regressdo. O exemplo mais vulgar de regressao ¢é a regressio linear, onde a fungéo a ajustar as varidveis experimen-
tais descreve graficamente uma recta. A expressao geral da re|agéo linear entre varidveis ¢ y = a + bx, onde x e
y sdo as varidveis e a e b sdo pardmetros. Os exemplos de Fungées modelo lineares sdo inGimeros, como a lei de
Beer-Lambert (equagéo 5) onde A e ¢ sdo as varidveis ¢ € e A s3o os pardmetros. A equagdo 15 ¢ outro
exemplo, jé discutido acima. O método de determinagéo dos pardmetros varia consoante a Fungéo modelo ¢ linear
ou ndo mas o critério de ajuste é normalmente o dos minimos quadrados. Para uma Fungéo modelo geral y = F(x,
a, b, ¢ ...), onde x e y sdo as varidveis e a, b, c, etc, sdo os pardmetros, procuram-se os valores destes que
minimizam a Fungéo soma Sdo quadrado das diferengas entre os valores da Fungéo modelo Y, = f(xi, a, b, ¢ )

e os valores Yiexp obtidos experimentalmente (variével dependente), para os mesmos valores x; (varidvel indepen-

dente):

S = 2i (y. - yi,exp)Q (1 6)

Um exemp|o concreto do resultado do ajuste da Fungéo 14 a valores experimentais é apresentado na
figura 12. As unidades de AH® e de ASO sdo derivadas das unidades usadas para a constante K. Na prética
laboratorial a temperatura ¢ a varidvel independente (aquela que se escolhe) e a absorvancia seré a variével
dependente (aque|a que se mede). Para efeito do método de regressao, no entanto, é irrelevante que a equacao
14 nao esteja resolvida em ordem & varidvel experimentalmente dependente, A, algo que até ndo ¢é fécil de
conseguir. Como para todas as regressoes, também ¢ irrelevante a ordem pe|a qua| se obtém experimenta|mente oS
pares de valores (T,A). E de notar que estes pares ndo correspondem a nenhum processo em particular mas sim

a estados de equilibrio independentes e isso mesmo esté explicito na dedugéo da equagdo 14. Esta equagao foi
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Figura 13 - Exemplo do resultado da regressao da Fungéo 14 sobre os valores experimentais da tabela incluida & direita no gréfico,
obtida por um grupo de alunos. A Fungéo 14 (linha a vermelho) que melhor se ajusta aos pontos experimentais (circunferéncias a
preto) é a que contém os valores de pardmetros que estdo na tabela do lado esquerdo do gréfico. Verifica-se que a fungéo se ajusta
bem 3 globalidade dos pontos, embora se afaste um pouco em duas zonas. Como os erros aleatérios sdo pequenos, isto pode ser
interpretado como resultado de um erro experimental sistematico ou como resultado da ndo completa veriFicagéo material das
hipbteses postas para a dedugéo da Fungéo modelo.
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deduzida com base na equagdo quimica 7 e por isso os pardmetros obtidos por regressao da equagdo 14
correspondem a equagado quimica 7, exactamente no sentido em que esta expressa, independentemente da ordem
e do método pelos quais foram obtidos os valores experimentais (T,A).

Considerando o modelo tudo-ou-nada da equagdo 7, define-se temperatura de fusso, Tm, como a
temperatura & qual metade das cadeias simples estdo emparelhadas, o que se pode exprimir algebricamente pela

igualdade
2[Coleq = [Clq (17)

A partir das equacdes 8, 9, 13 e 17 ¢ trivial deduzir uma expressdo para T, em funcdo de AHO, AS°e [Cliotals

expressdo essa que nao é mais do que um caso particular da equagdo 14 quando se verifica a equagdo 17.

Protocolo laboratorial

Material
Placa para agitacdo
Espectrofotémetro UV
Sensor de temperatura ou termémetro
Cuvete UV descartével com tampa
Parafilm
Flutuador para cuvete

Pipeta automatica 1 ml

12



Pa pe| absorvente

Banho o|e égua a Ferver

Gelo

Reagentes
Solugdo aprox. 5x1 0° mol dm ™ (5 uM) de um oligonucleétido autocomplementar de DNA com a
sequéncia 5'-ATATCGATAT-3" (Stabvida) em tampao PBS com concentracdo de NaCl 0,700 M
ou0,154M
Solugdo tampao PBS (0,154 M em NaCl, 0,01 M em fosfato de sédio, pH 7,4) ou
Solugao tampao PBS (0,100 M em NaCl, 0,01M em fosfato de sédio, pH 7,4)

Procedimento

1 - a) Encaixe um tipe na pipeta automética e meca 1 ml da so|ugéo tampao PBS para uma cuvete UV
descartével. Anote a concentracao de NaCl da sua so|u§éo PBS.

b) Informe-se junto do docente sobre qua| o espectrofotémetro que deve utilizar e se esté ajustado
para leituras a 260 nm.

c) Limpe bem a cuvete com um papel macio (elimine dedadas). Informe-se junto do docente sobre
a orientacao correcta da cuvete e introduza-a no local apropriado no espectrofotémetro até bater no
fundo. Feche a tampa. A leitura aparece automaticamente no mostrador.

d) ANTES DE CARREGAR EM QUALQUER BOTAO DO ESPECTROFOTOMETRO
informe-se junto do docente sobre se jé alguém o ajustou a zero de absorvancia. Se ndo, ajuste a
absorvancia a zero com a so|ugéo de PBS que introduziu no espectrofotémetro. Se sim, simplesmen-
te anote a absorvancia da sua solucdo de PBS (o valor obtido pode ser negativo porque depende
da cuvete). Este valor deverd ser subtraido posteriormente as leituras obtidas da amostra com
oligonucleétido.

9 - Peca ao docente que lhe forneca um microtubo contendo solucdo de oligonucleétido. Informe-se
sobre a sua concentragdo exacta em oligonucleétido e verifique que a concentragio de NaCl desta
so|ug§o ¢ a mesma da so|ugéo tampao PBS que usou no passo 1.

3 - Esvazie a cuvete da so|ugéo de PBS, escorra-a bem e transfira para o seu interior, com pipeta
automética, a totalidade (1 ml) de so|ugéo de oligonucledtido. Tape a cuvete com um pequeno
quadrado de Parafilm e encaixe uma tampa por cima. Fixe a tampa rodeando-a com mais Parafilm.

4 - Leia a absorvancia da amostra & temperatura ambiente.

5 - Encha até meio a bacia de pléstico com gua fria da torneira e mergulhe o agitador magnético. Pouse
a bacia sobre o centro da placa e ligue a agitacao, ajustando para uma velocidade moderada.
Mergu|he na dgua a ponta da sonda de temperatura.

6 - Insira a cuvete no flutuador até meio e pouse-o sobre a agua dentro da bacia. Encoste-o & sonda de
temperatura para que ndo rode.

7 - Adicione gelo LENTAMENTE (para dar tempo a que o equilibrio se v4 ajustando) com a ajuda
da caneca de p|éstico até que a temperatura se situe entre os 4 ¢ os 5 °C.

8 - Aguarde 10 minutos mantendo a temperatura do banho estabilizada num valor & escolha entre 4 e

5°C.
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9 - Anote a temperatura do banho e, RAPIDAMENTE, ...

a) Retire a cuvete do flutuador e leve-a para junto do espectrofotémetro.

b) Seque com pape| absorvente, em duas ppassagens, as Faces por onc|e deve passar o Feixe de |UZ.

c) Introduza imediatamente a cuvete no espectrofotémetro e feche a tampa.

d) Leia o primeiro valor de absorvancia apresentado logo apés fechar a tampa.

e) Sea so|ugéo estiver abaixo dos 15 °C repita rapidamente as alineas b), c) e d) vérias vezes e
aproveite a leitura mais baixa de todas.

NOTA: as repeticoes sdo necessarias dado que enquanto o banho estiver a menos de 15 °C a
cuvete ird embaciar, o que compromete a leitura. /A\ temperatura ambiente e a temperaturas superio-
res ndo ¢ necessério fazer varias leituras. A temperaturas altas a rapidez de leitura é essencial e a
primeira leitura, se forem feitas vérias, deve dar o valor mais alto, que é o pretendido.

10 - Reinsira a cuvete no flutuador e mergulhe-a na bacia. Com a caneca de pléstico, adicione lentamen-
te dgua quente a bacia (retire-a de um banho com agua a Ferver) de modo a que a temperatura suba
cerca de 3 °C. Conserve a nova temperatura durante 5 minutos juntando ge|o, agua fria ou agua
quente conforme necessario. NOTA: se a bacia contiver demasiada 4gua retire alguma usando a
caneca.

11 - Repita os passos 9 e 10 até atingir uma temperatura entre 58 e 60 °C.

12 - Quando terminar informe-se junto do docente sobre como proceder relativamente & limpeza e

arrumacdo da bancada e do material.

Tratamento e apresentacao de resultados

NOTA: respeite as regras relacionadas com algarismos significativos.

1- Pega ajuda ao docente para introduzir os seus dados experimentais no programa de computador
onde vai ser feita a regressdo ndo-linear com base na funcdo 14 da Introducdo. Posteriormente, junte ao relatério
o gréfico e os resultados da regressao fornecidos pelo programa.

9 - Determine a expressao analitica que permite calcular a temperatura de fusdo T,, do oligémero. Calcule
essa temperatura para os parametros obtidos no ponto 1.

3 - Anote os resultados obtidos pe|os outros grupos da sua turma.

4 - Comente os resultados do seu grupo relativamente aos resultados obtidos pe|a turma, nomeadamen-
te, para cada concentracao de NaC|, a temperatura de Fuséo, os erros dos parametros, as médias de AHO ede
AS? e seus desvios padrao, os sinais de AH® e de ASO, os seus valores de AH® e de AS® relativamente &
média, os valores de qui-quadrado para as regressdes e as diferencas Abs,,.—Abs,;, observadas para o conjunto
de resultados. Discuta o efeito da concentragio de NaCl sobre os valores obtidos.

NOTA: os pardmetros cujo valor se manteve fixo durante a regressao aparecem com um erro “=0" nos
resultados. Isso é natural para a concentracao de oligonucleétido, que ¢é conhecida. Por vezes, para facilitar a
convergéncia da regressdo quando o conjunto de dados tem alguma falha, o docente pode bloquear o ajuste dos
parametros Amin ou Amax durante a regressao, ajustando-os manua|mente, pe|o que poc|em aparecer também

assinalados com um erro “+0".
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