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Temari per a I’assignatura optativa de la Llicenciatura de Bioquimica :

ESPECTROSCOPIA DE BIOMOLECULES.
6 credits (3 Teoria + 1,5 problemes + 1,5 practiques).

Professors: Joan Ramon Daban, Carles Arls i Esteve Padrés.
Professor responsable pel curs 1994-95: Carles Arus.

1. Introducci6. Interaccié de la radiacié electromagnética amb la
materia: dispersid, absorcid i emissio.

2. Espectroscopia d’absorcié en |'ultraviolat i visible. Principis fisics.
Disseny experimental. Aplicacions: estudi de proteines, acids nucleics
i altres cromofors bioquimics. Espectrofotometria d’absorci6. Influencia
de I'entorn sobre I’espectre d’absorcié: espectres de diferéncia i de
derivades.

3. Espectroscopia de fluorescéncia. Bases fisiques: caracteristiques de
'emissié fluorescent, temps de vida de I‘estat excitat. Disseny
experimental: problematica associada a les mesures de fluorescéncia.
Fenomens que poden afectar I'emissi® fluorescent: efectes de
I"embolcall i del dissolvent, quenching col.lisional de la fluorescéncia,
polaritzaci6, formacié de dimers excitats (excimers), transferéncia
d’energia. Aplicaci6 al’analisi estructural de sistemes macromoleculars:
fluorofors intrinsecs i extrinsecs, accesibilitat, difusié rotacional,
mesurament de distancies. Aplicacions a |'analisi Bioquimica i en
Biologia Molecular. Aplicacié6 a estudis citologics: microscopia de
fluorescéncia, citofluorometria de flux. Bases fisiques i aplicacions
d’altres fendmens emissius: quimioluminescéncia i bioluminescéncia.

4. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
4.1.Bases fisiques del fendmen de la ressonancia.

4.2.Disseny  experimental, questions instrumentals, quocient
senyal/soroll.

4.3.Parametres que caracteritzen |I'espectre de RMN d’una mostra
bioldgica: area de la ressonancia, desplacament quimic, multiplicitat
(desacoblament), temps de relaxaci®6 T2 i T1. Efecte nuclear
Overhauser.

4.4. Aplicacions de la RMN a l'estudi de V'estructura i la funcié de



proteines: el problema de I’asignacio espectral a biopolimers,
I’espectroscopia bidimensional i multidimensional, assignacié sequiencial
i determinacié de I'estructura secundaria, calcul de I’estructura
tridimensional.

4.5.Aplicacions de la RMN a I'estudi de I'estuctura d’acids nucleics:
distancies observables, assignacié deressonancies, conformacié d’acids
nucleics.

4.6.Aplicacions de la RMN a l'estudi de membranes biologiques.
4.7.Aplicacions de la RMN a l’estudi del metabolisme cellular
d’organismes vius: problemes instrumentals especifics i informacioé
accesible.

5. Espectroscopia de Ressonancia Paramagnetica Electronica (RPE).
Fonaments i disseny experimental. Aplicacions generals. Marcadors de
spin covalents i no covalents: Espectres dels radicals nitroxid, efecte de
la viscositat i la temperatura, caracteritzacié dels espectres de RPE,
tipus d’'informaci6 obtenible, inconvenients de la tecnica, espectres de
proteines marcades en dissolucio, exemples, espectres de mostres
cristalines, efecte de la orientacio, orientacio dels marcadors de spin en
membranes bioldgiques. Saturaci6 de transferéncia (ST-RPE): Exemples
en Biologia i Medicina.

6. Espectroscopia d’infraroig. Principis, disseny experimental i la
transformaci6é de Fourier. Interaccié de la radiacié d’infraroig amb les
molecules. Modes de vibracié. Determinacié de I"estructura secundaria
de proteines. Bandes de vibracié dels enllacos amida. Aplicacié de
técniques matematiques per a la resolucié de bandes superposades. Les
disolucions aquoses. Altres aplicacions: membranes, acids nucleics,
aplicacions biomediques.
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PRACTIQUES.

Tres sessions de treball/observacié de laboratori:

1. Estudi del funcionament de: colorimetre, espectrofotometre de
doble feix, espectofotdmetre diode-array, espectrofluorimetre i
densitometre d’absorci6 i fluorescéncia. Obtenci6é d’alguns espectres
demostratius.

2. Determinaci6 de la corba de titulacid de la beta-alanilhistidina per
RMN de prot6. Calcul del pH d’una dissolucid6 model i del pH
intracellular del miscul de granota en repds i contraccié per RMN de
proté.

3. Adquisici6 i interpretacid d’espectres d’infraroig d’una proteina de
membrana.

AVALUACIO DE L’ASSIGNATURA.

- Examen final amb preguntes curtes/problemes i una secci6 de tipus
test: 8 punts.

- Qualificaci6 de practiques: 2 punts.

S’aprovara amb un 5 sobre 10.



