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RESUMO

No presente trabalho, realizado com hemoproteinas na forma
dea po, o efeito da hidratagd3o foi observado atravas de
espectroscopia fotoacustica. Amostras de carboxi-hemoalobina =
carboxi-micglobina mantidas em diferentes ambientes de umidade
relativa (UR), mostraram variagdes em seus aspectros na regilo
da banda de Soret. Para amostras mantidas em baixa hidratagido
{abaixo de aproximadamente ‘35% UR) o espectro era
caracteristico do derivado carboxi, em alta hidratag3o (acima
de aproximadamente 90% UR) o espectro era caracteristico do
derivado oxi & na regido intermediaria o aspectro era de uma
mistura dos dois derivados. Essa mudanga de ligante obserwvada
em alta hidratag3o pode ser explicada supondo gue a proteina
tem flexibilidade e atinge um estado conformacional aue
possibilita a entrada e saida do ligante. Em baixa hidratagdo a
estrutura da proteina & rigida e tal gue o acesso ao arupo heme
asta fechado, impossibilitando a troca do liganta. Essa
explicag3o & coesrente com varios resultados experimentais gue
indicam a existéncia de duas estruturas para essas

hemoproteinas em solugdo.



ABSTRACT

At the present work accomplished with powder of
hemoproteins, the hydration effect was cbserved through
photoacoustic espectroscopy. Samples of carboxgyhemoglobin and
carboxymygaoglobin kept at different relative humidity (RH)
environments, showed wvariations in their spectra in the Soret
band region. For the samples which were kept at low hydration
(bellow about 33% RH) the spectrum was characteristi§ ‘of
carboxy derivative, whereas at high hydration (above about 93%
RH) the spectrum was characteristic of oxy derivative, and in
the intermediate region the spectrum was a mixture of both
derivatives. This ligand change observed at high hydration, may
be explained assuming that the protein has flexibility, and
reach a conformational state which enables the ligand to go in
and out. At low hydrations the protein structure is rigid and
such that the access to the heme arcup is closed becoming
impossible the ligand change. This explanation agrees wWwith
several experimental results that point to the existence of tuwo

structures to these hemoproteins in soclution.
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INTRODUGAD



CAPITULD |

NTRDDUQAO
Esta dissertagdo, tem como objetivo o estudo do efeito da
hidratagdo em hemoproteinas na forma de pd. Para tanto, foi utilizada a técnica de
espectroscopia  fotoacustica [1-31 em um espectrometro comercial e em um
espectrometro montado em nosso laboratorio. Nossa escolha recaiu sobre esta

técnica por desejarmos obter espectros de absorgdo de amostras opacas , o que

inviabiliza a espectroscopia de absorgdo convencional.

Utilizamos dois tipos de hemoproteinas, a hemoglobina
humana e mioglobina de cavalo. Tanto a hemoaglobina como a micalobina t8m como
parte de sua fungdo a interag3o com o oxigénio. A hemoglobina & a responsivel
pelo transporte do oxigénio no sangue e a mioglobina pelo armazenamento do mesmo
nos misculos [4]. A interagSo com o oxigénio acontece na sexta posigdo de
coordenagdo de um ion de ferro que asta ligado a um anel porfirinico @ a um amino
acido da proteina. A figura 1.1 mostra esta regifio para a mioglobina [S1. No caso da
nemoglobina, formada por quatro subunidades similares 3 mioglobina, axistem guatro

desses arupos.

0 anel porfirinico e o ion de ferro formam o arupo hame
que & o responsavel pela absorg3o de luz visivel (grupo croméforo). A localizagdo
desse arupo tanto para a hemoglobina e para a mioglobina pode ser melhor

visualizado na figura 1.2 e na figura 1.3, respectivamente.



FIGURA 1.1: Complexo Ferro-gor#irina para a mioglobina

com a sexta coordenada desocupada [5]1.
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FIGURA 1.2: Estrutura guaternaria da hemoglobina, cada subunidade
contém um grupo heme [6].
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FIGURA 1.3: Estrutura tercidria da mioglobina com O grupo neme,

onde lisa-se o oxigénio (71
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Dependendo do tipo de ligante associado a sexta posigdo de
coordenagdo do ion de ferro, observa-se uma localizag3o das bandas de absorgio,

como @ mostrado na tabela [.1 [4] para alguns derivados de hemoproteinas.

Tipo Posigdo ()

Soret banda-g8 banda-a

Mioglobina Cavalo-0, 448 542 580
Mioglobina Cavalo-CO 424 540 380
Hemoglobina Humana-03 445 541 S77
Hemoglobina Humana-CO 419 3540 569

TABELA 1.1: Posig3o das bandas de absorgdo de alguns

derivados de hemoproteinas [41].

As proteinas conteém grupos hidrofilicos
capazes de ligar agua atraves da formagdo de ligag3o de
hidrogénio. Estes s3o grupos carregados ou polares que ocorrem
predominantemente na parte externa da proteina [91. O meio
aguoso além de estabilizar a estrutura de biomoléeculas, tambem
@ importante para a sua fungdo [9], por isso & necessario
entendermos como a hidratag3o afeta a atividade da proteina.
Apesar da desidratagd3o fazer com que a proteina perca a sua
funcionalidade, ao ser rehidratada ela recupera sua fungio
[101. Portanto a proteina n3o sofreu nenhum dano estrutural
irreversivel, pois a proteina consegue desenvolver sua funglo,

gquando rehidratada.
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A parda de funcionalidade da proteina em
baixa umidade tem sido relacionada com a perda de flexibilidade
conformacional [9,11]. Esta flexibilidade conformacional @
compreendida a partir do fato de que a proteina n3o possue uma
estrutura rigida, mas que pode ter virias conformagBes, ou

seja, ela tem uma dindmica estrutural. A relagdo entre
hidratagdo e flexibilidade estrutural foi confirmada mais

recentemente por varias técnicas & para varias proteinas [4{2-

186l

A ideia para esta dissertagio teve como
motivagd3o trabalhos realizados anteriorments no grupo de
biofisica [12,13,15]. Nesses estudos foi possivel perceber o
efeito da hidratag3o. Medidas de espectroscopia otica de
solugdes aquosas de hemoglobina-CO em pd, mantidas em
diferentes ambientes de umidade relativa, mostraram a banda de
absorgdo em diferentes posiglSes. A baixa hidratagdo a posigdo
das bandas eram caracteristicas do derivado carbonil, enguanto
que a alta hidratagd3o elas s3o caracteristicas do derivado oxi.
Parecia, ent3o0, que com a proteina em alta hidratagdo, o
oxigénio conseguia deslocar o mondxido de carbono. Como foi
necessario dissolver o pd para se obter os espectros, n3o era
claro se a troca ocorria aquando a amostra estava na forma de pd
ou em solugdo. Nossa proposta era entd3o, estudar diretamente o
po hidratado obtendo seu espectro de absorgio por
espectroscopia fotoacustica. Desta maneira o ligante da

proteina nas diversas hidratag3es poderia ser determinado.
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Esta trabalho asta composto por selis

capitulos como descrevemos a seguir.

No capitulo I & feita uma introdug3o com uma
ideia geral do efeito da hidratagdo em proteinas e o problema

a ser abrangido.

No capitule Il temos o desenvolvimento da
teoria feita por Rosencwaia-Garsho, gque & importante por ter
dado as explicagfes basicas para o efeito fotoacustico e sua

diversidade de aplicagdes.

Ne capitulo Il temos a descrigio do

espectrometro fotoacuUstico montado em nosso laboratoério.

No capitulo v mostramos os resultados
obtidos para as proteinas astudadas @& o0s testes feitos com o

equipamento montado.

No capitulo v tamos a discussio dos

resultados obtidos.

Mo capitulo V! temos as conclusSes a respeito
do presente trabalho. Explicamos as vantagens e dificuldades do
nosso equipamento, bem como propomos solugfes para alguns dos
problemas encontrados. Propomos também trabalhos que podam sar

desenvolvidos utilizando-se essa técnica.



CAPITULOD I1I

TEDORIA DO EFEITO FOTDACUSTICD
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cAPITULD |

TEORIA DO EFEITO FOTOACUSTICO

1.1 HISTORICO

0 efeito fotoaclustico descoberto no sec. XIX, foi
primeiramente verificado em 1880, quando Alexander Graham Bell ac parceber aue

uma amostra mantida em um porta amostra fechado ao ser iluminade com uma luz

modulada podia produzir um sinal acustico [17].

0 efeitc permaneceu quase que sem uso durante
aprokimadamente 50 anos até o advento do microfone. Ent3o em 1938 Viengerév U;'?J,
trabalhando no State Optical Institute, Leningrado, usou tal fenfmenc no
infravermelho para o calculo da concentracio de gases em uma mistura. Por este

metodo fotoacustico conseguiu detetar concentragﬁes de CO; em N abaixo de

0.2% do volume

Um ano mais tarde, Pfund (171 descreveu um
sistema de analizador de gases em uso no Johns Hopkins
Hospital, Baltimore, para medidas de concentragﬁes de CO em
COz. O experimento de Pfund tem interesse adicicnal devido ao
fato de como a detegcdoc foi realizada. A0 invés de fazé-la
observando a variacio na praess3o-volume do gis, ale a fez

usando um termopar protegido da r‘adiagio da luz que incide

diretamente no gas.

Nos anos 40 os cientistas reconheceram [17)

aue o sinal fotoacustico a assencialmente uma medida
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calorimétrica da quantidade de energia radiante absorvida paela

amostra gasosa que & dissipada por meio de um processo nio

radiante ou de produgio de calor.

Noc entanto como menciocnado antes, c mais
intrigante ) que o ranascimento da fotoacustica foi
aparentemente limitada aos estudos em amostras gasosas sendo

asquecidos eastudos para outros materiais comoe liquidos e

sblidos.

A partir dos anos 70 a técnica de
espectroscopia fotoacustica passou a ser largamente usada para
estudo em moléculas bioldaicas, organelas, células e t.et-:id'os
[18-191. 0 método tem sido usado para se obter novas
informagaes gue n3o eram facilmente acessiveis pelos metodos
convencionais;, por exemplo, esboco de profundidade de camadas
de cromoforos, foto-dano mélecular, transferéncia de energia

intermolecular in vivo e in vitro, intaragSes moleculares in situ,

caracterizaqso dos componantes intracelular, pProcesso de
armazaenamento de energia (201, aespectro fotoative , dissipagﬁo
fototérmica in vivo, calculo da evolugio do oxigénio na

fotossintese [2411.

Como podemos notar a técnica escolhida é vasta na
sua utilizagﬁo, bem como confiivel na obtengio de resultados.
Este grande avango nas aplicagBes desta técnica foi davido

principalmente ao trabalho de Rosencwaig e Gersho [2,22-24] que
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nio s6 desenvolveram uma teoria basica sobre fotoacustica, como
mostraram sua utilizagdo em inumeros estudos. Uma idéia desta

teoria esta apresentada a seauir.

11.2. TEORIA DE ROSENCHAIG-GERSHO

11.2.1. Introdugdo

Um dos objetivos dos modelos tedricos para o
afaito fotoacUstico & permitir a intarpretagﬁo do sinal

fotoacustico em termos da absorgio dtica pela amostra.

0 sinal acustico tem sido entendido como
devido aoc aquecimento periodico da amostra mantida na célula;
aguecimento gue @ resultado da absorgio da luz pela amostra, A
difus3o termica na amostra causa uma variac3o de temperatura am
uma fina camada do gas na interface gas-amostra. 0 resultado &
um comportamento similar ao de um pist3o, modelo que foi
utilizado para calcular a variac3o na pressdo do gias no
interior da célula. Na espectroscopia dtica usual a detec3io @
feita por wuma foto-célula. No método utilizado agui, 2m
consequéncia do Flﬁxo de calor da amostra para o @as, temos a
formac3io de ondas de press3io dentro da célula, de maneira gue a
detecd3o & faita por um microfone. O "espectro Otico” pode ser

obtido, ent3o, reaistrando-se a resposta do microfone em Fungﬁo

do comprimento de onda incidente.
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Yamos explicar a seguir como este processo,
desde o aguecimento da amostra ate a oroduc3o do sinal acdstico

pode ser entendido teoricamente.

11.2.2. Eqguagfes de Difus3o Tarmica

Iniciamos a descraver as equagﬁes de difusio.
térmica analizando a produgio do sinal fotoacdstico em uma
dimens3o para wuma célula cilindrica como mostrada na Ffigura

IT.1.

MATERIAL
DE
SUPORTE

CAMADA DA

AMOSTRA ~ INTERFACE GAS (AR)
/ GAS- AMOSTRA /

I
!
!
l
|
|
|
l
I
|

[ LUZ
__INCIDENTE

_\\\\A\E
||

g

-(lg*lg)
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Definimos os seguintes parimetros:

k: condutividade térmica (—E3l _,
cmesag-"C

o: densidade (-2.)
cm3

C: calor especifico (S%é)

a= x/5C: difusibilidade térmica (£Z%)

a= (w/2a)*?: gcpoeficiente de difus3o térmica (em i)

u= a " : comprimento de difus3o térmica (cm?

l; : comprimento da amostra (cm)

onde w denota a modulag%c do feixe de luz incidente em radianos

por segundo.

Definimos ainda

lg: comprimento do gas (cm)
l¢: comprimento do material de suporte (cm)

ug: comprimento de difusSo térmica no gas (cm)

Nés supomos que incide sobre a amostra luz
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monocromatica modulada com comprimento de onda N\ e intensidade
I =4 1,04 + cos wt) (11.1)

onde I @ o fluxo da luz monocromatica incidents (W/em ).
Definimos B8 como o coeficienta de absorc3io otica da amostra em
(cm™t) para o comprimento de onda \. A& densidade de calor

produzida em qualquer ponto x da amostra & dada por

B I° expigx){i + cos wt) (11.2)

(38 | Lo

ocnde x tem valores negativos, pois a amostra extende-se de x=0
ate x= -1, com a luz incidindo em x=0. Note qgue na fiaura 1.1
a coluna de gas extende-se de x=0 até x=l; 2 o material da

suporte de x=-l; ate x=-(1; + 1I;}.

A equagio de difusio térmica na amostra

considerando-se a fonte de calor distribuida pode ser escrita

como
3’6 _ 1 38
872 = 3 5t " A-exn(px)-(i + exp(zwt.)) (11.3>
para -1, x £ 0
com
1
A=l (11.4)
Zx

onde & &€ a temperatura e & a efici8ncia na qual a luz em um
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comprimento de onda A\ é& absorvida e convertida em calor por um
processo de deexcitac3o ndo radiante. NOs supomos f=1, uma
suposicd3o razoavel para a maioria dos sdlidos a temparatura
ambiente. Para o material de suporte e o gas, as equagﬁes de

difus3o térmica sfo dadas, respectivaments, por:

2
a8 _1 3¢ )
ax" & 3¢t (11.5)
para -1.-1,€ x £ -1,
a%e _ 4 3@

para 0 x £ -1,

0 campo real da temperatura & dado por

Tlx,t) =R 8({x,t) + wo (11.7)

onde R denota a parts real e wo @ a temperatura ambiente.

Para especificar completamente a solug3o de
(11.3), (I1.3), @ (I1.6}, condigdes de contorno apropriadas sio
obtidas das exigéncias de temperatura e continuidade de fluxo
de calor nas interfaces x=0 e x=-l; e das restrigfes da

temperatura nas paredes da ceélula em x=+l3 e x= -l;- l; que & a
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temperatura ambiente. Esta Ultima restrigdo & razoadvel para as
paredes da celula gue s3o metalicas. Finalmente, SUPOMOS gue as
dimensdes da ceélula sio paguenas o bastante e ignoramos a

conveccio de fluxo de calor no gds em um estado estacionario.
I1.2.3. Distribuigd3o de Temperatura na Célula

A solugﬁo geral para ©(x,t) na gélula desprezando

os transientes pode ser escrita como
%<x+1a+1,>-wo + N-exp(o's(x+ls))-exp(mt) “1,-1:€ % £ -1,
2

&x,t)= { b1+ b2x+ bsexp(a X) + (U axpl(o,x)+V axp(-oux)-E exp(nx)}

expliwt) -, x £ 0

(1 - IA}F + 8, 2xp(-osx) explawt) 0L x €1 (11.8)
£

onde W, U, V, E, a eo 330 constantes complexas, b:’ bz’ ba’ wo, a
F s83o0 constantes reais, e o=(1 + i)a com a = {(w/2a)%2 Em
particular. deveria ser notado que 9 e W representam a

o

complexa amplitude da periodicidade da temperatura na interface
gas-amostra (x=0), @ na interface material da suporte-amostra
(x=-1;}, respectivamente. A solug3o d.c. no material de suporte
e no gas ja fazam uso da suposigio de que, a temperatura

(relativa ao ambiente) & zero nos extremos da celula. As

SLRVICO.DE BIBLIGTECA E INFCRMACAO - IFQSC
FIsicA
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gquantidades wo e F denotam a componente d.c. da temperatura
(referente ao ambiente) nas superficies da amostra am x= -1 2
x=0, respectivamente. As quantidades E e t'.v3 determinadas pela

Fungio am ([1.3), s3o dadas por

b = =P (11.9)

E = A = BIO
(g2 - o2) 2k{pg2 ~ ¢2)

(11,1400

Na solucdo geral (11.8) omitimos a componanta
crescente da exponencial nas solucBas da regifo do gas e da
regiio do material de suporte, porque para todas as frequéncias
w de inter@sse o comprimento de difus3oc térmica & pequeno
comparado ao comprimento do material, seja no gds ou no
material de suporte. Isto @&, us< I, e u< lg . (ug~0,02 com para o
ar aquando w=630 rad/seg), @ por isso a componente senocidal
destas solugﬁes s3o suficientamente amortecidas tais que s30
efetivamente 2zero nas paredes da célula. - Portanto, para
satisfazer as condigﬁes de temperatura nas paredaes da célula, a
componente crescente da exponencial nas solugﬁes teriam seaug

coeficientes sendo essencialmente zero.

As condigﬁes de continuidade para temperatura

2 fluxo nas superficies da amostra s3o explicitamente dadas por

9:(0,t) = 9,(0,¢) (11.11a)

O5(-13,t) = 8(~1,,t) (11.11b)
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x,%%?w,t) =xa%—ié (0, t) (11.41¢)
ks %"xi (=13, t) = &, %;f: (=15, t) (11.14d)

Estas condigSes s30 aplicadas separadamente a
componente d.c. & A componente senoidal das solugﬁes. De

(11.14), obtemos para as solugﬁes da componente d.c.

Fo= b, + b, t11.12a)

W, = b1 - b2 + bsexp(—sh) (11.12b)

‘IL:FC,: s by + K by (11.12c)

%‘ W= ks b, + Kz b exp(-sl,) (11.12d)

As equacdes (11.12) determinam 0s

coeficientes bx’ bz' b, . W, e F, para as componentes

independentes do tempo (d.c.} da solugﬁo. Aplicande (Il.1i1i)»

para a componente senoaidal da solugio, resulta:
eoa U+ V - E (I1.13a)

W = exp(-0,l3)U + explol)V - exp({-gly) (11.13b)

Voo
. L}uxk -



—KgTg0 = KaoaU — ka0,V — Ka8E {11.13¢)

KsOTsW = KaoUrexp(-0,1,) K0,V exployly) —keEexp( -al,) (11.134d)

Estas guantidades juntas com a express3c para E am
(11.140) determinam os coeficientas U, V, W, e o,. Por isso as
solucdes para (I1.142) e (I1.13) permiti-nos ecalcular a
distribuic3o de temperatura (I1.8) na célula em termos dos
parimetros oticos, térmicos e geométricos do sistema. A solucdo
explicita de €, a amplitude complexa da temperatura periddica

na interface amostra-gas (x=<0) & dada por

6 = ﬁlo f(r—i)(b+i)-exp(cl)-(r+1)(b—i)'exp<—cl)+2(b—r)-exp(—5i)
° 2k (g%~ )| {(g+1)(b+i)explol) -~ (g-1)(b-1).exp(-cl)
(11.44)
onde b = 5 (11.15)
- Kedg -
r = (1= (11.L7)
2a

@, ja visto antes, o=(1i+:)a. Por isse ([l .14} poda ser calculada
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para parimetros com valores especi?icos, resultando em um
numero cuja parte real e imaginaria, ele 92, raspactivamente
detarminam os componentes peribddicos da variagso de
temperatura, em fase e quadratura na superficie x=0 para a
amostra. Espacificamante, o valor real da temperatura em x=0 &

dado por

T(O,t) = w°+ F°+ eicos(mt) - ezsen(mt) ¢11.48)

onde woé a temperatura ambiente2 nas paredes da cdélula e F, & o
aumento na temperatura devido a componente do estado

estacionario da absorgio do calor.

I1.2.4. Produgd3o do Sinal Acustico

0 processo de difus3o periddica produz uma
variaggo na temperatura do gas dada pela componente sencidal

(a.c.) da solugﬁc (11.8)

e“(x,t,) = 9 rexp(-oex)-expliut) (11.49)

onde o= (1i-idag.

Tomando-se a parte real de (11.19), obtemos a

variagic de temperatura fisica real no gas que & dada por:
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Tac(x,t) = exp(—a,x)(eicos(wt.—agx) - easen(mt-—agx)) (11.20)
onde 6; e 0, sio a parte real e imaginaria de 6p, como dado pala
equagdo (I1.14). Como pode ser visto na figura 11.2, para o gas
a componente da temperatura dependente do tempo atenua
rapidamente a zero com o aumento da distfncia da superficie da

amostra.

e 0= 80 coswt

€
r s
n
o

8,=8, P x¢:os(mf -agx)

n/4
GAS (AR)
3n/4

I X an.g
/2 kg

L AwesTRALLL6 L

FIGURA Il.2: Variag3o da temperatura dependente do tampo na

interface gas-amostra.



A uma dist8ncia de apenas 2w/a;, = 2Zmg, a
variagdo periddica da temperatura no gas & efetivamente
amortecida. Por isso podemos definir uma camada de interface,
como mostrado na figura I11.1, cuja espessura & Zxug (~0,1 com em
w/2r=400 Hz)} e wtilizando a aproximagd3o gue apenas esta
espessura do gds & capaz de responder térmicamente a

temperatura na superficie da amostra.

A variagio meédia espacial da temperatura do
gas dentro desta camada como uma Funggo do tempo, pode ser

determinada calculando-se:

§ = &+ 6, (x,t) dx (11.21)

de (I1.19) obtemos

8

1

)
N

i .
—_— 8 expilwt-n/4)
2xN2 °

onde usamos a aproximagio e4ﬂ<< i.

Por causa do aquacimento periédico da camada da
interfaca, asta camada de gas se expandea a se contrai
periddicamente como a agSo de um pist3o sobre o rastante da

coluna de g9is, produzindo um sinal de press3c acUstica gue



24

viaja por toda coluna de gas.

0 deslocamento deste pistido davido ao
aquecimento periodico pode ser estimado usando-se a lei dos

gases ideais,

3 2]
Sx(4) = 2muy L) o 0T oyp scwton/4) (11.23)
TO
onde estabelecemos a temperatura média d.c. desta camada de aas

igual a temperatura d.c. na superficie da amostra, T°= w°+ Fo.

Se supomos gque o raestante do gas responde

adiabaticamante a esta agso, ent3o a press3o acustica na célula

davido ao deslocamento do pist3o & derivado da lei adiabatica

dos gases

PV = cte. (11.24)

onde P & a press3o, @ V & o volume do gas na célula, e vy & a

razdo entre os calores especificos. Portanto o aumento na

prassio é

P tind
SP(L) = 2 5V = 109 gxit) (11.25)
v, T

onde P, e V, s30 a press3o e o volume ambiente respectivamente,

8 -8V @ o0 incremento do volume. Ent3o de (11.23)
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SP(t) = Q expliut-n/4) (11.26)
onde
29
=__t,3_0__ (1127)
N2 lgagTo

Portanto a variaggc real da press3oc., ap(t), & dado

pela parte real de §P(t) como

Apit) = Qicos(mt-ﬂ/4) - sten(wt—ﬂ/4) {11.28)

ou

Ap{t) = q cosl{wt-p-n/43) (11.29)

onde D_le l.'.l2 sdo as partes real @ imaginaria de Q. g e ¥ s3o0 a

magnitude e fase de Q, isto &,

8 = Qx +4'Gl2 = g-exp(-iP) (11.3Q)

Assim a especifica u] complexo envelope
senoidal da variagﬁo de pressino. Combinando (!1.14) a (1].27)

obtemos explicitamente a formula

= 217 xir=i}(b+ilexp(ol)-(r+i) (b-1)exp(-g2}+2(b=-rlexp(-al)
242 T}xha(p?-oz) (g+1){(b+1)expicl)-{g-1){b-1)exp{-ol)

(11.31)

—ts8s _Kgag _ .y 8 _ ) .
ocnde bKaaa‘ g_m, r~...(1+‘)2-—a, a c={1l+i)a como definido
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anteriormente. Em temperatura usual onde 1}=w°ta1 que as
componentes d.c. da distribuigio de temperatura n3o precisam
ser calculadas. Portanto (11.34) pode ser calculada pela

magnitude e fase da onda de press3o acustica produzida na

célula pelo efeito fotoacustico.

1.2.53. Casos Especiais

A express3o completa para ap(t) & dificil de
interpretar por causa da express3io para Q que é muito
complicada como dada por (11.31). Contudo, com um pouco de
intuigdo fisica podemos obt&-la examinando os casos especiais
onde a express3o para Q torna-se relativamente simples. Os
casos foram agrupados de acordo com a opacidade dtica das
amostras determinada pela relagio do comprimento de absorgdo
otica IB= i/8 com a espessura da amostra. Para cada categoria
de opacidade 6tica, foram ent3c considerados trés casos segundo
as magnitudes relativas do comprimento de difus30 térmica i,
comparado ac comprimento 1, da amostra e ac comprimento de
avsorgdo otica 13. Para todos os casos calculados a seguir, foi
feito uso da suposig3o gque g<b & gue b~1, isto &, que Kgag<Ksag

e K asyﬁs as.
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Os seis casos s3o0 mostrados na figura [!].3 a

discutidos a seguir.

|

OTICAMENTE OPACO

CASO 2 (a)) |

_

" |
1| cAsO I (b) |
|
] |
: |
B |
. ' cASO I(e) !
|
| |
| T
L
ot
| | M

lg=1/8
|
B

FIGURA 11.3 :

para a teoria fotoaculstica dos s6lidos.

I
|
I

lcAso2(b)

i

b

CASO2(c)! ,

t
l
|
!

Representagio esquematica dos casos especiais



Antes, poreém, & conveniente definir

TP_1
Y= 00 (11.32)
242 T s

gue sempre aparece na expressi3o para Q como um fator constante.

Tambem definimos o comprimento do caminho dtico como

11.2.5.1. Amostras Oticamente Transparentes

(13>1a)

Nestes casos, a luz & absorvida por todo o
comprimento da amostra, 2 alguma parte da luz & transmitida

pela amostra.

Caso 1a: Amostras Térmicamente Finas
(31, 4 >18)

1
eiga

Aqui tomamos e-Bh*i-ﬁh. i, e [ri>L em

(I11.32). Assim obtaemos

- Y (3.7 . g(i-t)ﬁlaﬁ
Qe b (8-2a8-i8 )y 2=ty (11.34)

0 sinal acustico & por isso proporecional a
Bl;, e desde gque u;/ay & proporcional a L{/w, o sinal acustico tem

uma dependéncia de w™!. Para este caso (térmicamente fino com

ez
Sz

! £
[ e
-
o]
o
i
}
t:
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43»1), as propriedades téermicas do material de suporte surgem na

exprassio de G.

Casoc ib: Amostras Térmicamente Finas

(W1 k<lg)

Aqui tomamos e *l~i1-g,, eT™x(1i01,), e Lrict
am (11.33). Ent3o obtemos
Q=LY [ (g242a% )4, 082 2a%) 1> Ao D8hy )y (11.35)
4&33;3 ab Zag * 0
0 sinal acustico 2 mais uma vez proporcional
a Bl,, varia com w™ ! , =a depende das propriedades térmicas do

material de suporte. A eguagdo (11.35) é identica a (I1.34).

Caso ic: Amostras Térmicamente Espessas

(<1 ik &Klg)

- -0l
NMa (I1.32) tomamos e Blaei-mi, e Thag, @
irl€i. 0O sinal acdstico ent3o torna-se
—~ .3&& M3} P
@ -igfel)Y (11.386)

Aqui o sinal e proporcional a 84 ao invés de
81;. Isto &, apenas a luz absorvida dentro do primeiro

comprimento de difus3o térmica contribui para o sinal, mesmo em

SERVICO DE EiGLICTECA E INFORMACAG o Tase
FISICA
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vista do fato de que a luz esti sendo absorvida em todo o
comprimento 1l da amostra. Também, desde que Udl,, as
propriadades termicas do material de suporte presantes na
equagdo (I11.36) s83o substituidas pelas da amostra. A

dependéncia de @ em (11.37) com a freguéncia & w¥2,

Os casos 1a,ib e 1c para as assim chamadas
amostras oOticamente transparentes mostram uma capacidade da
espectroscopia fotoacustica igual a nenhuma outra técnica, de
obtermos o efeito de "depth profile” devido a absorglo 6tica
dentro da amostra. Ou seja, com a variag3o da frequéncia nbs

podemos obter informagfes de diferentes camadas do material.’

11.2.5.2. Amostras Oticamente Opacas

(1p&ly)

Nestes casos a maioria da luz & absorvida

dentro de uma distincia pequena comparada a 1, e essencialmente

nenhuma luz & transmitida.

Caso 2a: Amostras Térmicamente Finas
(D1, 0D1g)
ol
ei i

Na equagdo (I1.32) tomamos e-ﬁl"ﬁ'o . >{,

iri®»1. Ent3o obtemos

o (4 i Xis A
o T (&)Y (11.37)
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Neste caso, temos a "opacidade”
fotoacustica bem como a opacidade 6tica, no sentido de gue o
nosso sinal e independente de 8. Isto seria o caso para um
corpo negro muito absorvedor tal como carvio preto. O sinal &
muito forte (e 1/81 vezes t3o forte como no caso fa). depende
das propriedades térmicas do material de suporte, e wvaria com

-3
W .

Caso 2b: Amostras Térmicamente Finas
(<23 021p)

~ . -3l -l
Na e=quagdo (I11.32) tomamos e 33'2-"0, e Tl e

3

iri>L. Ent3oc obtemos

~ Y (G- - ;-_...(1___;‘)_-‘-_‘_&\( ¢
O raraps (-2a-8)~ 41 (&) (11.38)

Equag3o (I1.38) & analoga a (I!.37), mas com
os parametros térmicos do material de suporte substituidos

pelos da amostra. Mais uma vez o sinal & independenta de 8 =

varia com w™?t.

Caso 2c: Amostras Térmicamante Espessas
(L&, u<1p)

-313

Na equagido (I1.32) tomamos e = =0, ek

':."D,

iriyd. Ent3o obtemos



0B (7a_grig)> Bkt (11.39)
4aga;"« Zag \Ka
Este é um caso muito interessanta -}

importante. Oticamente estamoc tratando com amostras muito
opacas (8,31). Contudo., se Bu<i (i.e., U<lg), esta amostra nido
2 fotoacusticamente opaca, pois como no caso ic, a luz
absorvida no primeiro comprimento de difus3o térmica, U,
contribui para o sinal acustico. Por isto, embora a amostra
seja oticamente opaca, o sinal fotoacustico @ proporcional a g.
Como no caso 4ic, o sinal & também dependente das propriedades

térmicas da amostra e varia com w¥?2.
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CAPITULO I
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

II.1. MATERIAIS E METODOS
M.1.14. Preparagio das Amostras
Hi.1.1.a. Hemoalobina-C0o

A hemoglobina utilizada foi obtida de sangue humano. A purificagdo foi
feita com o seguinte procedimento: a amostra foi lavada em solugdo de salina
tamponada com pH igual a 7.4 , em seguida foi posta para centrifugar a 3500 rpm a
uma temperatura de 4°C durante um tempo de iS5 min. O sobrenadante foi, ent3o,
descartado e o mesmo procedimento foi repetido por mais duas vezes. Dessa
maneira conseguimos a separagdo das hemaceas as guais foi, ent3o, adicionada agua
destilada para que a parede celular fosse rompida liberandoc a hemoglobina. O
hemolizado foi centrifugade por 30 min. a 15000 rpm na mesma temperatura. O
material depositado foi descartado e nds obtivemos a hempglobina em solug:ﬁo. Em
seguida esta solugdo foi colocada na presenga de Mondxido de Carbono (CO) obtido
através da reago de Acido Formico (HCOOH) com Acido Sulfurico (H80,). Pelo fato
du mondxido de carbono ser obtido em meio acido fizemos com gque o gas passasse
por uma solugdo de Hidréxido de Sodio (NaOH3, precaugdo esta para avitar uma
possivel desnaturag3o da proteina. A ligag3o do CO 3 hemoglobina foi comfirmada
por medidas de espectroscopia convencional [4] . Apds a obteng3o da hemoglobina-
CO ela foi congelada a temperatura de nitrogénio liguido e foi, ent3o, posta para

liofilizar de modo a termos a amostra em forma de pd. Ela foi divida em porgles de
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cerca de 40 mg, que foram entdo postas em ambientes com diferentes umidades
relativas, conseguidas com diferentes solugSes saturadas de sais [25-26]1. Apds um

periodo de gquatro dias as amostras ja estavam equilibradas com o ambiente [12] a

estavam prontas para serem medidas .
M.1.4b. Mioglobina-CO

Foi utilizada mioglobina de corag3o de cavalo tipo III
proveniente da Siama. Ela € adguirida na forma meta-mioglobina liofilizada. Para se
conseguir o derivado mioglobina-CO foi feito o seguinte procedimento. Dissolveu-se
um pouco da amostra em agua destilida e centrifugou-se por um periodo de 15 min.
a 13000 rpm a uma temperatura de 4°C. O material depositado foi descartado e o
scbrenadante foi colocado em presenca de CO obtido da maneira deécr*ita
anteriormente. Como a mioglobina estava na forma meta foi necessario adicionar
Ditionito de Soédio (Nazszt)‘) para reduzir o Fe do arupo hems & este
poder ligar CO. A adigdo do ditionito de sédio deve ser feita
em presenga de CO pois reage com o oxigénio. A amostra foi
passada por uma coluna de Sephadex G-25 para que o ditionito de
sodio fosse retirado. Isto foi feito na cetrifuga a 2500 rpm
por 13 min. As amostras foram, ent3o, colocadas para hidratar

seguindo o mesmo procedimentoc da hemoglobina.

IIl.2. Método a Procedimento Experimental

Em geral 28 metodologia comumante aplicada
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para a obtencio do espectro de absorcio otica @ a detecdo da
luz transmitida através da amostra. No caso em que a amostra em
uso seaja gel, pd, sodlido, ou gue tenha efeito de espalhamento,
este tipo de detegﬁo torna-se ineficaz. O nosso caso encaixa-se
axatamente nesta situac3o pois temos em m3os hemoproteinas gue
foram liofilizadas, isto é, est3oc na forma de pd e s30 opacas.
Isto lavou-nos a utilizar a tecnica de espectroscopia

fotoacustica para podermos estudar as transigfSes eletrdnicas

dessas proteinas.

Como ndo dispunhamos deste eqguipamento as
medidas iniciais foram feitas no laboratério do Prof. Helion
Vargas na UNICAMP. Posteriormente foi montado em nosso
laboratorio um equipamento para fotoacUstica que esta descrito

a seguir.

111.2.14. Espectrometro Fotoacistico

in} espactrometro fotoacustico e constituido das

seguintes partes (esguema da Figura I11.1).

i Fonte de Luz
2.Componentes Oticos (lentes e fibra otica)
3 .Monocromador

4 Chopper



5.Célula Fotoacustica

6.Detetor de Poténcia (Piroelétrico)

7.Lock-In
8 . Motor do Monocromador Registrador X-Y

9.Circuito Divisor para Obteng3o da Absorg3o da Amostra

111.2.4.14. Fonte de Luz

A fonte de luz utilizada & uma l&8mpada de Xerfnio
da Oriel (XBD 450 W/i) cujo espectro wvarre todo o visivel e

infra-vermelho préximo. Algumas de suas caracteristicas ast 3o

na tabela [I1.1.

Caracteristicas da l1impada de Xe

Modelo . ...... ... ................ XBO 150 W/t
Tempo de Vida ....... ... .. ..., 1200 hs
Voltagem de Operagdo ......... 20 volts
Corrente de Operagdo ......... 7,9 amp
Posig3o de Operagdo .......... vert. 185

TABELA I111.4 [29]



MONOCROMADOR
FONTE | » » » > > » L
T FIBRA GOTICA
CHOPPER
DETETOR
"°DT€R PIROELETRICO
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FOTOACUSTICA
CIRCUITO
PARA LOCK-IN (1) LOCK-IN (2)
RAZAO
|REGISTRADOR
A=Y

FIGURA I11.4: Diaarama de bloco do espectrémetro fotoacustico



I111.2.1.2. Componentes Oticos

O espectrdmetro fotoacustico tem um sistema 6tico
simples, que & formado por lentes para a converaéncia do feixe
de luz na fenda de saida do monocromador, sendo este, entio,
coletado por uma fibra 6tica gue se bifurca emitindo o feixe da
luz para a célula fotoacUstica e para o datator piroeslétrico.
As lentes e janelas utilizadas s3o de BK7/A gue tem uma ragilo

espectral com baixissima absorg3oc na regifo que vai de 350 mm

atéd 2.5 um [271].

111.2.14.3. Monocromador

A Figura I11.2 ilustra o esquema do
monocromador. A maxima eficiéncia & obtida gquando a area da
fenda de entrada do monocromador esta totalmente iluminada. Uma

lente coletora na frente da fenda de entrada coleta a 1luz

incidente.

A luz incide sobre a grade da difracio e @
angularmente dispersa segundo os comprimentos de onda, isto &,
cada comprimento de onda presente na luz & disperso em um
8ngulo diferente. A grade pode ser girada por um eixo para
dirigir a luz de um comprimento de onda seleciocnadec ac centro
de um espelho cdncavo. 0O espelho cbncavo coleta a luz e,

juntamente com uma lente corretora na entrada da fenda de
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saida, projeta a imagem da fenda de entrada na fenda de saida.
A imagem da fenda de entrada & reduzida em tamanho por um fator

de 0,56. A fenda de saida tem dimensSes que & 36% da fenda de

entrada [281.

LENTE
CONDENSADORA
LENTE COLETIVA ' A
DA FENDA FENDA DE GRADE DE
o ENTRADA DIFRACAO
\ l
|I =
fal
AMPADA
FENDA DE
SAIDA
1%
<ﬂ |
LENTE
CORRET
ESPELHO ORA
CONCAVO

FIGURA I11.2: Esguema dtico do monocromador(29].
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A tabela 111.2 mostra algumas das

caracteristicas da grade de diFraqu.

- ——
Caracteristicas da grade de difracdo
Linhas / mm ... ... ... .. .. ...... 1350
Intervalo de comprimento de onda .. 200 - 800 nm
Dispers3o reciproca ............... €,4 nm/mm
Eficiéncia da arade ........ ... ... .. 70%
Eficiéncia do insgrumentn ......... 47%

TABELA 111.2 [291]

Para calcular a largura espectral da fenda multiplica-
se a dispers3io reciproca pela largura da fenda de saida. Por
exemplo, se a fenda de saida tiver largura de 0,3 »m, sendo a
dispercio reciproca de 6,4 nmmm ent3o teremos 3,2 nm de largura

de banda passando pela fenda de saida.

Tanto a fanda de entrada como a fenda de saida s3o
variaveis e possusm uma graduagio gue wvaria de 0 a 6.0 mm
dividida em intervalo da 0,1 mm . Estas fendas devem ser

ajustadas proporcionalmente uma em relagﬁo a outra segundo o

fator de SaY%.
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0 monocromador tem um “dial” de 3 digitos gue informa o
comprimento de onda da arade de difraggo. 0 instrumento deve
ser ajustado de modo Que o que & mostrado no “diel” saja
exatamente o comprimento de onda selecionado. A calibragdo do
monocromador @& Féita utilizando-se um lasar de He-Ne cujo

comprimento de onda & 632 nm.

111.2.14.4. "Chopper”

O chopper utilizado é o modelo 125A da PRINCETON
APPLIED RESEARCH CORPORATION, cﬁnstruido para'operar em jungﬁo
com qualquer Lock-In da mesma marca. |
A frequéncia do “chopper” é conseguida por uma
chave seletora do motor a tambeém pelo posicionamento
correspondente entre as polias. A variag8o conseguida vai desde
13 Hz ateé 2000 Hz. A referéncia de saida & uma onda quadrada am
sincronismo com a frequéncia selecionada. O nivel nominal mais
baixo da onda quadrada é -0,6 V. 0O nivel superior & +4.0 V, gque
& obtido atravées de um diodo emissor de luz (LED) e por um
respectivo transistor foto-sensivel. Ambos astio montados lado
a8 lado no interior de uma cavidade circular na parte intarna do
“chopper” de modo que com o movimento da pa ocorra reflex3es
entre eles e um espelho. Foi verificado que a frequéncia
desianada pelo manual n3o astava corraspondendo a sua sele;io

como @ mostrado na tabela II1I.3. (301
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N: de aberturas Chave Posigio Frequéncisa
Man. Med.
4 slow front 27 33
fast " 54 62
slow middle 63 78
éast " 134 80.
slow rear 3% 89
fast " 189 478
2 slow front 13 16
fast ” 26 33
slow middle 34 35
fast " 88 80
slow rear 42 453
fast * 84 89

TABELA II1!.3

[11.2.14.35. Célula Fotoacustica

A Figura III.3 ilustra o esguema da océalula

fotoaclstica wtilizada. Ela #foi, construida

nara medidas

de
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absorgd3a e de transmiss3o e por isso contém duas janala para
permitir a entrada e a saida de luz. O material utilizado para
a janela foi BK7/A com uma regido espectral sem absorg3o indo
de 300 mm a 2.5 um. Foi utilizado um microfone de eletreto de

tréds fios, que possue um “FET"” interno como um preamplificador

do sinal.

LUZ INCIDENTE

SUPORTE PARA O
CORPO DA CELULA

FOTOACUSTICA JANELA BK7

\

|

—
Il N

/ S

JANELA BK 7

T\

MICROFONE CORPO DA CELULA

FOTOACUSTICA
AMOSTRA EM PO

{ CANAL ACUSTICAMENTE )
RESSONANTE

FIGURA I11.3: Corte seccional da célula foLtoacustica.



I11.2.1.6. Detetor de Poténcia (Piroelétrico)

Estes s3o detetores gue utilizam a mudanga de
carga na superficie gue resulta quando cartgs cristais
assimatricos (ou seja, gue possuem um momento da dipolo
2létrico interno) s3o aquecidos. O material ecristalino é
fabricado como um dielétrico em um pequeno capacitor, e a

mudanga na carga & medida guando o =2lemsnto & irradiado.

Se a frequéncia de modulaqio da radiac3o
incidente @ baixa comparada aoc tempo de relaxagio térmica do
cristal, o cristal permanece préximo ao equilibrio tarmico 2 a

corrente de resposta e peqgquena.

Quando o periodo de modulaggo torna-se mais curto
do gquea o tempo de relaxagﬁo térmica, ha um aguecimento muito

maior que resulta em uma corrente de resposta maior.

Os detetores piroelétricos t8m respostas para
freoguéncias que estendem-se de alaguns poucos hertz até cerca
de 100 GHz. Sua detectividade & comparada aos dos tearmopares e
eles também tem uma resposta que depende da frequéncia da
radiag3o incidente com i/w. E s30 sensiveis desde o visivel até
o infravermelho. Por estas caracteristicas e pela simplicidade

dea operagio 8 manutenc3o, e uma Otima resposta com a radiacdo
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modulada incidente ele é& usualmente utilizado em aquipamento de

fotoacustica [27].

IT1.2.4.7. "Lock-In”"

]

E necessario a utilizagﬁo de dois desses
equipamentos como pode ser visto no esgquema da Figura I11.4. Os
dois gue est3o sendo usados s3o da PRINCETON APPLIED RESEARCH
CORPORATION, modelo 124A @ modelo 126 e destinam-se, no nosso
caso, a servir como um amplificador que obtem medidas acuradas
da amplitude e fase de sinais fracos e muitas vezes encobertos
com ruidos. A melhora do sinal & conseguida usando como
referé&ncia para o Lock-In o sinal do chopper. Isto faz com que
apenas o sinal com frequéncia igual a do chopper saja
amplificado. A absorgio da luz pela amostra é& obtida comparando
© sinal da célula fotoacuUstica com o sinal do detetor da
poténcia. Desta maneira eliminamos o espectro da lampada aque

estaria superposto ac espectro que desejamos.

I111.2.4.8. Circuito divisor para obtengio da absorgio

da amostra

0 circuito para obteng3o da raz3o entre os
sinais da amostra e referéncia é baseado em um multiplicador
analdgico de quatro quadrantes (ICL 8013) cuja saida &

proporcional ao produto algébrico da dois sinais de entrada.
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Para que o mesmoc trabalhe como um divisor de sinais o seu

funcionamento & baseada no seguinte, como mostra o esquema

I11.14.0341.

Zin
R= L
x!»"—- . ouT” XN
Y\N |MODULADOR[=—  [AMP —o
B o —

ESQUEMA 111.1: Esquema de funcionamento do ICL 8013.



Se o terminal Z é& usado como uma entrada, e a
saida do amplificador operacional & conectada a entrada Y, o
dispositive funciona como um divisor. Comoc a entrada do
amplificador operacional estid em um terra virtual, 2 axige uma
corrente de "bias" desprezivel, toda a corrente da

realimentagdo forga a corrente de saida do modulador ser igual

a corrente produzida por Z.

Portanto
Z.
- . VY. = 2N _ 7.
Ig = xin Yln =5 = 1szn (111.4»
Como
Yin = Eout (111.2)

substituindo em (11.1) temos,

10 2;
out = —¢—=2 (111.3)
in

E

0 circuito para a obteng3o da absorgio é& mostrado
no esquema IIl.2. Uma modificag3o foi raalizada tendo em vista
a configuragdo original do dispositivo (ICL 8013) gue exige gue
0s sinais de antrada variem entra (0 até -40V). Ao invés da
trabalharmos sempre com os "Lock-in's” defasados de =,

preferimos fazer inversores para os sinais de antrada

SERVIGO DE BIBLICTECA E INFORMACAD o 1FQSC
FISICA




utilizando amplificadores operacionais.

out pur » OZin
¢ in
RiOX TREX R 75K

vcec —1

TRIOK 2
LNT41
Py V- 'L
VEE I T
8 4 3 2 1
R 10K ICL 8013
e 7T 86 9 10
vee 1
¥ 4
6ND
xin‘_a—‘s [
TRIOK 2
LNT4I —eV +
Y
VEE od
Xos :» zos.! Yos
d V=
3x 20K

ESQUEMA 111.2: Diagrama de bloco do circuito divisor para

obtengdo do espectro da amostra.
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0 ajuste para o funcionamentc correto do circuito

@ 0 seguinte:

»

1) Coloca-se os pot8nciometros em meia escala, isto &

conseguido ajustando-se as voltagens nos pinos 7, 9 e 10 (Xgs .

Yos, Zps) para zero volts.

2) Com Zip= 0 V, ajuste Zgs de modo a manter a saida

constante, guando Xin varia de -10 V até -1 V.

3) Com Z;,.= 0 V e Xin= -10,0 V ajuste Ypg para obter-se

zero na voltagem de saida.

4) Com Z;in= Xjn (e/ou Zip= -Xjp) ajuste Xps para uma

variag3o minima da saida, quando Xin varia de -10 V até -1 V.

3) Repetir os procedimentos 2 e 3 se o procedimento 4

exigir um grande ajuste inicial.

6) Com Zin= xin {e/ou zin= 'xin) ajuste o controle de

ganho até a saida estar proxima de um valor médio +10,0 V (=10

~

V para Z;n= -Xin) auando Xin varia de -10 V até -3 V.

Com o circuito do aesquema I[I1.2 descrito é
possival obtermos a absorgﬁo em um dado comprimento de onda.
Para obtermos o aspectro fotoacdstico precisamos fazer o

comprimento de onda da luz variar.

.
N ~EE ' QJ&BUOTECA E 1
!IFSC-—- SEQWC%;ERVAQfO i
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I111.2.1.9. Motor do Monocromador e Registrador X-Y

0O comprimento de onda da luz & variado pelo

motor acoplado ao monocromador, que tem uma velocidade

constante de 0,34 nwses. Portanto de um comprimento de onda

conhecido e registrando o sinal do circuito divisor em fungio
do tempo consegue-se o espectro fotoaclUstico. 0O registrador
utilizado e o Modelo 7004B X-Y da Hewlett-Packard. Sua
versatilidade encontra-se no fato da utilizaggo de wvarios
médulos gue nos permitem registrar griaficos em coordenadas
cartesianas, como voltagem Qarsus tempo. Ele tem . uma
sensibilidade basica de 100 mvinch ou (50 mv/em). Com este
equipamento conseguimos obter espectros de 370 a 700 nm em

cerca de 4i5mn [321].
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Os resultados apresentados s3o dividos em dois arupos: o
primeiro deles s3o referentes a dados obtidos de medidas realizadas na UNICAMP
junto ao grupo de Eletrfnica Quintica.em colaborag3c com o Prof. Dr. Helion
Vargas, utilizando o espectrometro fotoacustico comercial “edt research 0AS
400”. Estas primeiras medidas foram feitas para a hemoglobina e
mioglobina em po. 0 segundo grupo de resultados foram
conseguidos com o espectrdmetro fotoacUstico montado em nosso
laboratorio. Os resultados iniciais na regifo do visivel foram
repetidos e foi feito um estudo mais detalhado sobre o efeito
da hidratag3o na hemoglobina. Também est3o mostrados alguns
testes realizados com o eaquipamento montado, reprodutibilidade.

A seguir sio mostrados dados obtidos pelo espectrimetro

fotoaclstico comercial.

IV.1. Resultados para Hemoglobina (300 - 700mm)

Como foi apresentade no capitule 111, a
preparagdo da amostra foi feita de modo que a hemoglobina
tivesse como seu ligante inicial o monédxido de carbono (CO).
Este derivado se caracteriza por picos da absorgio em 419 nnm
(conhecida como banda de Soret) @ também em 540 2 369 nm que s3o

as bandas & e g respectivamente [4)]. Ma figura IV.{ & mostrado
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o espectro fotoacustico para a hemoglobina em pd onde pode-se
ver perfeitamente a banda de Soret am 419 nm. J4 as bandas a e 8
nio s¥o bem resolvidas, mas s3o visiveis em torno das posigles
esperadas. A semelhanga entre este espectro e o espectro dtico
ja era esparada e ja havia sido observada para os derivados oxi

e meta hemoglobina [331].

Com relag3o A hidratag3o0, foi observado gus
para a amostra mantida seca 11% de umidade relativa (UR) a
banda de Soret estava em 419 nm, caracteristica do derivado
hemoglobina-CO (figura I[Vv.2). Para as amostras mais Umidas a
banda se desloca para valores menores, sendo que para 93% de

umidade relativa ela se encontra em 414 nm (figura IV.2).
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FIGURA IV.1:Espectro fotoacustico de hemoglobina em poé a

11% UR obtido em equipamento comercial a 80 Hz e band pass 4.
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FIGURA IV.2:Espectros fotoaclusticos de hemoalobina a 11%,

58,5% e 93% UR obtido em equipamento comercial a 80 HZ e band pass 4.



IV.2. Resultados para Mioglobina (300 - 700 na)

0 mesmo comportamento foi observado para a

mioglobina, comz mesira os espectros da figura IV.3. Em baixa

umidade (1i%) a posigd3o da banda de Soret esta am torno de 424
nm, & caracteristica do derivado hamoglobina-C0, enguanto gque a
alta umidade (93%) a posiglo da banda muda para 448 am. Para a
mioglobina também n3io foi possivel resolver as bandas a e 8,

por isso elas nd3o s3o apresentadas aqui.

IV.3. Resultados para Hemoglobina (1,6 - 2,4 im)

Devido ao fato de estarmos manuseando as
amostras para colocia-las na caml@ra fotoacustica, seria
interessante quantitar o conteddo de &gua na amostra palo
proprio espectro. MNa regifo do infravermalho de 1,6 a 2,4 um
nos temos uma banda devido a vibragSo da d4gua em 1,35 um
(341 que tem a vantagem de ser intensa @ n3o ter superposigido
com outras bandas. Além disso, ha outra banda gue & localizada
am 2,2 um devido as vibragBes de N-H da proteina [35,361. A
intensidade da banda de agua nos da uma medida da hidratagdo da
amostra, e a intensidade da banda de proteina nos da uma medida
da guantidade de amostra utilizada. Com a raz3o entre assas
duas intensidades (l; e I, como mostrado na figura IV.4)
obtem-se uma medida proporcional aoc conteudo de agua por grama

de proteina na amostra.
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FIGURA IV.3:Espectros fotoacuUsticos de mioglobina a 11Y%

e 33% UR obtido em equipamento comercial a 80 Hz e band pass 4.



FIGURA V. 4:Espectro fotoaclstico no infravermelho para
hemoglobina a 11i% WUR, mostrandoc as bandas de Hz0 e MNH,

obtido em equipamento comercial a 80 Mz e band pass 2.
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Foram obtidos, entio, espectros na regido do
infravermelho para amostras mantidas em diferentes ambientes de

umidade relativa, como mostra a figura IV.5.

Para, de fato, termos o conteddo de Aagua na

proteina foram realizadas pesagens com as amostras apos terem
alcangado o equilibrio com o ambiente de hidratag3o. Depois de
pesadas elas foram mantidas por 24 horas em uma estufa a uma
temperatura de 110°C e em seguida foram feitas outras pesagens.
Comparando o peso das amostras secas com o das amostras Umidas
obtivemos o conteludo de agua nas amostras, dado em a H,0 por g

proteina. A isoterma de absorg3o esta mostrada na figura IV.6.

Agora podemos relacionar a guantidade de Agua
obtida pela pesagem com a obtida pelas razfes entre as
intensidades I; e [;. Esta relag3o estd mostrada na figura IV.7
para as wumidades relativas wutilizadas. A reta tragada foi
ajustada aos pontos experimentais utilizando o método de

minimos gquadrados. O coeficiente de correlagd3o do ajuste foi

0,93.
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FIGURA IV.5:Espectros fotoacusticos no infravarmelho para hamoglobina

mantida em varias umidades relativa nas mesmas condigBes anteriores.
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FIGURA IV.6:Grafico da curva de isoterma de absorgio.
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FIGURA IV.7:Grafico da relagd3o entre a raz3o das intensidades

(I;/12) @ o contaddo de agua nas amost.as.

0 grafico n3o mostra barras de erro porgue as
medidas ni3o puderam ser repetidas. Esses dados preliminares
indicam que a intensidade normalizada da banda em 1,95 um pode

sarvir como medida do conteldo de agua na amostra.



IV.4. Resultados para Mioglobina ( 1,6 - 2,4 mm)

Espectros similares aos da hemoglobina foram
obtidos para a mioglobina-CO de cavalo nesta mesma regifo do
infravermelho, como esta mastrado na figura IV.8 para amostras

mantidas em 11% e em 93% de umidade relativa.

0 estudo para a mioalobina n3o foi mais detalhado

devido a pouca quantidade do matasrial disponivel.

Com a montagem de um espectrimetro
fotoacustico em nosso laboratdrio, varias medidas foram feitas,
visando complementar o0s dados para a hemoglobina na regifio
visivel. A seguir s3c mostrados 0s dados obtidos no

aguipamanto montado em nosso laboratdrio para a hemoglobina.
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FIGURA IV.8:Espectros fotoacusticos no infravermelho para

mioglobina de cavalo a 11% e 93% UR obtido em esquipamentc comercial

a 80 Hz e band pass 2.



IV.5. Testes com o Espectrimetro Fotoacustico

Un teste feito no equipamento foi aquanto ao
ruido originado na céimara fotoacUstica. Para vermos isto foi

feito o espectro para a lampada de xendnic, mostrado na figura
IV.9. O espectro obtido mostra que na regido entre 230 a 300 mm
aste sinal esta bem prdéximo de zero. Nesta regifio & facil
perceber o nivel de ruido do sinal, que sugere uma boa relagio

sinal/ruido.

Também verificamos a reprodutibilidade dos
espectros obtidos, como mostrado na figura [V.10. A amcstra
utilizada foi a hemoglobina-CO em solugdo. Vé-se que ocorrem
alaumas variagBas na intensidade; mas o posicionamento das
bandas n3o sofre deslocamento. Portanto, a determinagdo dos
comprimentos de onda onde ocorrem as bandas s3io medidas

bastante confiaveis.

SERVICO DE BIBLIOTECA E INFORMACAO - IFQSC
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FIGURA 1V.9:Espectro fotoacustico para a lampada de Xenénico
cbtido no equipamento montado com 13,9 Hz e largura de banda 6,4 nm

demonstra a relagd3c sinal ruido.
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FIGURA IV.10:Espectro fotoaclstico de hemoglobina-CO em solugio
obtido a 13,9 Hz e largura de banda 6,4 nm demonstra a

reprodutibilidade do equipamento montado.
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Fizemos ainda um espectro da hemoglobina-CO em po
a 11% UR, como mostra a figura IV.11. A posigdo das bandas é a
esperada para este derivado da hemoglobina [23]. Aléem disso o
espectro & bastante similar aoc obtido com o espectf&metro

fotoaclustico comercial para a mesma amostra (ver figura IV.1i).

IV.6. Resultados para Hemoglobina

Com o0 espectrometro fotoacustico montado em
nosso laboratdrio repetimos e ampliamos as wmedidas para
hemoglobina mantida em varios ambientes de hidratagd3o. A figura
IV.12 mostra alauns dos espectros para hemoglobina-CO am bé ﬁa

reai3o da banda de Soret.
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FIGURA IV.ii:Espactro fotoacustico de hemoglobina-CO am pd a 1i%

UR obtide no espectrdmetroc montado a 78,1 Hz e largura de banda 3,2nm.
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FIGURA IV.1Z: Espectros fotoacusticos de hemoglobina-CO sm pd

am varios ambientes de umidade relativa obtido no squipamento montado,

a 78,1 Hz e largura de banda 3,2 nm.
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Observa-se que a banda originalmente em torno de
420 nm para amostras mais secas, desloca-se para valores menores
ao se aumentar a hidratag3o da amostra. Para a hidratag3o mais
alta utilizada (93,3 de umidade relativa) a banda se encontra

em tornoc de 414 mm.

Para melhor visualizar o deslocamenta da
banda de Soret como efeito da hidratag3o fizemos um grafico da

posig3o dessa banda em fungd3o da umidade relativa (figura

IVv.13).

Os valores assinalados foram obtidos da média
de cinco medidas a partir das quais foram obtidos também os
erros, indicados pelas barras. Apesar do erro ser grande, &
evidente gue com o aumento da umidade a posig3o da banda muda
para valores menores. Uma possivel explicagd3o para esses erros

& a variagdo da hidratag3o da amostra durante seu manuseio.
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FIGURA IV.13:Grafico da variagdo da banda de Soret com
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caPiTLo v

DISCUSSAD

Pelos dados obtidos e que foram apresentados no capitulo
IV podemos comparar o espectrometro fotoacustico montado em nosso laboratorio
com o equipamento comercial. Também foi possivel perceber o deslocamento na
banda de Soret causado pela hidratag3o ([12]1. 0O eguipamanto n3o
esta em sua melhor performance, isto deve-se a problemas ou
melhor a limitagSes da propria montagem, como por exemplo.
fonte de 1luz com pouca poténcia, monceromador com rede de
difragdo espectral apenas no visivel, efici8ncia de apenas 47Y%
do monocromader onde diminui ainda mais a poténecia de luz
incidente sobre a amostra. Mesmo com estes peguenos detalhes &

nos possivel perceber a versatilidade do s2quipamento.

A perfaormance do equipamento pode ser
verificada a partir dos resultados mostrados no capitulo
anterior. 0 teste da figura IV.9 nos mostra uma boa relaglo
sinal ruido originado na clmara fotoaclUstica, n3o prejudicando
assim os dados obtidos. Para testar a reprodutibilidade dos
espectros, gue era uma preocupagdo da nossa parte, foram feitas
medidas com a mesma amostra de hemoglobina-CO nas mesmas
condigfes (figura [V.10). Nota-se que a posig3o das bandas nio

muda, havendo apenas algumas variagBes de intensidade. Isto



76

deve ser devido as proprias oscilagfes de intensidade da fonte
de luz utilizada. Isto mostra que os espectros posteriormente
obtidos s3o0 confiadveis quanto a localizag3o dos maximos de
absorg3o. Como teste final do equipamento comparamos o espectro
de hemoglobina-CO a 11% de umidade relativa (UR) obtido com o

agquipamento montado (figura Iv.11) e com a] equipamento
comercial (figura IV.1) Pearcebe-se gue elaes s3o0 bastanta

similares, tanto na posigdo das bandas guanto na forma das

linhas.

Como mostra nosso rasultado na regilo do
infravermelho (figura Iv.3) uma wvez obtida a curva de
calibrag3o (figura IV.7) & possivel obter o conteltdo de agua
nas amostras a partir do proprio espectro. Este fato & da
extrema importincia no nosso caso, pois a hidratagioc pode
variar durante o manuseio da amostra. Se & utilizade o proprioe
espectro, a quantidade de 4agua obtida € aquela presenta na
amostra na hora da medida. Seria interassante, ant3o, obter uma

melhor curva de calibragio.

Dos espectros para a hemoglobina na regi3o do
visivel percebemos o efeito da hidratag3o através da mudanga na
posigdo da banda de Soret. A proteina preparada com CO e mantida
a baixa umidade relativa tem a banda de Soret em tornoc de 419
rm, que & caracteristica deste derivado [4]. No entanto, ao se
aumentar a hidratagdo das amostras a posig3o da banda se move

para wvalores menores chegando a 414 rmm a 98S3% de umidade
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relativa. A banda de Soret nesta posigdo caracteriza o derivado
oxi [4]1. Parece, ent3o, que o oxigénio consegue deslocar o CO

doc arupo heme.

Abaixo de cerca de 33% podemos perceber que a
proteina parmaneca com o C0 como ligante. Acima da cerca da 33%

de umidade relativa temos uma mistura dos derivados oxi e

carbonil. Apenas em 93% de UR é& gue encontramos um espectro do

derivado oxi puro.

0 objetivo ja anteriormenta citado era de
comparar os resultados para a hemoglobina na forma de pd
obtidos por espectroscopia convencional, onde a amostra- Fbi
dissolvida em agua, com os resultados da mesma proteina mantida
na forma de pd obtidos por espectroscopia fotoacustica. Para os
dados em que a amostra foi dissolvida, foi visto que abaixo de
cerca de 45% de UR os aspectros eram caracteristicos do
darivado carbonil ([12]1. Na faixa acima de cerca de 45% até
cerca de 73% foi encontrada uma mistura de oxi e carbonil.
Acima de cerca de 75% de UR passou a ter a forma oxi pura. Ja
08 nossos dados diferem um pouco dos valores mencionados acima
(33% ao inves da 45% e 93% ao invés de 75%). Essa diferaencga
pode ter sido causada porgue o pd tinha que ser posto em
solugdo para serem feitas as medidas. Com isto tem-se a
possibilidade da proteina ter obtido 02 da agua ao invés de té-
lo obtido do ar. No nosso caso a proteina foi mantida na forma

de pd desde o preparo ate serem realizadas as medidas e o



oxigénio s6 pode ter vindo de ar.

Atravas dos dados obtidos vimos que a
proteina pode realizar a troca entre o CD e 0. Isto é
importante porque a fung3o das hemoproteinas é de servirem como
portadores para a molécula de 0,. Portanto podemos concluir gue

a funcionalidade da proteina n3o foi afetada pela desidratagdo

({ pelo menos até 33% de UR).

A dependéncia da funcionalidade com a
hidratagdo ja havia sido estudada para a lisozima [37,38]1. Foi
visto que a baixa umidade relativa a funcionalidade da proteina
era comprometida. A explicag3o dada foi que a proteina perdia.a
flexibilidade, que & essencial para a sua fung3o. MNo =antanto,
com o aumento da hidratagdo a funcionalidade era readiguirida
devido ao restabelecimento da flexibilidade conformacional.
Este mesmo efeito de rigidez na estrutura deve ser obsarvado
para as hemoproteinas com baixa hidratag3do. Ent3o, o aque
conseguimos com a desidratagio e algo como o congelamento da
sua estrutura. A desidratagdo causa, entd3o, o mesmo efeito que
a diminuigio de temperatura, isto &, o congelamento de
relaxag8es conformacionais gue s3o essenciais para a atividade

da proteina [39,401].

Uma interpretagioc plausivel para os dados
obtidos, quando a proteina & mantida a baixa umidade relatiwva.
E gue a proteina n3o possibilita a troca do ligante, devido a

perda de flexibilidade conformacional. Para amostras mantidas a
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alta umidade relativa, o gue sugerimos & gue com a recuperagio
da flexibilidade a proteina pode trocar CO por 0. Também
podemos perceber gue a ligagdo Fe-CO para amostras mantidas na
forma pdo, €& mais fraca do que guando as amostras est3o em
solug3o. Porgue em solugdo nd3o & observado a troca do CO por

0.. Ha eviddncias da naecessidade de flexibilidade da proteaina

para o acesso do ligante ac grupo heme por outras técnicas.

Além da flutuagdo conformacional ha um outro
fator importante na interpretag3o dos nossos dados. Dados de
din8mica molecular de mioglobina-CO (411, espectroscopia no
infravermelho de miocglobina-CO e hemoglobina-CO desidratadas
[42]1, espectroscopia Raman de mioglobina-C0 3 baixa temperatura
{371, ressonidncia paramaagnética eletr8nica de hemoglobina-ND
desidratada sugerem gque na forma carbonil e nitrosil as
hemoproteinas tem duas estruturas possiveis [13]1. No caso da
miocglobina, estudos de raio-X [431 mostraram que uma das
conformagies o acesso ao grupo heme esta blogueado opela
histidina distal, enquanto gue na outra conformag3o existe um
canal aque pode permitir a passagem do ligante (figura V.1).
Nossos dados também podem ser interpretados sob este novo
prisma como uma indicag8ec de gue a baixa umidade a proteina se
mantém na fprma fechada, enqu;nto que 3 alta umidade relativa a

forma aberta também & acassivel.
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CAPITULO U

CONCLUSDES

MNesta dissertagdo foram estudados os efeitos provocados
pela hidratagdo na relaxag3o conformacional da hemoglobina utilizando um
espectrdmetro fotoacUstico montado no nosso laboratéric e um equipamento

comercial.

Para verificar a performance do equipamanto montado foram
realizados testes @ as wvantagens e desvantagens em relagdo ao eguipamento

comercial estdo citadas a seguir.

Vantagens sobre o espectrfmetro fotoacUstico comercial:

1. pelo fato de ser uma montagem, temos as partes do espactrimetro 2m
modulos de modo que o sistema ndo impade que o mesmo aquipamento seja utilizado

com alguma modificag3o, para outros fins;

2. a utilizag3o de fibra otica facilita o alinhamento e proporciona uma

maior flexibilidade para variagfes na cimara fotoacustica;

3. o design da cAmara fotoacustica permite gue sejam
realizadas medidas de absorg3o bam como de transmiss3o e de

reflex3o do material estudado;

LimitagSes ou, propriamente dificuldades,

que sio apresentadas pelo eguipamento, da maneira caomo =2le sa



encontra montado:

i. tempo de varredura do intervalo aespectral maior

que o do espectrometro comercial. Este tempeoc poda ser melhorado

se tivermos um motor de passo mais rapido;

2. efeitos de flutuagles na rede e na fonte gue podem

ser corrigidos com estabilizador e um feedback, respectivamente;

3. n3c interfaceamento com microcomputador onde os
dados poderiam ser trabalhados. Por exemplo, fazer diferenga
aspectral, deconvolugd3o de bandas, eatc... Isto pode ser

solucionado t30 logo sejam terminadas as placas de interface;

4, regi3o espectral limitada ao visivel. Um novo
monocromador que chega até a regifio do infravermelho ji =sta

sendc adiquirido.

Em resumo, concluimas que 0 equipamento

montado & muito versatil e eficients.

.

E nossa intengdo, em prosseguimento ao
projeto., procurar efetuar as solugfes propostas aos problemas

encontrados.

Os resultados preliminares obtidos na regiio
do infravermelho mostram que é.possivel quantitar a hidratagdo
da proteina através do préprio espectro. Como foi visto podemos
relacionar o contelddo de Agua na proteiné com a intensidade das

bandas Iy e [;. A obtengio de uma boa curva de calibrag3o é& um

dos nossos cobjetivos futuros.
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Os estudos mais detalhados com a hemoglobina

foram realizados para a regi3o do visivel, onde vimos a mudanga
na posigdo da banda de Soret como efeito de hidratagdo. Foi
cbservado para altas umidades que a banda de Soret tem seu

maximo em 414 nm que @ caracteristico de hemogiobina-0,. Guando

a proteina & mantida em baixas umidades relativas a banda de
Soret estd em 419 nm que & caracteristico da hemoglobina-CO. Com
aste resultado sugerimos qﬁe a proteina precisa ter
flexibilidade para possibilitar a troca do ligante, o gue nio
ocorre a baixa hidratagd3o. Sugerimos ainda que existam duas
possiveis conformagles para a hemoglobina, uma com o acesso ao
bolsc heme aberto e outra com o acesso fachado. A baixa
hidratagdo a conformagd3o deve ser a fechada (pois nd3o ha troca
de ligante), enguanto que a alta hidratagdo a flutuagido
conformacional faz com gque a estrutura da proteina oscile entre
as duas conformagfes. Portanto, o ligante pode ser trocado
quando a estrutura da proteina chega na forma aberta. O mesmo
comportamento foi observado para a mioglobina. Para esta
proteina, no entanto, n3o foi feito um estudo mais completo.
Este resultado inicial analogo ao da hemoglobina & incentivador

e justifica uma continuagio do trabalho.

Propomos, como projeto futuro, utilizar esta
tecnica para procurar resolver uma controversia guanto ao
efeito da desidratagio de hemoproteinas. A guest3o a ser
abordada & quanto ao estado de oxidagio do ion de ferro do

arupo heme. (Os dados obtidos com a téecnica de Ressonancia
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Paramagnética Eletrdnica em meta-mioglobina em pd sugerem que
a desidratag3o proporciona a redugio deste ion [441. O outro

resul tado conflitante, obtido de medidas realizadas com

espectroscopia convencional para meta-mioglobina na forma de
filme, indicam gque o ferro do grupo heme permanece oxidado a

baixa hidratagdo. Como os trabalhos wutilizaram amostras
preparadas de maneiras diferentes, a diferenga dos resultados
poderia wvir dai. Utilizando> a teécnica de espectroscopia
fotoacustica, podemos obter espectros de absorg3o da amostra na
forma de pd, e assim wverificar o resultado obtido por
Ressonincia Paramagnética Eletrdnica. As medidas preliminares
realizadas mostram que os espectros fotoacusticos para a meta-
mioglobina mantida em ambiente com P05, tem suas bandas
caracteristicas para o derivado hemicromo [451, portanto com o
ferro oxidado. Estes dados precisam ser mais trabalhados, pois
seria importante verificar se n3o existe uma frag3o de ferro
reduzido e gue ndo é avidente no aspectro. Com a]
interfaceamento do equipamento ao microcomputador sera facil

fazer a simulagd3o dos espectros.

Finalizando, temos certeza aque a montagem
deste equipamentoc acrescidn dos melhoramertos propostos, abre
um caminho para o estudo de inumeros materiais e processos
biolégicos, gue viao podar sar malhor entendidos. A
possibilidade do estudo de material in vivo, torna o método de

extrema valia na area de biofisica.
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