
SPETTROSCOPIA DI ASSORBIMENTO 

Corso di  
Proprietà di 

Biopolimeri 
 

Prof.  R. URBANI 

 
LM Chimica 

Dipartimento di Scienze Chimiche  

e Farmaceutiche 

a.a. 2023-2024 

 



Cosa succede quando una radiazione elettromagnetica 
interagisce con la materia? 

 

 parte della radiazione può essere assorbita 

 

 Può variare la velocità della radiazione      

 (tutti i materiali hanno un indice di rifrazione!!!) 



La regione spettrale di interesse per la 
spettroscopia UV-Vis copre l’intervallo  
 
3 x 1014 Hz  –  3 x 1016 Hz 
  1000 nm     –    10 nm 
 
che corrisponde a valori di energia in grado 
di provocare transizioni elettroniche. 
 
Questo tipo di spettroscopia trova 
applicazioni sia in assorbimento che in 
emissione.  
 
L'assorbimento della luce da parte di una 
molecola comporta la conversione 
dell'energia radiante in energia di rotazione 
e vibrazione nonché in calore 



 
Normalmente, le molecole 
hanno molti stati eccitati 
elettronici, così l’intero spettro 
di assorbimento, anche di una 
molecola biatomica, è più 
complicato di quello in figura. 

L'intensità della banda di assorbimento dipende dalla probabilità della transizione 
elettronica e, inoltre, dal rispetto o meno delle regole di selezione quanto-meccaniche. 
Se non vengono rispettate, le transizioni vengono definite transizioni proibite. 





Le transizioni elettroniche si distinguono per il tipo di cambiamenti che avvengono 

nella struttura elettronica della molecola quando viene assorbito un quanto di luce. 

 

Quelle a  maggiori sono le transizioni nei composti insaturi dallo stato 

fondamentale allo stato allo stato  eccitato (transizioni *).  

 

Le transizioni tra i livelli  (*) si trovano nella regione a onde più corte.  

 

Se un gruppo cromoforo è costituito da eteroatomi con coppie di elettroni indivisibili 

(elettroni n), come l'azoto, l'ossigeno o lo zolfo, può avvenire la transizione degli 

elettroni dai livelli n a quelli * e * (n* ed n*).  

 

L'assorbimento di un quanto di luce da parte della molecola allo stato fondamentale 

porta alla formazione di uno stato eccitato di singoletto che può rilassarsi o decadere 

di nuovo allo stato fondamentale attraverso una serie di processi foto-fisici. 

 

Esistono processi di decadimento  

1) che comportano l'emissione di quanti di luce (forforescenza, fluorescenza) 

2) processi non radiativi che non sono seguiti dall'emissione di luce (conversione 

interna, intersystem crossing). 

3) Reazioni chimiche/processi di trasferimento di energia (quenching) 

 







Quando in una molecola sono presenti due o più cromofori in  

coniugazione diretta tra loro si assiste ad un marcato effetto  

batocromico/ipsocromico quasi sempre accompagnato da un effetto 

ipercromico/ipocromico attribuibile alla maggiore/minore facilità della 

transizione elettronica.  

Effetto dei sostituenti /della coniugazione 







• Studio delle Transizioni conformazionali ! 

Uso pratico della spettroscopia UV-visibile 





Legame peptidico 



π* π 

0

*0



 

e

e dtM



 = 𝑖 𝜇 𝑓  

Legame peptidico 

Il cromoforo della catena peptidica nelle proteine è il cromoforo ammidico. 

Il suo spettro di assorbimento può essere osservato nel vuoto e nell'ultravioletto 

lontano.  

 

Sono state rivelate due transizioni *:  

1* a 190 nm   (FORTE) 

2* a 165 nm  

 

Una transizione nπ*  a 210-220 nm (DEBOLE) 



Assorbimento a 190-200 nm 

(legame peptidico) 



anello aromatico 



La tirosina (acido (-amino--p-ossifenilpropionico) si differenzia dalla fenilalanina 
per la presenza di un gruppo ossidrilico in posizione para.  
Questa differenza di struttura comporta differenze significative nelle proprietà 
spettroscopiche. 





A=Atyr+Atrp+Aphe= lc = ntyr tyr+ ntrp trp+ nphe phe 

ε280 nm (PHE) = 160  cm-1 M-1  





Transizione conformazionale 

 
Il fenomeno può essere usato nello studio dei processi di denaturazione e rinaturazione, 
sfruttando i diversi coefficienti di assorbimento, per determinare  quantitativamente le 
frazioni di forma nativa e denaturata. 

random coil 



Il legame del colorante Coomassie Brilliant Blue G- 250 alle 

proteine provoca uno spostamento del massimo di assorbimento 

del colorante da 465 nm (rosso) a 595 nm (blu) in soluzioni 

acide  



• Tale colorante  forma  forti  complessi  non  covalenti  con  le  proteine 
tramite interazioni elettrostatiche con gruppi  aminici  e  carbossilici e 
tramite forze di van der Waals 
 

• Il colorante è preparato come soluzione stock in acido fosforico 
 

• Il metodo è un semplice procedimento costituito da un unico passaggio in 
cui  il colorante è aggiunto ai campioni e si determina l’assorbanza a 595 
nm 
 

• La quantità di colorante che si lega è proporzionale alla quantità di  proteina 
presente in soluzione, pertanto l’intensità del colore blu (e dunque 
l’assorbimento) è proporzionale alla concentrazione proteica. In genere 
quantità uguali di proteine differenti legano  la  stessa  quantità  di colorante 
→ il saggio è indipendente dal tipo di proteina 
 

•    
 

Saggio di Bradford 



VANTAGGI 

• Semplicità di preparazione del reattivo 

• Sviluppo del colore immediato 

• Stabilità del complesso 

• Elevata sensibilità (fino a 22 µg/ml) 

• Il  saggio  è  compatibile con la maggior parte dei tamponi comuni, degli agenti 
denaturanti come guanidina·HCl 6M e urea 8 M e dei preservanti come sodio azide 

 

SVANTAGGI 

• Il reagente colora le cuvette ed è piuttosto difficile da rimuovere 

• Molte proteine non sono solubili nella miscela di reazione acida 

 

 

 

 

Saggio di Bradford 











Effetto ipocromico !           

 
L'ipocromismo è un fenomeno in cui l'intensità integrale dell'assorbimento della luce da parte di un sistema di più 

cromofori è inferiore alla somma delle intensità dei singoli cromofori. 

Questo fenomeno è ben noto nella spettroscopia degli acidi nucleici. La formazione della doppia elica nativa del DNA si 

traduce in una riduzione dell'intensità di assorbimento del 40%. 



L’ipercromicità viene utilizzata per 

seguire le transizioni 

conformazionali in funzione della T 

=260 nm 





( ) 









più elevate 



L’energia di stacking in una doppia 
elica dipende dal contenuto in C-G e 
dalla sequenza ! 



Tm 
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Sorgente  

luminosa 

luce non polarizzata 

Filtro polarizzatore 

Piano della 

luce polarizzata 

Luce  polarizzata:  

Luce che vibra in un 

solo piano (il vettore 

campo elettrico) 

L’attività ottica 



Polarimetro 

Sorgente  

luminosa 

Filtro polarizzatore 

Piano della 

luce polarizzata 

Tubo contenente 

il campione 

Filtro ruotante 

Consente di stabilire la rotazione  

del piano della luce polarizzata  

Un enantiomero è un composto otticamente attivo 







Una molecola È otticamente attiva quando NON possiede alcuno degli 
elementi di simmetria seguenti: 
 
1) Centro di simmetria (i): una molecola ha un centro di simmetria quando, per 

ogni atomo presente nella molecola vi  è un altro diametralmente opposto al 
centro di simmetria a pari distanza.  

 
 
 
 

 
 
 

2) Asse di simmetria (Cn , rotazioni proprie): consistono in rotazioni intorno ad un 
asse di un angolo di 2π/n in cui n rappresenta un qualsiasi numero intero e 
viene chiamato ordine dell’asse.  
 
 

 
 
 

 



3) Asse improprio (Sn): si intende la combinazione della operazione Cn 
 con una riflessione rispetto al piano normale dell’asse stesso 

Pertanto le precedenti condizioni si possono ridurre ad un’unica condizione secondo la 

quale una molecola otticamente attiva non possiede assi di rotazione impropria 

Sn. 

 

Al fine di comprendere meglio l’attività ottica è essenziale conoscere l’esatto 

significato dei termini: simmetrico, dissimmetrico e asimmetrico. 

Una molecola è detta  

 

• simmetrica e quindi otticamente inattiva se possiede un asse improprio Sn ; 

 

• dissimmetrica e quindi di solito otticamente attiva se non ha assi impropri, ma 

può avere un asse di simmetria di rotazione propria;  

 

• asimmetrica e quindi otticamente attiva se non ha né assi propri né assi impropri. 



La legge di Biot del potere rotatorio specifico 
delle soluzioni determina la dipendenza della 
rotazione dalla concentrazione della sostanza 
otticamente attiva: 
 
 

   
dove l è il cammino ottico (in dm) della cella in cui è 
contenuta la soluzione e c è la concentrazione in g/ml. 
 
La relazione (empirica) che lega il potere rotatorio alla 
temperatura è invece: 
 
 

   
 
dove t è la temperatura in °C e n una costante di 
temperatura caratteristica per ciascuna sostanza. 

Polarimetria 



VIDEO ANIMAZIONI  DI  OTTICA 

http://cddemo.szialab.org/ 



Birifrangenza e dicroismo circolare 
 
In termini generali, il fenomeno dell’attività ottica si può spiegare considerando che una 
sostanza chirale interagisce in modo diverso con le due componenti chirali – ovvero 
polarizzate circolarmente – della luce polarizzata linearmente.  
 
In particolare, la rotazione ottica è dovuta al fatto che le radiazioni polarizzate circolarmente 
a sinistra e a destra si propagano nel mezzo otticamente attivo con velocità diverse 
(birifrangenza circolare).  
 
In altre parole 
 

 nL(λ)  ≠  nR(λ) 
 
dove nL(λ) e nR(λ) sono gli indici di rifrazione per la radiazione di lunghezza d’onda λ con 
polarizzazione circolare rispettivamente a sinistra e a destra.  
 
Lo studio della variazione della rotazione ottica al variare della lunghezza d’onda si dice 
dispersione ottica rotatoria (optical rotation dispersion, ORD) 



  α = 1800/ λ (nL - nR)  
 
essendo λ la lunghezza d’onda della luce incidente. In pratica si misura la rotazione specifica 
[α ] definita dalla relazione già vista: 
 
  [α ] = α/ l c 
 
Dove α è misurato in gradi, l in decimetri e c in grammi di sostanza otticamente attiva 
disciolta in 1 mL di soluzione. 



La dipendenza della rotazione ottica dalla lunghezza d’onda della 
radiazione incidente λ, per lunghezze d’onda non troppo vicine a bande di 
assorbimento del soluto, può essere espressa tramite l’equazione di 
Drude: 
 
 
 
 
dove gli Aj sono dei parametri empirici costanti che  
dipendono dal numero di bande di assorbimento. 
 
L’equazione di Drude è una legge empirica che però  
trova conferma nello sviluppo rigoroso della teoria  
della Dipersione Ottica Rotatoria (ORD).  
 
I composti che non presentano assorbimenti  
elettronici otticamente attivi nel campo delle lunghezze 
d’onda indagato, hanno curve ORD prive di massimi e di minimi.  
 
Invece, in vicinanza di bande di assorbimento, che siano otticamente 
attive, si hanno brusche variazioni dell’angolo di rotazione con 
attraversamenti dell’asse di rotazione zero (effetto Cotton). 





Circa 10 anni prima che la strumentazione per CD diventasse disponibile in commercio, sono stati 
introdotti gli spettropolarimetri in grado di misurare la rotazione ottica in funzione della 
lunghezza d'onda e applicati a proteine e polipeptidi.  
 
Questi strumenti hanno permesso di misurare la dispersione ottica rotatoria, che è la 
spettroscopia di birifrangenza circolare, che misura cioè la differenza dell'indice di rifrazione per 
la luce circolarmente polarizzata  in funzione della lunghezza d'onda. 
 
La differenza di indici di rifrazione tra l.c.p. (left) e r.c.p.(right) porta a una differenza di fase che 
fa ruotare il piano della luce polarizzata quando la luce attraversa il mezzo.  
 
La rotazione ottica  è correlata alla birifrangenza circolare  
 

 (deg) =  180·l·(nL - nR)/  =  180· l·Δn/   



Nella regione di lunghezze d’onda in cui il campione assorbe la radiazione, si 
può verificare un assorbimento diverso da parte della sostanza otticamente attiva 
per le due componenti polarizzate circolarmente di un’onda linearmente 
polarizzata.  
 
Ciò significa che la sostanza possiede diversi coefficienti di assorbimento per la 
luce levogira e destrogira,  
 

  εL(λ) ≠ εR(λ).  
 
Questo fenomeno prende il nome di dicroismo circolare (circular 
dichroism, CD). 



In questo caso, quando le due componenti polarizzate  
circolarmente fuoriescono dal campione avranno,  
oltre ad uno sfasamento diverso,  
anche diversa ampiezza.  
 
La loro composizione dà origine ad una radiazione  
polarizzata non più linearmente, ma ellitticamente: 
 
L’estremità del vettore campo elettrico risultante,  
nella sua proiezione su un piano perpendicolare alla  
direzione di propagazione dell’onda, descrive ora un’ellisse 
 
L’asse principale dell’ellisse e la direzione di polarizzazione della luce incidente 
individuano l’angolo di rotazione ottica (α nella Figura) dovuto ai diversi valori 
dell’indice di rifrazione per la luce levogira e destrogira. 
 
Il differente assorbimento per le due componenti polarizzate circolarmente si 
esprime attraverso l’ellitticità θ, definita come l’angolo la cui tangente è pari al 
rapporto fra l’asse minore (m) e quello maggiore (M) dell’ellisse: 

𝑡𝑎𝑛 𝜃 =
𝑚

𝑀
 



Il valore dell’ellitticità θ è legato alla differenza di assorbanza per le due componenti 
polarizzate circolarmente e dipende dalla lunghezza d’onda della radiazione.  
 
 
La misura dell’ellitticità in funzione della lunghezza d’onda costituisce l’obiettivo 
della spettroscopia di dicroismo circolare. 
 
 
Poiché la dispersione rotatoria ottica e il dicroismo circolare sono causati dallo 
stesso fenomeno (diversa interazione della luce levogira e destrogira con 
una sostanza otticamente attiva), esiste una stretta relazione fra gli spettri ORD 
e CD della stessa sostanza.  
 
 
Essi sono legati fra loro dalle cosiddette equazioni di Krönig-Kramers, che 
permettono di risalire allo spettro ORD conoscendo lo spettro CD e viceversa.  
 
 
Solitamente lo spettro ORD si registra nei campi spettrali in cui il composto 
esaminato non presenta bande di assorbimento; 
al contrario, esso presenterà uno spettro CD nella regione di assorbimento. 



L'ORD e il CD sono strettamente correlati tra loro, proprio come l'assorbimento e 
l'indice di rifrazione.  
 
Se si conosce lo spettro CD completo, si può calcolare lo spettro ORD e viceversa. 
 
Le relazioni tra i due tipi di spettri sono chiamate trasformazioni di Krönig-Kramers e 
sono le seguenti: 



Differenza degli spettri di indice di rifrazione (ORD) e di 
assorbimento (CD) 

Nell’effetto Cotton positivo la dispersione rotatoria 
ottica (ORD) si verifica in corrispondenza di una banda 
CD positiva.  
 
Viceversa, l’effetto Cotton negativo si verifica in 
corrispondenza di una banda CD negativa. 
 
La lunghezza d’onda alla quale la rotazione ottica si 
annulla corrisponde al massimo dell’ellitticità.  
 
Come mostrato in Figura, la banda CD associata a una 
transizione elettronica diminuisce bruscamente man 
mano che ci si allontana da max , generalmente come 
una funzione gaussiana, mentre per ORD, il 
contributo di una transizione diminuisce molto più 
lentamente, come (2

 -2
max )

-1.  
 
L'unico vantaggio dell'ORD è che si possono studiare 
molecole per le quali le misure CD sono impossibili 
perché le regioni in cui assorbono sono al di fuori 
dell'intervallo della strumentazione CD o per esempio 
sono oscurate da un forte assorbimento del solvente. 

La Figura mostra i contributi CD e ORD di una 

singola transizione elettronica rispetto alla banda di 

assorbimento associata alla transizione elettronica.  

 





La discussione dettagliata dell’origine del dicroismo circolare va fatta in termini 
quantomeccanici e, data la complessità dell’argomento, è al di fuori dello scopo di questo 
corso. 
 
Vale comunque la pena di ricordare che qualsiasi transizione elettronica da uno stato 
iniziale i a uno stato finale f è caratterizzata da una forza rotatoria Ri→f.  
 
Essa determina l’intensità dello spettro di dicroismo circolare e può essere 
calcolata integrando lo spettro CD nella regione spettrale della transizione esaminata.  
 
In assenza di orientazione preferenziale delle molecole, la forza rotatoria della 
transizione è uguale alla parte immaginaria del prodotto scalare fra il momento di 
dipolo elettrico μ e il momento di dipolo magnetico m indotti dalla luce sulla molecola 
(momenti di transizione): 



Se la distribuzione delle orientazioni molecolari non è isotropa, l’espressione di 
Ri→f  diventa molto più complessa.  
 
Come discusso in precedenza, il dicroismo circolare si osserva per molecole 
chirali, cioè prive di un piano o di un centro di simmetria perché dotate di atomi 
stereogenici o perché intrinsecamente asimmetriche per motivi strutturali (ad 
esempio con composti stericamente ingombranti) o conformazionali (come le 
proteine con struttura ad elica).  
 
Per una data transizione la forza rotatoria di un enantiomero è uguale e di segno 
opposto a quella dell’altro enantiomero.  
 
Nelle molecole achirali, per ragioni di simmetria, si verifica che i due vettori μ e m 
sono perpendicolari fra loro oppure uno di essi è uguale a zero, pertanto  
Ri→f = 0  e non si ha dicroismo circolare.  
 
Si può osservare dicroismo circolare anche per molecole achirali immerse in 
ambienti chirali (ad esempio, sciolte in un solvente chirale o complessate da 
molecole chirali). Questo effetto, generalmente molto debole, prende il nome di 
dicroismo circolare indotto (ICD). 



• La differenza di assorbanza  AL-AR è molto piccola 

(generalmente di circa  0.0001 unità di assorbanza) 

 

• Necessita di apparato di rivelazione molto sensibile ecco perché 
uno strumento CD è più costoso di uno UV/VIS 

 

• Questa differenza si misura in ellitticità molare r 

CD:  unità di misura e sensibilità 



N.B.  

 

Una struttura ad elica (a-elica proteica ma anche 

pseudoelica di polisaccaridi, doppia elica DNA, ...) 

ha due motivi chirali: l’elica stessa e i singoli 

amminoacidi che contengono almeno un carbonio 

asimmetrico (unica eccezione la glicina). 



coronene esaelicene 

cromoforo NON CHIRALE CHE SI TROVI IN UN 

INTORNO CHIRALE 



Lo spettro CD  

Un cromoforo chirale, ma anche un cromoforo NON CHIRALE CHE SI TROVI IN UN 
INTORNO CHIRALE, può assorbire le luci polarizzate circolarmente destra e sinistra in 
maniera diversa, cioè con assorbanze AD ed AS (e quindi anche assorbanze specifiche molari D 
ed S) diverse.  
 
Uno spettro CD è un grafico del dicroismo circolare: 

   
o del dicroismo circolare molare: 

    = R- S 
 

in funzione della lunghezza d'onda. Uno spettro CD assomiglia quindi ad un normale spettro 
UV, ma A e   possono anche assumere valori negativi. Naturalmente la relazione tra A e 
 è ancora la legge di Lambert-Beer: 
 

   A =   l  c 
 
dove l è il cammino otico (in cm) e C è la concentrazione molare. 
 

A= AS-AD 



Di solito il dicroismo circolare è espresso sotto forma di ellitticità molare.  
 
 
L'ellitticità è definita come un angolo la cui tangente è uguale al rapporto tra l'asse 
minore ed asse maggiore dell'ellisse, e va da 0° per una luce polarizzata linearmente a 
45° per una luce polarizzata circolarmente.  
 
 
 
Tuttavia poiché la differenza di assorbanza è sempre molto piccola, anche l'angolo 
assume sempre valori piccoli (si possono misurare ellitticità di 1/1000 di grado), ed è 
proporzionale alla concentrazione. Si può allora definire una ellitticità molare []: 
 

dove l  è espresso in dm e c è la concentrazione 
decimolare, ossia espressa in moli per 100 ml (o 
dmol/L).  
 
 

tan  =b/a 

tan 𝜃 =
𝑚

𝑀
 

 
cl 




θ 



Sperimentalmente, misuriamo l’angolo θ (mdeg) 

𝜃 =
𝜃 𝑚𝑑𝑒𝑔

10 · 𝐶
𝑚𝑜𝑙

𝐿
· 𝑙(𝑐𝑚)

 𝜃 =
𝜃

𝑙 · 𝐶
 

𝜃 𝑀𝑊𝑅 =
𝑀𝑊𝑅 · 𝜃 𝑚𝑑𝑒𝑔

10 · 𝐶
𝑔
𝐿

· 𝑙(𝑐𝑚)
 

MWR=peso medio del residuo a.a. 

∆𝜀 =
𝑀𝑊𝑅 · 𝜃 𝑚𝑑𝑒𝑔

10 · 𝐶
𝑔
𝐿

· 𝑙 𝑐𝑚 · 3298
              [𝑀−1 𝑐𝑚−1] 

[𝑑𝑒𝑔 · 𝑐𝑚2 · 𝑑𝑚𝑜𝑙−1] 





Un polipeptide tutto -elica 
ha un'ellitticità di-38000 deg cm2dmol-1 a 
222 nm 
 
Un polipeptide tutto random-coil ha 
un'ellitticità di -1200deg cm2mol-1 a 200 nm 
 
In generale, nello spettro CD: 
  
• dai picchi a 190 nm (positivo) e 208 nm e 

222 nm (negativo) si calcola il contenuto 
di -elica; 
 

• dai picchi a 195-200 nm (positivo) e 215 
nm (negativo) la frazione di foglietto ; 
 

• dal picco a 215 nm il contenuto di -
turn. 

 
• La struttura rc ha un solo picco negativo 

attorno a 195 nm. 





Proteine  Proteine  

Proteine + 

Proteine random-coil 



La conformazione ad -elica è la più comune in molte proteine soprattutto 

quelle globulari.  

Uno spettro CD di un polipeptide ad -elica è tipicamente caratterizzato da 

una banda negativa a 222 nm dovuta alla transizione n-π* e da una banda 

negativa a 208 nm e una positiva a 198 nm relativa all’exciton coupling delle 

transizioni π-π* del peptide.  
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[] 

 

-elica 



Le misure CD di polipeptidi con struttura secondaria di tipo β sono complicate 

dalla scarsa solubilità del peptide stesso nel solvente solitamente utilizzato 

per la misura e dalla possibilità che esistano catene parallele o anti parallele.  

 

In genere lo spettro CD mostra due assorbimenti uno positivo a 195 nm e uno 

negativo a 216 nm, di comparabile intensità.  
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[] 

 

Foglietto  



 Le strutture secondarie definite β-turn sono quelle in cui la catena peptidica 

va incontro ad una inversione della sua direzione.  

Le strutture di questo tipo sono tipicamente presenti in polipeptidi ciclici 

ricchi di residui di prolina.  

 

Gli spettri CD di queste strutture secondarie sono molto meno informativi dei 

precedenti e possono essere a secondo dei casi simili a quelli dei peptidi a 

conformazione di foglietto pieghettato o ad α-elica 
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-turn 







La facilità delle misure CD è attraente, ma il CD, a differenza di altre 
due potenti tecniche - la diffrazione dei raggi X dei cristalli di proteine 
e la NMR per le soluzioni di proteine - non è in grado da solo di 
determinare la struttura tridimensionale di una proteina.  
 
Il metodo di diffrazione dei raggi X richiede proteine cristalline, molte 
delle quali sono spesso difficili o addirittura impossibili da ottenere. 
 
Il metodo alternativo NMR è ancora limitato alle proteine di peso 
molecolare relativamente basso (circa 15.000 o meno). 
 
Entrambi i metodi fisici richiedono molto tempo di esecuzione. 
 
Gli spettri CD possono solo fornire buone stime delle percentuali di 
residui aminoacidici nella struttura secondaria delle proteine. 



Gli elementi della struttura secondaria nelle molecole proteiche reali 
sono ben lontani dai modelli ideali ( elica e  foglietto); pertanto, 
l'assegnazione della struttura secondaria delle proteine rimane ancora 
problematica. 
 
I cristallografi spesso determinano la conformazione locale di un residuo 
aminoacidico in relazione ai residui vicini e lo schema dei legami 
idrogeno coinvolti ispezionando il modello atomico della proteina. 
Spesso tali assegnazioni possono essere piuttosto soggettive e spesso 
incomplete. 
 
Sia i calcoli teorici che le numerose misure sperimentali hanno 
dimostrato un'elevata sensibilità degli spettri CD nella definizione della 
struttura secondaria delle proteine. 



I contributi CD sono additivi 
Si può determinare il contributo della struttura  
elica, della  foglietto e del “random coil” 
mediante misure CD del peptide in soluzione 

 

N.B. 





• N.B. il progressivo cambiamento a 222 con 

l’incremento della struttura a elica 

—— chemotripsin (~tutta )  

—— lisozima (  & )  

—— triosefosfate isomerasi  

 (perlopiù  e poco )  

—— mioglobina () 



La caspasi 8 esiste come proenzima inattivo chiamato Procaspase-8, che è composto 
da 479 aminoacidi e ha un peso di 55kDa. È codificata dal gene CASP8 e va ad 
innescare la cascata di segnalazione a valle che porta all'apoptosi cellulare. 

Il monitoraggio a θ=222 di una proteina in funzione della temperatura o 
di denaturante chimico fornisce importanti informazioni sulla stabilità 
della proteina, permettendo di calcolare le grandezze termodinamiche 
Δgu , Δhu ,  Δsu ,  Tm 

 

CD e variazioni conformazionali 



(artrite reumatoide) 



È probabile che un aumento dei livelli di α-sinucleina nella cellula favorisca 
una maggiore aggregazione della proteina e determini la sua citotossicità. 
Come altri amiloidi, l'α-sinucleina acquisisce una struttura β-sheet nel 
processo di nucleazione dell’aggregato (malattia di Parkinson). 



(dai raggi X) 



La struttura della subtilisina ottenuta da dati CD e calcoli al 
computer è in accordo con la struttura trovata da dati di diffrazione di 
raggi X 

La subtilisina è un enzima proteolitico 

58% helix 

26% sheet 

16% coil 
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•   CD signals for GCN4-p1
O'Shea et al. Science (1989) 243:538

figure 3: 34M GCN4-p1 in 0.15M NaCl, 
10mM phosphate pH 7.0
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• 100% di elica a 0oC  

• Diventa random coil aumentando 

la T  

Gli spettri CD dipendono dalle condizioni sperimentali 
La temperatura è il parametro più critico !  







Le proteine  che generalmente mostrano poca o nessuna propensione a 
strutturarsi in -elica in acqua, possono essere indotte ad assumere tale 
conformazione in presenza di agenti elicogenici come il TFE. 
 
 
La costante dielettrica del TFE, più debole di quella dell’acqua, comporta una 
diminuzione della formazione di legami idrogeno tra i protoni ammidici e le 
molecole di solvente che li circondano, promuovendo in questo modo la 
formazione di legami H intramolecolari e quindi stabilizzando la struttura 
secondaria dei peptidi. 
 
 
Alcuni autori hanno osservato che la struttura -elicoidale è assunta 
preferenzialmente in presenza di TFE perché è una conformazione compatta che 
minimizza l’esposizione al solvente e pertanto massimizza i legami H 
intramolecolari. 



UV CD 
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(coeff. di regressione R) 
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http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk 





https://pcddb.cryst.bbk.ac.uk/ 



http://cbdm-01.zdv.uni-mainz.de/ 







Proteina UELP 
Mn=43050 Da 
Mr=81.38 
530 a.a. 
Struttura primaria nota 

EXP 

CALC 



Per un accurata valutazione della struttura secondaria  
deve essere misurata attentamente la concentrazione 



- 1 cm 

- 2 mL 






