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USE OF FTIR IN THE OBTENTION OF RESINS AND PEPTIDES SYNTHESIS IN SOLID PHASE. Despite the increase in 
peptide chain aggregation, which decreases the rate of coupling reactions, the synthesis and use of very highly substituted resins still 
remains as a controversial point in the SPPS, due to its clear economical advantages (lesser solvent consumption and higher amount 
of peptide per synthesis). In order to better investigate the synthesis and the use of very highly substituted resins, the FTIR, NMR 
and EPR were compared. By FTIR techniques it was possible to follow all the steps of resin synthesis and the factors affecting the 
aggregation of the chains inside the peptidil-BHAR and MBHAR. 
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INTRODUÇÃO

A síntese peptídica tem proporcionado um grande avanço nos es-
tudos biológicos nas últimas décadas. Em grande parte esse progresso 
se deve à eficiência do método chamado de síntese peptídica em fase 
sólida (SPFS).1-10 Esse método de síntese se baseia no crescimento, 
resíduo por resíduo, da cadeia peptídica presa covalentemente pelo 
seu aminoácido carboxi-terminal a um suporte sólido (resina). Esta 
resina deve ser inerte e insolúvel nas condições utilizadas na SPFS. O 
fato de a resina ser insolúvel e do produto desejado ficar ligado a ela 
permite a eliminação dos reagentes, solventes e da maioria dos sub-
produtos das diversas etapas do ciclo sintético por simples processo 
de filtração em uma placa porosa. Desta forma, o método é simples, 
rápido e vantajoso, além de permitir o uso de excesso de reagentes 
para garantir reações mais eficientes e quantitativas em cada uma 
das etapas do ciclo sintético. Somado a isto, o fato das etapas serem 
padronizadas e repetitivas permitiu a automação da SPFS. 

Apesar das vantagens descritas acima, a SPFS esconde uma peri-
gosa limitação decorrente da não purificação dos produtos intermedi-
ários. Neste aspecto, se a eficiência de cada ciclo sintético não atingir 
valor muito próximo da ideal (100%), e devido ao grande número de 
etapas envolvidas até o final de uma síntese, pode-se obter grande 
quantidade de contaminantes que, dependendo do caso, dificilmente 
serão separados do peptídeo desejado. Por exemplo, um octapeptídeo 
como a angiotensina II terá um rendimento final de 43%, se cada um 
de seus oito ciclos tiver uma eficiência de 90%.

Embora existam outras opções na literatura, principalmente as 
que empregam suportes bastante polares à base de acrilamida ou 
derivados,7,11,12 as resinas mais utilizadas na SPFS são as constituídas 
do copolímero de estireno com 1% de divinilbenzeno. 

A constituição da estrutura química, com predominância de anéis 
benzênicos e grupos metilênicos (Figura 1S, material suplementar), 
se caracteriza por ser apolar, obtendo-se solvatação e, portanto, in-
chamento mais favorecido dos grãos da resina em solventes do tipo 

tolueno,13 diclorometano (DCM) ou clorofórmio, do que em solventes 
mais polares como dimetilformamida (DMF), alcoóis ou água.14,15 
Esta característica própria de resinas do tipo poliestireno pode ser, 
no entanto, profundamente alterada, dependendo da natureza e da 
quantidade dos grupos ligados a ela (Figura 1S, material suplementar). 
Por exemplo, a inserção progressiva de ligações peptídicas que contêm 
grupos C=O e N-H, de caráter polar, e/ou o aumento do teor de cadeias 
peptídicas presas ao grão da resina promovem melhor inchamento em 
solventes mais polares do tipo DMF,16 N-metilpirrolidona, NMP8 e 
dimetilsulfóxido, DMSO.17 Alternativamente, a presença de grandes 
quantidades de grupamentos ionizados na resina (carga positiva ou 
negativa) pode também afetar drasticamente a propriedade de solva-
tação da resina.18 Desta forma, resinas contendo grupamentos amônio 
carregados positivamente (benzidrilamino-resina, BAR) passam a ter 
uma boa solvatação também em meio aquoso, tornando-se, em princí-
pio, uma nova resina do tipo trocadora aniônica para cromatografia em 
coluna.19-23 Somado à polaridade da resina e do peptídeo, outro fator 
que afeta a solvatação é a presença de agregações intermoleculares 
entre as cadeias peptídicas em crescimento, ou delas com a própria 
estrutura polimérica. O fator acima descrito é sequência-dependente, 
sendo que a extremidade N-terminal reativa do peptídeo ligada à 
resina pode ficar impedida momentaneamente, devido à deficiência 
dos processos difusionais dos reagentes dentro da matriz polimérica, 
dificultando a reação de acoplamento do próximo aminoácido.6,24 
Após o progressivo alongamento da cadeia, esta extremidade pode ser 
liberada, provocando, ao final, a formação de sequências peptídicas 
caracterizadas pela falta de um ou mais resíduos de aminoácidos 
(sequências com deleção). As sequências que apresentam este tipo 
de problema são denominadas de “sequências difíceis”.13,25,26 Desta 
forma, o estudo da solvatação é fundamental para contornar este tipo 
de problema, um dos mais sérios nesta metodologia.

As técnicas mais utilizadas no estudo da solvatação de peptidil-
resinas são a medição direta do grão de resina,8,15,16,18 a espectroscopia 
no infravermelho (IV),27-33 a ressonância magnética nuclear (RMN)34‑36 
e a ressonância paramagnética eletrônica (RPE).18,37,38 A RPE é uti-
lizada ligando-se à extremidade amino-terminal da peptidil-resina 
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o ácido 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-l-oxil-4-amino-4-carboxílico 
(Toac) que é um composto paramagnético.39

Somado à solvatação da resina, outro problema ainda encon-
trado na SPFS é a obtenção de pequenas quantidades de peptídeos. 
Isto ocorre devido ao baixo conteúdo de grupos funcionais das re-
sinas utilizadas. O uso de resinas com grau de substituição (teor de 
sítios por grama de resina) cerca de 3 a 5 vezes maiores40 do que a 
normalmente encontrada (0,6 mmol/g) pode, no entanto, solucionar 
esse problema, além de proporcionar um gasto menor de tempo e de 
solventes para a obtenção da mesma quantidade de peptídeo. Além 
disso, se analisarmos do ponto de vista da técnica de peptide libra-
ry,41-43 um grão de resina com uma quantidade maior de peptídeos 
por grão pode ser interessante.

Desta forma, visando avaliar em pormenor a obtenção de algumas 
resinas empregadas na SPFS contendo alto grau de substituição, 
foram obtidas as resinas BAR e MBAR com diferentes graus de 
funcionalização e os protocolos de síntese e análise (FTIR) otimiza-
dos. Após a obtenção destas resinas, o peptídeo VQAAIDYING foi 
sintetizado utilizando resinas de alto e baixo grau de funcionalização 
e suas propriedades físico-químicas foram avaliadas, durante e ao 
final da síntese, buscando um melhor entendimento dos fatores que 
afetam a agregação das cadeias no interior do grão na SPFS. A técnica 
empregada nestes estudos foi a FTIR, e os dados comparados com 
outros já descritos pelo nosso grupo na literatura por meio da 1H 
HRMAS-RMN36 e da RPE.18

RESULTADOS

As resinas benzidrilamino (BAR) e metilbenzidrilamino (MBAR) 
foram sintetizadas de acordo com os procedimentos descritos na 
literatura.19, 44-46 O protocolo de obtenção destas duas resinas foi o 
mesmo, diferenciando apenas quanto ao agente acilante utilizado, 
cloreto de benzoíla ou toluíla para a BAR e MBAR, respectivamente. 
Resumidamente, a obtenção destas resinas foi realizada em 3 etapas: 
acilação de Friedel‑Crafts; aminação redutiva de Leuckart e,  hidrólise 
ácida (Figura 2S, material suplementar). 

As sínteses das resinas foram monitoradas pela FTIR. Os espectros 
obtidos na síntese da resina BAR de 3,0 mmol/g estão apresentados 
na Figura 1. Pode-se notar que, após a primeira etapa da síntese, 
aparece um pico em 1650 cm-1 característico do grupo carbonila 
que foi introduzido na resina. Após a etapa de redução de Leuckart, 
na qual o grupo C=O é reduzido a NH-COH, há o desaparecimento 
deste pico, aparecendo outro em 1690 cm-1. Por fim, ao se realizar 
a terceira etapa da síntese - hidrólise ácida - este grupo é convertido 
em NH3

+Cl-, desaparecendo este pico do espectro. 
Apesar dos procedimentos experimentais serem adequadamente 

escritos, um grande problema encontrado na síntese destas duas resi-
nas é a determinação do grau de substituição (teor de funcionalização 
em mmol/g). Este parâmetro, importante para a SPFS, é determinado 
somente ao final do processo de síntese das resinas utilizando o méto-
do do ácido pícrico,47 ou por meio do acoplamento de um aminoácido 
e posterior análise usando um analisador de aminoácidos, ou ainda, 
alternativamente, por meio do acréscimo da massa de material obtido. 
Neste trabalho, utilizando a FTIR, desenvolvemos um método para 
determinar este valor na primeira etapa da síntese das resinas funcio-
nalizados com grupo benzidrilamino. Esta medida foi realizada por 
meio da relação das áreas do pico em 1600 cm-1, relativo aos anéis 
aromáticos do copolímero, e a área do pico em 1650 cm-1, relativo 
ao grupo carbonila introduzido no copolímero através de uma reação 
de Fridel-Crafts (1ª etapa). A Figura 2 mostra a relação entre o grau 
de substituição obtido ao final da síntese das resinas por análise de 
aminoácido e pelo método do ácido pícrico e a razão das áreas entre 
os picos descritos acima. 

Podemos verificar que a curva obtida é linear na faixa de 0,3 até 
3,0 mmol/g, mostrando uma relação direta entre o grau de substituição 
e a razão das áreas dos picos obtidos pela FTIR, sendo que a equação 
que representa esta reta é:

	 GS = 0,65 + 2,27 x razão A650/A600

Esta equação é útil na síntese das resinas BAR e MBAR, pois 
permite a determinação com precisão do grau de substituição da resina 
na primeira etapa da síntese, o que não era possível anteriormente.

Aplicação na síntese peptídica 

Um dos grandes problemas ainda encontrados na SPFS é a síntese 
de sequências agregantes. Este tipo de sequência é caracterizada prin-
cipalmente por apresentar a formação de ligações de hidrogênio inter e 
intramoleculares entre os grupos carbonila de um aminoácido e amina 
de outro, dificultando a solvatação da resina e a síntese peptídica. O 
entendimento de como acontecem estas interações e a intensidade 
em que elas ocorrem dentro do grão de resina podem propiciar infor-
mações sobre como evitá-las. As peptidil-resinas escolhidas para este 
estudo foram as ING-BARs com graus de substituição crescentes, isto 
é, com o aumento do número de sítios ativos na resina. A sequência 
ING corresponde ao fragmento 72 a 74 da proteína carregadora 
de grupos acila.42 Espectros de ressonância magnética nuclear 
(RMN) de 13C desta sequência tripeptídica mostraram intensa 
agregação intercadeias,48,49 principalmente em solventes apolares. 
Testes de acoplamento do aminoácido seguinte da sequência (Tyr) 

Figura 1. Espectros na região do infravermelho das diferentes etapas da 
síntese da BAR de 0,3 mmol/g: (–) 1a etapa, (–), 2a etapa e (–) 3a etapa

Figura 2. Relação entre o grau de substituição das resinas obtidas ao final 
da síntese e a razão entre as áreas dos picos em 1650 e 1600 cm-1 obtidas na 
primeira etapa da síntese



Uso da FTIR na obtenção de resinas e na síntese de peptídeos em fase sólida 591Vol. 34, No. 4

confirmaram esta tendência agregante, com velocidade de reação 
bastante reduzida em DCM.50 Adicionalmente, estudos de RPE18 
e 1H-HRMAS-RMN36 confirmaram a alta capacidade agregante 
deste peptídeo.

Neste trabalho, diferentemente dos estudos citados acima, a 
ferramenta utilizada foi a FTIR, onde são avaliadas as regiões de 
absorção da Amida I (deformação axial da ligação C=O), Amida II 
(deformação angular da ligação N-H) e da Amida A (deformação 
axial da ligação N-H). A Tabela 1 mostra as variações nas bandas 
da Amida I, II e A, e as estruturas relacionadas a elas.32 Durante este 
trabalho a banda que apresentou melhor definição foi a da Amida 
I, sendo esta a região escolhida para análise. A região da amida A 
não foi utilizada por sofrer influência da vibração da deformação 
axial de N-H do amino grupo terminal, atrapalhando a interpretação 
do espectro. 

A Figura 3 (A) mostra os espectros na região do infravermelho 
da peptidil-resina ING-BAR com quatro diferentes graus de subs-
tituição, no solvente DCM. O estudo da região da amida I mostrou 
que a banda em 1650 cm-1, característica da estrutura ao acaso 

(random coil), foi alargada e deslocada para a região de 1630 cm-1, 
que corresponde à estrutura secundária denominada de b-estrutura. 
Estas mudanças espectrais indicaram o aumento da estruturação 
do peptídeo e da sua agregação. Estas mesmas alterações foram 
observadas por Henkel e Bayer32 e por Hendrix et al.,28 que visuali-
zaram, respectivamente, o aumento da agregação peptídica durante 
a síntese do fragmento 80-99 da protease-1 do HIV, e a diminuição 
da agregação entre as cadeias peptídicas no interior de resinas 
com a adição do brometo de lítio em THF (tetra-hidrofurano). Os 
espectros também mostraram que a peptidil-resina de 0,2 mmol/g 
foi a que apresentou menor presença de b-estrutura, menor absor-
bância em 1630 cm-1, seguida pelas ING-BARs de 0,3; 0,6 e 3,0 
mmol/g. Estes dados estão em concordância com os obtidos pela 
RPE,18 que mostraram que a resina de 0,2 mmol/g e com 6% de 
conteúdo peptídico apresentou alta mobilidade em DCM. Adicio-
nalmente, o espectro de FTIR da ING-BAR de 3,0 mmol/g (47% 
de conteúdo peptídico) mostrou alto teor de estruturação, coerente 
com o obtido pela RPE que apresentou para esta resina um sistema 
altamente imóvel, semelhante a amostras policristalinas (espectro 
de pó – Tabela 2)18. Os dados obtidos também estão coerentes com 
os obtidos pela 1H-HRMAS-RMN36, que mostraram uma piora dos 
espectros obtidos em CDCl3 (polaridade semelhante ao diclorome-
tano) com o aumento do grau de substituição, indicando uma menor 
mobilidade do sistema. 

Visando analisar o comportamento destas resinas em um solvente 
polar, o mesmo estudo foi realizado utilizando o solvente DMSO (Fi-
gura 3 B). Nos espectros obtidos por meio da FTIR, a ING-BAR de 0,2 
mmol/g mostrou a maior agregação, caracterizada pelo alargamento 
e deslocamento da banda para 1630 cm-1, indicando maior formação 
de b-estrutura. De maneira oposta, a menor agregação foi observada 
na ING-BAR de 0,6 mmol/g, banda mais estreita e deslocada para 
1650 cm-1. A menor solvatação da ING-BAR de 0,2 mmol/g pode ser 
atribuída ao maior teor de matriz polimérica - característica apolar - 
nesta peptidil-resina (94% em relação ao peso total). O alto teor do 
componente apolar proporciona um melhor inchamento em solventes 
como o diclorometano, e um baixo inchamento em solventes polares 
como o DMSO.15 Uma maior mobilidade para resinas com valor in-
termediário de grau de substituição também foi obtida anteriormente 
por meio da RMN em DMSO, onde uma resina contendo 1,6 mmol/g 
mostrou o melhor espectro e, desta forma, a maior mobilidade.36 Este 
resultado também foi concordante com os dados obtidos por meio 
da RPE, onde Cilli e colaboradores mostraram que a resina de 0,6 
mmol/g apresentou a maior mobilidade e, consequentemente, menor 
quantidade de b-estrutura neste solvente.18 Este resultado mostrou a 
necessidade da utilização de solventes polares no uso de resinas de 
grau de substituição intermediário.   

Figura 3.  Espectros na região do infravermelho do tripeptídeo ING sinte-
tizado em resinas com diferentes graus de substituição (–) BAR 0,2 mmol/g, 
(–) BAR 0,3 mmol/g, (–) BAR 0,6 mmol/g e (–) BAR 3,0 mmol/g nos  solventes 
(A) DCM e (B) DMSO

Tabela 1. Bandas na região do infravermelho características da Amida I, II 
e A32

Conformação Amida I (cm-1) Amida II (cm-1) Amida A (cm-1)

Estrutura ao acaso 
(random coil)

≈ 1655 1520-1545 3300

b-estrutura 1685 (fraca)
1630 (forte)

1525-1530 3425

a-hélice 1650 1540-1545 -
Tabela 2. Valores de W0 obtidos dos espectros de RPE durante a síntese do 
peptídeo VQAAIDYING nas resinas de baixo e alto teor de sítios reativos

Peptidil-resina W0 (G)

DCM DMSO

                                              BAR 0,3 mmol/g

ING 1,9 4,1

AIDYING 4,4 2,8

VQAAIDYING espectro de pó 3,5

                                              BAR 3,0 mmol/g

ING espectro de pó 3,0

AIDYING espectro de pó 3,0

VQAAIDYING espectro de pó 3,1
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Efeito no crescimento da cadeia peptídica 

A utilização da FTIR também foi avaliada durante o crescimento 
das cadeias peptídicas nas BARs de 0,3 e 3,0 mmol/g (Figuras 4 e 
5). Para este intento, a sequência VQAAIDYING foi escolhida, pois 
da mesma maneira que o tripeptídeo contido em sua extremidade 
C-terminal, este decapeptídeo também é descrito na literatura como 
agregante.36,48-53

Os espectros obtidos pela FTIR indicaram que durante o cres-
cimento da cadeia peptídica, especificamente nas posições 3, 7 e 
10 da síntese da peptidil-resina VQAAIDYING-BAR 0,3 mmol/g, 

ocorreu o alargamento/deslocamento da banda para a região de 
1630 cm-1 (Figura 4A) no solvente DCM, indicando um aumento 
da quantidade de b-estrutura. Estes dados estão de acordo com 
os obtidos anteriormente por Cilli e colaboradores por meio da 
RPE, onde ocorreu um aumento nos valores de W0 (largura do pico 
central do espectro) durante o crescimento desta cadeia peptídica 
(Tabela 2), o que indicou um aumento da imobilidade do sistema. 
Dados similares também foram obtidos pela 1H HRMAS-RMN36 
no solvente apolar clorofórmio, que apresentou espectros sem 
picos para estas peptidil-resinas, indicando uma grande imobili-
dade do sistema. 

No solvente polar DMSO (Figura 4B), os espectros de FTIR 
para as peptidil-resinas de 0,3 mmol/g mostraram um aumento de 
imobilização na ING-BAR e uma diminuição para o AIDYING e o 
VQAAIDYING, em comparação com o solvente DCM.  Estas altera-
ções foram atribuídas ao aumento de polaridade do sistema devido ao 
crescimento do peptídeo, o que possibilita uma maior solvatação em 
solventes polares como o DMSO.15 Os espectros também mostraram 
que não foi possível diferenciar o teor de agregação para as 3 resinas 
estudadas por meio da FTIR. Estes dados divergem dos valores en-
contrados na RPE (Tabela 2), que mostraram valores diferentes de 
mobilidade para estas peptidil-resinas neste solvente. Esta diferença 
pode ser atribuída a uma maior sensibilidade da RPE ou ainda uma 
diferença entre as técnicas, onde nos estudos realizados por meio da 
RPE foi avaliada principalmente a mobilidade da extremidade amino-
terminal, enquanto na FTIR o peptídeo foi estudado como um todo.

A avaliação da mobilidade durante o crescimento da cadeia 
peptídica também foi realizada na BAR de 3,0 mmol/g em DMSO. 
A Figura 5 mostrou que a ING-BAR foi a que apresentou maior 
mobilidade (pico mais estreito) em relação às demais peptidil-
resinas. Este dado é discordante dos resultados de RPE (Tabela 2), 
que apresentou valores de W0 e, portanto, mobilidade semelhante 
para estas peptidil-resinas. Esta divergência deve-se provavelmente 
à especificidade de cada técnica; enquanto a RPE permite um estudo 
principalmente da região onde está ligada a sonda paramagnética, a 
FTIR gera informações do peptídeo como um todo.  Outra explicação 
é a presença no espectro de RPE de um segundo componente mais 
imóvel36 para a VQAAIDYING-BAR (dados não mostrados), o que 
pode estar sendo detectado pela FTIR.	  

A comparação global dos dados obtidos pelas técnicas espectros-
cópicas acima indicou uma maior sensibilidade da RPE e da FTIR 
no estudo das interações que ocorrem no interior do grão de resina, 
em relação à 1H HRMAS-NMR. 

 PARTE EXPERIMENTAL

Obtenção das resinas

Acilação de Friedel‑Crafts
Cloreto de alumínio anidro (previamente triturado) e cloreto de 

benzoíla ou p-metil-benzoíla (para a BAR ou MBAR, respectivamente) 
dissolvidos em DCM ou nitrobenzeno foram adicionados lentamente, 
sob agitação e a frio no copolímero de estireno com 1% de divinilben-
zeno. Após a adição, a mistura foi agitada à temperatura constante por 
tempos variados. A quantidade dos reagentes, o tempo e a temperatura 
de reação foram calculados de acordo com o grau de substituição 
desejado.19 Após o término da reação, coletou‑se a resina em um funil 
de placa porosa e lavou‑se 6 vezes por filtração com DCM ou nitro-
benzeno, EtOH, EtOH:H2O (1:1), H2O, MeOH e DCM, encerrando‑se 
com repetidos processos de suspensão em DCM e sedimentação em 
EtOH (feitos em funil de separação), para a retirada dos “finos” (grãos 
de resinas quebrados).  A secagem final foi feita sob P2O5, a vácuo até 
peso constante, obtendo-se o benzoil- ou o p-metil-benzoil-copolímero. 

Figura 4. Espectros na região do infravermelho do peptídeo VQAAIDYING na 
BAR de 0,3 mmol/g nas posições (–) 3, (–) 7 e 10 (–) da síntese nos solventes 
(A) DCM e (B) DMSO

Figura 5. Espectros na região do infravermelho do peptídeo VQAAIDYING 
na BAR de 3,0 mmol/g nas posições (–) 3, (–) 7 e 10 (–) da síntese no sol-
vente DMSO
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Aminação redutiva de Leuckart
Os copolímeros funcionalizados obtidos na etapa anterior foram 

submetidos separadamente a um tratamento com formiato de amônio, 
formamida e ácido fórmico 98% em nitrobenzeno como solvente. O 
aquecimento prévio desta solução a 150 oC permitiu a eliminação de 
H2O, sendo posteriormente agitada a 170 oC por 30 h, utilizando-se um 
aparato do tipo Dean-Stark. Este protocolo garante a conversão total 
dos grupos carbonila em formila. Após o término da reação, a resina 
foi recolhida em um funil de placa porosa e lavada por filtração, com 
nitrobenzeno, EtOH, EtOH/H2O (1:1), H2O, MeOH e DCM e seca sob 
P2O5, a vácuo, até peso constante.

Hidrólise ácida
A terceira e última etapa para a obtenção da BAR e MBAR en-

volveu a hidrólise ácida simples dos lotes de polímeros formilados 
obtidos na etapa anterior. Neste processo a resina foi hidrolisada com 
HCl 12 mol L-1 e ácido propiônico (1:1), sob agitação mecânica e 
temperatura de 85 oC por 5 h. Todo o processo de lavagem e seca-
gem final, envolvendo filtrações em funil de placa porosa e também 
suspensão em DCM e sedimentação em alcoóis para a eliminação de 
“finos”, foram os mesmos anteriormente descritos para a obtenção de 
p-metil-benzoil- ou benzoil‑resinas. Para se reduzir mais a dispersão do 
tamanho dos grãos, as resinas foram peneiradas em tamises especiais 
de diversos tamanhos, normalmente entre 0,030 e 0,100 mm. O grau 
de substituição da resina foi determinado por meio do método do ácido 
pícrico,47 por análise elementar ou utilizando a análise de aminoácidos 
(após o acoplamento de um Boc-aminoácido). 

Síntese de peptídeos

Os peptídeos ou peptidil-resinas sintetizados foram obtidos ma-
nualmente, por meio do método da fase sólida, a partir das técnicas 
Boc/Bzl utilizando-se as resinas MBAR (metilbenzidrilamino resina) 
e BAR (benzidrilamino resina).36 As clivagens finais das peptidil-
resinas foram feitas em HF. Os peptídeos brutos obtidos foram 
caracterizados por CLAE e seus pesos moleculares determinados 
por espectrometria de massas.  

Espectros na região do infravermelho

Os espectros FTIR foram obtidos com o espectrômetro FTIR 
Shimadzu 8300 por meio da técnica de transmissão (resolução de 4 
cm-1, região espectral 4000 a 400 cm-1 e 50 varreduras). As resinas 
foram analisadas na forma de pastilhas produzidas na proporção de 
3 mg de amostra para 300 mg de KBr. Para os espectros das peptidil-
resinas, este material foi solvatado por 24 h no solvente em estudo e 
adicionado entre dois cristais de KBr. 

Espectros de RPE

Foi empregado um espectrômetro Bruker, modelo ER 200 e celas 
de quartzo, com capacidade aproximada de 0,2 mL, proveniente de 
J. Scalon, Costa Mesa, Califórnia.

As resinas foram marcadas com uma pequena quantidade do 
marcador de spin Fmoc-Toac, embebidas previamente no solvente 
desejado e uma pequena porção adicionada à cela de quartzo para 
a obtenção dos espectros de RPE. Os espectros das peptidil-resinas 
foram obtidos a 25 ºC. Foram feitos, em geral de dois a três experi-
mentos para cada amostra. A quantidade de marcador adicionado foi 
calculada de tal modo que não permitisse a presença de interações 
do tipo spin-spin.

De modo geral, o tempo de varredura foi de 4 min, a constante de 
tempo de 0,1; a amplitude de modulação até um máximo de 0,5 G, a 

potência de micro-ondas de 5 mW e a  frequência de 9,5 GHz. Todos 
os espectros foram feitos em intervalos de campo de 100 G e, havendo 
necessidade, de 200 G. Os espectros foram feitos centralizando-se, 
no centro do espectro, o pico central.

CONCLUSÕES

Os dados obtidos mostraram que foi viável o acompanhamento de 
todas as etapas das sínteses das resinas BAR e MBAR por meio da FTIR. 
Somado a isto, por meio da FTIR e da relação entre o grau de substitui-
ção e da área do pico correspondente ao grupo carbonila, foi possível a 
determinação do grau de substituição na primeira etapa de síntese destas 
resinas, já que as duas outras etapas ocorrem com 100% de eficiência.

O estudo da agregação das peptidil-resinas pela FTIR mostrou uma 
clara correlação com os dados obtidos por meio da RPE e da RMN. O 
aumento do grau de substituição mostrou resultados semelhantes nas 3 
técnicas estudadas, isto é aumento de b-estrutura em DCM e diminuição 
em DMSO. Em DMSO, a melhor solvatação foi encontrada em peptidil-
resinas com grau de substituição intermediário, ao redor de 0,6 mmol/g, 
indicando que resinas com este teor de funcionalização são as melhores 
para a síntese peptídica. O aumento da cadeia peptídica também foi avalia-
do nas resinas de 0,3 e 3,0 mmol/g. Na síntese da VQAAIDYING-BAR 
de 0,3 mmol/g, em DCM, foi possível verificar o aumento da quantidade 
de b-estrutura com o aumento da cadeia peptídica; estes dados estão 
coerentes com os obtidos na RPE, que mostrou um aumento dos valores 
de W0 com o aumento da cadeia. Em DMSO esta concordância não foi 
seguida, sendo que na FTIR os espectros obtidos foram similares para as 
peptidil-resinas, enquanto que na RPE houve variações nos valores de W0. 

Este trabalho mostrou que os resultados obtidos por meio da RPE, 
da RMN e da FTIR foram similares. Esta conclusão é importante porque 
valida os resultados encontrados pela RPE, na qual há críticas de que a 
introdução da sonda paramagnética (TOAC) poderia afetar o sistema.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Estão disponíveis gratuitamente em http//quimicanova.sbq.org.
br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre, as Figuras: 1S, que 
apresenta a estrutura química do polímero de estireno contendo 1% 
de divinilbenzeno utilizado nas sínteses; 2S, que apresenta as reações 
químicas e as etapas utilizadas na síntese das resinas BAR e MBAR; 
3S e 4S, que mostram a caracterização do peptídeo VQAAIDYING 
obtido na síntese utilizando a resina de 3,0 mmol/g. Também é pos-
sível encontrar a Tabela 1S, que apresenta os rendimentos em massa 
obtidos para a síntese do peptídeo VQAAIDYING nas resinas de 
0,3 e 3,0 mmol/g. 
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Figura 1S. Estrutura química do copolímero de estireno, contendo 1% de divinilbenzeno, funcionalizado com grupos R

Figura 2S. Esquema de obtenção de BAR e MBAR
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Tabela 1S. Rendimento das sínteses do peptídeo VQAAIDYING nas resinas BAR de 0,3 e 3,0 mmol/g

BAR Massa inicial Massa final teórica Massa final obtida Rendimento

0,3 mmol/g 1,20 g 1,71g 1,35 g 79%

3,0 mmol/g 0,90 g 3,44 g 2,78 g 81%

Figura 4S. Espectro de massas do peptídeo VQAAIDYING na forma bruta. Obtido por meio da técnica de LC-MS - modo eletrospray positivo. [M + H+] teórico 
= 1061,2 g/mol

Figura 3S. Perfis cromatográficos do peptídeo VQAAIDYING obtido da resina de 3,0 mmol/g na forma bruta (A) e após a sua purificação (B). Programa: 5-95% 
do solvente B em 20 min. Solventes: A: 0,1% TFA.H2O; B: 0,09% TFA.(ACN.H2O (6:1 v/v)). Fluxo de 1,5 mL/min. Detecção em 220 nm. Coluna C18 - 4,6 x 150 mm


