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RESUMO 

 

A espectroscopia de dicroísmo circular (CD) é uma técnica biofísica amplamente difundida e 

utilizada para fornecer informações estruturais a respeito de proteínas e peptídeos. Compostos 

quirais apresentam espectro de CD característico devido à diferença de absorção da luz 

circularmente polarizada à direita e à esquerda. Do espectro de CD de uma proteína, extraem-

se informações acerca de sua estrutura secundária no ambiente e nas condições em que se 

encontra, sendo possível estimar as frações de cada tipo de estrutura secundária presentes na 

molécula. Todavia, assim como qualquer técnica experimental, deve-se ter cautela na escolha 

dos parâmetros de entrada ao coletar um espectro de CD, visto que eles afetam diretamente a 

qualidade do sinal obtido. No primeiro capítulo deste trabalho, foi investigado como a escolha 

e a variação de sete parâmetros de entrada afetam os resultados de CD. Um método Tipo-Monte 

Carlo foi implementado para estimar as incertezas nas porcentagens de estrutura secundária 

predita. Uma mudança sutil em alguns parâmetros foi capaz de afetar significativamente as 

análises de CD, em destaque as variações na concentração da amostra e na presença de aditivos 

(tais como os íons cloreto) na solução. No segundo capítulo deste trabalho, descreve-se a 

implementação das reações de síntese de peptídeos em fase sólida no IFUSP, e a interação do 

peptídeo Pln149 com diferentes monocamadas fosfolipídicas, utilizando medidas de pressão 

superficial em monocamadas de Langmuir. Estes resultados evidenciam que a Pln149 pode 

interagir tanto com monocamadas lipídicas negativamente carregadas (o que já se conhecia 

previamente) quanto com superfícies zwitteriônicas.  

Palavras-chave: Espectroscopia de Dicroísmo Circular. Tensiometria. Monocamada de 

Langmuir. Síntese de peptídeos em fase sólida. Método Tipo-Monte Carlo.  



  

 

 

ABSTRACT 

 

Circular dichroism (CD) spectroscopy is a widely used biophysical technique employed to 

obtain structural information of proteins and peptides. Chiral compounds present a typical CD 

spectrum due to the difference in absorption of right and left circularly polarized light. From 

the CD spectrum of a protein one can extract information about its secondary structure in the 

experimental conditions that the protein is found, and it is possible to estimate the content of 

each type of secondary structure present in the molecule. However, as any other experimental 

technique, caution must be paid in setting the data collection parameters, since they can directly 

affect the quality of the CD signal. In the first chapter of this work, it was investigated how the 

choice and the variation of seven collection parameters might affect the CD results. A Monte 

Carlo-like method was implemented to estimate the uncertainties in the percentages of predicted 

secondary structures. A slight change in some parameters was enough to significantly affect the 

CD analysis, in special the changes in sample concentration and the presence of additives (such 

as chloride ions) in the solution. In the second chapter of this work, the implementation of solid-

phase peptide synthesis reaction at IFUSP, the interaction of the peptide Pln149 with different 

phospholipid monolayers, and measurements of surface pressure in Langmuir monolayers are 

described. These results pointed out an evidence for Pln149 interaction with both negatively 

charged monolayers (as was previously described by literature) and zwitterionic phospholipid 

surfaces. 

 Keywords: Circular Dichroism Spectroscopy; Tensiometry. Langmuir monolayers; Solid 

Phase Peptide synthesis; Monte Carlo-Like Method.  
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Prólogo 

 

 Esta dissertação está dividida em dois capítulos. No Capítulo I é discutida a origem 

física do fenômeno de dicroísmo circular (CD) com uma revisão da literatura, sua importância 

no estudo da estrutural de proteínas e peptídeos, e o uso complementar de ferramentas 

bioinformática disponíveis atualmente para a análise de CD. Neste mesmo capítulo é 

apresentada uma análise experimental sobre como os espectros obtidos a partir da técnica de 

CD podem ser afetados por escolhas indevidas nos ajustes dos parâmetros da medida. Por fim, 

são analisados os espectros de CD da Plantaricina 149. 

No Capítulo II, objetivando-se melhor investigar a Plantaricina 149 (e outros peptídeos 

antimicrobianos), a interação deste peptídeo com modelos de membrana é investigada com 

análises de tensiometria em monocamadas de Langmuir. Neste capítulo também são discutidos 

a teoria e protocolo da síntese de peptídeos em fase sólida, que é utilizada para a síntese de 

peptídeos antimicrobiano da família das temporinas. 

Com este trabalho, espera-se ajudar novos usuários a se familiarizarem com algumas das 

principais técnicas implementadas pelo grupo Biofísica Aplicada do IFUSP, e desta maneira, 

servir de referência para futuros estudos.  
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Capítulo 1 - A espectroscopia de dicroísmo circular 

 

I – Introdução 

 

A técnica espectroscópica conhecida como dicroísmo circular (CD) é utilizada para a 

caracterização de sistemas quirais. Este método é baseado no fenômeno óptico da absorção da 

luz circularmente polarizada (LCP). O dicroísmo é a propriedade de um composto de absorver 

luzes com polarizações diferentes de forma distinta. O fenômeno de CD ocorre quando duas 

componentes de LCP, com sentido de polarização opostos (uma a direita, e a outra a esquerda) 

interagem com compostos quirais. Cada uma destas ondas é absorvida em proporções 

diferentes, e essa diferença de absorção dá origem ao sinal de CD (WALLACE; JANES, 2009; 

FASMAN, 1996; BEROVA et al, 2012).  

O efeito de CD pode ser observado em diversas regiões do espectro eletromagnético. 

Atualmente, existem duas principais faixas de interesse: A região do infravermelho dá origem 

ao dicroísmo circular vibracional (MAGYARFALVI et al., 2011) e a região do ultravioleta - de 

interesse desse trabalho - é conhecida como dicroísmo circular eletrônico, ou ainda dicroísmo 

circular convencional (WALLACE; JANES, 2009; FASMAN, 1996; BEROVA et al., 2012) 1.  

Após a segunda metade do século XX, o CD se tornou bastante popular, e diversas 

abordagens experimentais foram derivadas dessa mesma técnica, seja com a intenção de 

melhorar/aprimorar a aquisição do sinal de CD, ou então de obter informações extras sobre a 

molécula estudada. Como exemplo podemos citar dicroísmo circular orientado (BÜRCK et al., 

2016), que nos permite obter a orientação de peptídeos em 𝛼-hélices inseridos em modelos de 

membrana lipídicas; o dicroísmo circular magnético, que adiciona um campo magnético na 

direção do feixe de luz incidente (HALES, 2011) ou ainda o considerado “estado-da-arte” do 

método, o SRCD. O SRCD surge com a utilização da radiação sincrotron como fonte de luz 

para as medições dos espectros (KUMAGAI et al., 2017(a); KUMAGAI et al., 2017(b)). 

Na natureza muitas biomoléculas (proteínas, carboidratos e ácidos nucleicos) apresentam 

quiralidade intrínseca (MIYAHARA et al., 2016; MATSUO; GEKKO, 2018; AMDURSKY; 

STEVENS, 2015). Entre estas, as proteínas possuem um lugar de destaque na literatura de CD,  

com um grande número de estudos realizados utilizando a técnica. Esta técnica é interessante 

para o estudo de proteínas, uma vez que com ela é possível identificar e estimar as estruturas 

 
1 Nessa dissertação quando nos referirmos ao CD estará subentendido que estamos falando do dicroísmo circular 

eletrônico.  
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secundárias e terciárias de uma proteína, detectar mudanças conformacionais na molécula, 

estudar a dinâmica da proteína quando exposta a diferentes condições experimentais e/ou 

estudar interações do tipo proteína-proteína, proteína-membrana, ou com diversos outros 

interagentes (WALLACE; JANES, 2009; FASMAN, 1996; BEROVA et al., 2012). 

Para cada tipo de estrutura secundária (e.g. 𝛼-hélices, folhas-𝛽, voltas-𝛽,  e não 

ordenadas) existe um espectro de CD característico, que possui posições de bandas muito bem 

definidas, e que surge devido a diferenças no momento de dipolo elétrico resultante de cada 

tipo de estrutura secundária. Geralmente, o espectro de CD de uma proteína complexa é a 

sobreposição dos espectros das diversas estruturas secundárias presentes na molécula. As 

proporções de cada estrutura podem ser estimadas por softwares que realizam os processos de 

desconvolução, muito dos quais estão disponíveis online (WALLACE; JANES, 2009; 

FASMAN, 1996). 

A maioria dos algoritmos de desconvolução necessitam que haja uma normalização do 

espectro para uma escala independente da concentração e do caminho óptico do porta amostras 

utilizado, o que exige que ambas informações sejam conhecidas com grande precisão. Além 

disso, com frequência os algoritmos apresentam uma maior precisão nos resultados quando a 

proteína estudada possui um conteúdo mais elevado de 𝛼-hélices (MANAVALAN; 

JOHNSON, 1987). Isso acontece principalmente porque essa estrutura apresenta o maior 

momento de dipolo magnético, o que realça a sua interação com a LCP, gerando sinais de CD 

mais intensos. Além disso, estruturas do tipo fitas-𝛽 apresentam características morfológicas 

mais distintas, as quais produzem um leque mais diversos de espectros de CD. (WALLACE, 

2003).  Com o passar dos anos, alguns outros algoritmos e base de dados, como o BeStSel 

(MICSONAI et al., 2015), surgiram com o intuito de melhorar a qualidade na predição de 

estruturas secundárias diferentes das 𝛼-hélices.  

As análises de CD são normalmente usadas complementarmente a outras técnicas 

biofísicas, tais como a difração de raios-x, a fluorescência, a ressonância magnética nuclear, a 

dinâmica molecular e cryo-microscopia eletrônica. A vantagem do CD é a capacidade de se 

obter uma informação estrutural global sobre a proteína de interesse nas mais diversas 

condições experimentais, inclusive em forma nativa. Além disso, é uma técnica não destrutiva 

(que possibilita a reutilização da amostra em outras medidas), requer pequena quantidade de 

material (~400 𝜇𝐿 de uma solução a ~0,2 𝑚𝑔/𝑚𝐿), e apresenta um resultado rápido (~20 min 

é, normalmente, o suficiente para a aquisição de um bom espectro) (WALLACE; JANES, 

2009). 
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A informação estrutural adquirida com o CD pode, muitas vezes, ser prejudicada pela 

baixa qualidade do sinal medido. Kelly et al. (2005) apresentam uma revisão bibliográfica 

completa sobre os cuidados que devem ser tomados durante a obtenção de um espectro de CD. 

Em resumo, os autores encontram evidências de que um espectro de boa qualidade apresenta 

um valor alto de relação sinal ruído e minimiza a contribuição de solventes. Dessa forma, 

prestar atenção nos parâmetros de coleta (tanto relacionados com a varredura, quanto com o 

preparo da solução) é um cuidado fundamental na hora de preparar o experimento, uma vez que 

eles podem afetar significativamente o espectro final e, consequentemente, os resultados da 

quantificação estrutural a ser obtida com o processo de desconvolução.  
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II- Objetivos 

 

 O presente trabalho possui como objetivo geral verificar como a variação dos 

parâmetros de coleta afeta os espectros de dicroísmo circular e os seus resultados de 

desconvolução, com intuito de guiar futuros usuários da técnica que pretendem estudar sistemas 

proteicos. Nesse trabalho, sete parâmetros de coleta foram variados como uma forma de 

verificar os limites aceitáveis de cada um, de tal forma que não haja uma mudança significativa 

na qualidade do espectro final e no resultado de desconvolução. Além disso, foi implementado 

um método de tipo-Monte Carlo capaz de produzir um resultado de desconvolução 

considerando a incerteza experimental. Por fim, foi realizada uma análise estatística sobre a 

acurácia da concentração necessária para se obter uma distribuição de pontos no espectro 

normalizado que obedeça a uma função de distribuição gaussiana.  

 

 Para tanto, o trabalho se constituiu das seguintes etapas: 

 

 Revisão da literatura de dicroísmo circular. 

 Preparação das amostras de mioglobina (Mb) e Plantaricina 149 (Pln149) utilizadas. 

 Medida dos espectros de dicroísmo circular da proteína modelo em diferentes 

condições. 

 Desenvolvimento e implementação de programas de tratamento e análise dos espectros, 

tais como o EasyCD e CDgenerator. 

 Utilização de algoritmos de desconvolução disponíveis no Dichroweb e BeStSel. 

 Implementação de ferramentas estatísticas para a análise e comparação dos resultados.   
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III – Teoria do dicroísmo circular 

III.1 – O fenômeno do dicroísmo circular 

 

Durante séculos perdurou-se a discussão em torno da natureza da luz. No século XVII 

surgiram duas teorias concorrentes capazes de descrever fenômenos luminosos, a primeira, 

proposta por Isaac Newton no seu livro “Óptica”, propunha o caráter corpuscular para a luz. A 

segunda, proposta por Christiaan Huygens no seu “Tratado sobre a Luz”, postulava a luz como 

uma onda. Ambas teorias são capazes de explicar fenômenos como a reflexão e refração da luz, 

mas foi apenas no século seguinte, com o famoso experimento de Thomas Young de fendas 

duplas, que a comunidade científica passou a aceitar de forma consensual a teoria de Huygens.  

Na década de 1861, o físico James C. Maxwell reuniu quatro equações diferenciais 

capazes de descrever qualquer fenômeno do eletromagnetismo clássico. Estas ficaram 

conhecidas como as Equações de Maxwell (Tabela 1), e são formas reescritas/modificadas das 

leis de Gauss, Ampère e Faraday. A surpresa para época, foi que a descrição da luz como uma 

onda eletromagnética (JACKSON, 2007; GRIFFITHS, 2005), o que trouxe ainda mais prestígio 

para o tratamento ondulatório. Todavia, no século XX, com o advento da física moderna, houve 

uma grande quebra de paradigma, isto é, alguns fenômenos só podiam ser explicados com uma 

teoria corpuscular. Assim, físicos como Einstein e Max Planck propuseram a dualidade da luz, 

a considerando tanto uma partícula (o fóton), quanto uma onda eletromagnética. 

 

 Tabela 1 – Equações de Maxwell  

 
Lei de Gauss ∇⃗⃗ ⋅ 𝐸⃗ =

𝜌

𝜖0
  

 Lei de Gauss para o magnetismo ∇⃗⃗ ⋅ 𝐵⃗ = 0  

 
Lei de Maxwell-Faraday ∇⃗⃗ × 𝐸⃗ = −

𝜕𝐵⃗  

𝜕𝑡
 

 

 
Lei de Ampere ∇⃗⃗ × 𝐵⃗ = 𝜇0 (𝐽 + 𝜖0

𝜕𝐸⃗  

𝜕𝑡
) 

 

   

A teoria capaz de explicar o CD surge de um tratamento semiclássico da mecânica 

quântica, ou seja, considerando-se a luz como uma onda eletromagnética e utilizando o 

formalismo quântico para descrever a interação desta onda com os elétrons presentes na 

molécula de interesse. Portanto, para entender a origem do CD é necessário retomar alguns 



20  Aplicações da espectroscopia de dicroísmo circular e tensiometria em monocamadas de Langmuir 

 

conceitos básicos do eletromagnetismo, que possibilitam a compreensão da natureza 

ondulatória de uma luz, dita circularmente polarizada. 

Seguindo as demonstrações presentes em Jackson (1983) verifica-se que em um meio 

simples, não condutor, com permeabilidade (µ0) e susceptibilidade (𝜖0) constantes e na ausência 

de cargas externas, os campos elétrico (𝐸⃗ ) e magnético (𝐵⃗ ) presentes na luz seguem as equações 

de onda tridimensional: 

 

  
∇2𝐸⃗ =  

1

𝜇0𝜖0
 
𝜕2𝐸⃗ 

𝜕𝑡2
 (1) 

  
∇2𝐵⃗ =  

1

𝜇0𝜖0
 
𝜕2𝐵⃗ 

𝜕𝑡2
 (2) 

 

A solução para cada um dos campos elétrico e magnético é descrita como uma onda 

plana e monocromática (frequência angular, ω, constante), como nas equações (3) e (4). As 

quais mantém a natureza vetorial de 𝐸⃗  e 𝐵⃗ , implícita nos vetores constantes (e complexos) 𝐸⃗ 0 

e 𝐵⃗ 0. A direção de propagação da onda é descrita pelo vetor de onda (𝑘⃗ =  𝑘 ê3), em que 𝑘 =
𝜔

𝑐
 

, e 𝑐2 =
1

𝜇0𝜖0
 é a velocidade da luz no meio (JACKSON, 1983; GRIFFITHS,2005). 

 

  𝐸⃗ =  𝐸⃗ 0 𝑒
𝑖(𝑘⃗ ∙𝑥 − 𝜔𝑡)  (3) 

  𝐵⃗ =  𝐵⃗ 0 𝑒
𝑖(𝑘⃗ ∙𝑥 − 𝜔𝑡)  (4) 

 

Devido a não existência de cargas, e pela lei de Gauss, decorre-se que os divergentes 

dos campos são nulos, acarretando a simplificação 𝑘⃗ ⋅ 𝐸⃗ 0 = 𝑘⃗ ⋅ 𝐵⃗ 0  =  0. Logo, os dois campos 

são ortogonais à direção de propagação. Da lei de Faraday é possível obter que 𝐵⃗ 0 =

1

𝜔
(𝑘 × 𝐸⃗ 0). Portanto, 𝐸⃗  e 𝐵⃗  também são ortogonais entre si. Assim, os versores das direções 

dos campos e do vetor de onda (ê1, ê2, ê3) formam uma base de 𝑅3. Essa última relação é 

importante, pois mostra como obter o campo magnético conhecendo a equação para o campo 

elétrico. Dessa forma, torna-se possível descrever apenas o campo elétrico (JACKSON, 1983; 

GRIFFITHS,2005). 

O produto vetorial entre 𝐸⃗  e 𝐵⃗  gera um vetor paralelo à direção de propagação. Assim, 

é definido o vetor de Poynting (5), que representa a energia por unidade de área, por unidade 

de tempo (fluxo de densidade de energia). A média temporal (por ciclo) do módulo do vetor de 
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Poynting é igual à intensidade (ou irradiância) da luz (6), em que 𝛼 é o ângulo entre os vetores 

de Poynting e normal à superfície incidente. Caso o feixe de luz seja perpendicular a amostra, 

cos 𝛼 = 1. Para uma onda plana monocromática é válida a segunda igualdade da equação (6), 

na qual a intensidade da luz é proporcional ao quadrado de 𝐸0, que é o módulo da parte real da 

amplitude do campo elétrico (JACKSON, 1983; GRIFFITHS,2005).  

  
𝑆 =

1

𝜇
 𝐸⃗ × 𝐵⃗  (5) 

  
𝐼 =  〈|𝑆 |〉 cos 𝛼 =

1

2
𝑐𝜖𝐸0

2 cos 𝛼 (6) 

   

III.2 - A luz circularmente polarizada 

 

A onda descrita pelas equações (3) e (4) é linearmente polarizada, uma vez que  possui 

o seu campo elétrico (portanto, magnético) apontado sempre para a mesma direção ê1 (e ê2 

para o magnético). Nesse caso, falamos que a luz está polarizada na direção ê1. A princípio, 

duas ou mais ondas linearmente polarizadas podem ser sobrepostas para formar uma onda mais 

geral. Por exemplo, podemos somar duas ondas com o mesmo vetor de onda e frequência, mas 

com vetores de polarização linearmente independentes (7) (JACKSON, 1983; 

GRIFFITHS,2010). 

 

  𝐸⃗ (𝑥 , 𝑡) = (𝐸𝑖ê𝑖 + 𝐸𝑗ê𝑗)𝑒
𝑖(𝑘⃗ ∙𝑥 − 𝜔𝑡)  (7) 

 

Os valores 𝐸𝑖 e 𝐸𝑗 são, a princípio, números complexos e podem ser escritos como 𝐸𝑖,𝑗 =

 |𝐸𝑖,𝑗|𝑒
𝑖𝜑𝑖,𝑗, em que 𝜑𝑖,𝑗 é um fator de fase. Caso as ondas possuam a mesma fase, o campo 

elétrico resultante será: 𝐸⃗ (𝑥 , 𝑡) =  𝐸⃗ 𝑟𝑒𝑠𝑒
𝑖(𝑘⃗ ∙𝑥  − 𝜔𝑡 + 𝜑) , em que o módulo de 𝐸⃗ 𝑟𝑒𝑠 é igual à 

√𝐸𝑖
2 + 𝐸𝑗

2, e a direção de polarização forma um ângulo 𝜃 = tan−1 𝐸𝑖

𝐸𝑗
 com relação a ê1. Note 

então que é recuperada uma onda plana linearmente polarizada (JACKSON, 1983; 

GRIFFITHS,2010). 

Quando as ondas apresentem fases distintas, a sobreposição será elipticamente 

polarizada. Caso a diferença de fase seja de 
𝜋

2
, e a amplitude das ondas seja igual (|𝐸𝑖| = |𝐸𝑗| =

𝐸√2), chegamos no tipo de polarização mais importante para este trabalho: a circular (8) 

(WOODY,1996). Em que 𝐸⃗ ± = 𝐸√2 ê±, e ê± =
1

√2
 (ê𝑖 ± 𝑖ê𝑗). 
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 Figura 1 – Sobreposição de duas ondas linearmente polarizadas  

 

 

 

 Sobreposição de duas ondas linearmente polarizadas (nas direções ê1e ê2), 

representadas pelos seus campos elétricos (𝐸1
⃗⃗⃗⃗  e 𝐸2

⃗⃗⃗⃗ ), gerando uma onda 

linearmente polarizada na direção do campo elétrico resultante 𝐸⃗⃗⃗ 𝑟𝑒𝑠. 

Adaptado de: J.A. Woollam (2021)2. 

 

 

  𝐸⃗ (𝑥 , 𝑡) = 𝐸⃗ ± 𝑒𝑖(𝑘⃗ ∙𝑥 − 𝜔𝑡)  (8) 

 

A resultante, portanto, é a soma dos dois versores, na qual o campo elétrico realiza um 

movimento circular uniforme no plano formado por ê𝑖 e ê𝑗 (digamos, plano XY) girando em 

sentido anti-horário. Assim, esta onda é nomeada como sendo circularmente polarizada à direita 

(dextrogira), ou ainda com helicidade positiva. Já quando subtrai-se os dois versores, o campo 

elétrico realiza um movimento circular uniforme, girando no sentido horário. Nesse caso, a 

onda é chamada de circularmente polarizada à esquerda (levogira), ou ainda com helicidade 

negativa (JACKSON, 1983). 

A combinação de duas ondas circularmente polarizadas com a mesma amplitude, 

frequência e vetor de onda, mas com helicidades opostas gera uma onda plana linearmente 

polarizada. Isso pode ser verificado com a adição ê+ + ê− = √2ê𝑖, indicando a direção do 

campo elétrico da onda resultante. Agora, se as amplitudes dos campos elétricos diferirem, a 

sobreposição das ondas gerará uma luz elipticamente polarizada (JACKSON, 1983). 

 
2 Disponível online: <https://www.jawoollam.com/resources/ellipsometry-tutorial/polarized-light>. Acesso em: 

19 maio 2021 
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Sejam 𝐸⃗ 𝑒 e 𝐸⃗ 𝑑 duas ondas circularmente polarizadas, à esquerda e à direita, 

respectivamente, descritas pela equação (8). Ambas com  mesmo comprimento de onda e vetor 

de propagação e com amplitudes dadas por 𝐸𝑒 > 𝐸𝑑 > 0. O campo elétrico resultante será dado 

pela equação (9). 

 

 Figura 2 – Sobreposição de duas ondas lineares com diferença de fase de 

90º 

 

 

 

 

 Sobreposição de duas ondas linearmente polarizadas (nas direções ê1e ê2), 

entretanto com uma diferença de fase de 90º, gerando uma onda 

circularmente polarizada. Adaptado de: J.A. Woollam (2021)3. 

 

 

 

  𝐸⃗ (𝑥, 𝑡) = (𝐸𝑑ê+ + 𝐸𝑒ê−)𝑒𝑖(𝑘⃗ ∙𝑥 − 𝜔𝑡)  (9) 

 

O semieixo maior da elipse será quando ê+ e ê− apontam para a mesma direção, e o seu 

valor é: 𝐸𝑑 + 𝐸𝑒. Já o semieixo menor será quando o ângulo entre os versores é 𝜋, e o seu valor 

é: 𝐸𝑒 − 𝐸𝑑. A razão entre os semieixos é igual à tangente do ângulo 𝜃 (como pode ser visto na 

Figura 3). Quando 𝐸𝑒 + 𝐸𝑑 ≫ 𝐸𝑒 − 𝐸𝑑, esse ângulo é bem pequeno, de tal forma que podemos 

realizar a aproximação expressa em (10). Esse ângulo é a grandeza mensurada em grande parte 

dos equipamentos de CD disponíveis atualmente (WOODY,1996). 

 

 
𝜃 ≈ tan𝜃 =

𝐸𝑒 − 𝐸𝑑

𝐸𝑒 + 𝐸𝑑
 (10) 

 

 
3 Disponível online: <https://www.jawoollam.com/resources/ellipsometry-tutorial/polarized-light>. Acesso em: 

19 maio 2021 
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 Figura 3 – Sobreposição de duas ondas circularmente polarizada com 

sentidos de rotação opostos 

 

 

 

 

 Sobreposição de duas ondas circularmente polarizada com sentidos de 

rotação opostos. (a) Ambas as ondas com a mesma intensidade, resultando 

numa polarização linear. (b) Com intensidades diferentes, gerando uma 

onda elíptica. (c) identificação do ângulo 𝜃 expresso na equação 10. 

Retirado de: Janes e Wallace (2009). 

 

  

III.3 – Interação da LCP com a matéria 

 A explicação física do fenômeno de CD surge de um tratamento semiclássico da 

mecânica quântica. Primeiro, é necessário definir o Hamiltoniano de interesse e em seguida 

utilizar a teoria de perturbação dependente do tempo para calcular a probabilidade de transição 

de um estado fundamental (𝑜) para um estado excitado (𝑎) (11). O leitor interessado pode 

observar o apêndice dessa dissertação para os detalhes dessas operações, aonde apresenta-se a 

origem quântica da absorção da luz (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017; SCHELLMAN, 

1975).  

 

 
𝑃(𝑜 → 𝑎) =

|⟨𝑎|𝑉1|𝑜⟩|
2

2ℏ2
t δ(ωao − ω) (11) 

 

O potencial 𝑉1 apresenta contribuições do campo elétrico e magnético conforme:  

 

  𝑉1 = −𝜇̂ ⋅  𝐸⃗ − 𝑚̂  ⋅  𝐵⃗  (12) 
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Em que 𝑚̂ é o operador momento magnético (13), e representa a soma das contribuições 

dos momentos angulares (𝐿̂) e spin (𝑆̂) de cada 𝑖 − elétron no sistema, e 𝜇̂ é o operador 

momento de dipolo elétrico (𝜇̂ =  𝑞𝑥̂ , em que 𝑞 é a carga) (SCHELLMAN, 1975). 

 

  𝑚̂ =
𝑒

2𝑚𝑐
 ∑(𝐿̂𝑖 + 2𝑆̂𝑖

𝑖

)  (13) 

 

Para expressar o módulo quadrático do potencial 𝑉1, será necessário reescrever as 

componentes dos operadores 𝜇̂ e 𝑚̂ de forma análoga à equação (8) (SCHELLMAN, 1975). 

 

  
𝜇̂± = 

𝜇̂𝑖 ± 𝑖𝜇̂𝑗

√2
   

𝑚̂± = 
𝑚̂𝑗 ∓ 𝑖𝑚̂𝑖

√2
   

(14) 

 

Desta forma, pode-se escrever: 

 

  𝜇̂ =  𝜇̂−ê+ + 𝜇̂+ê− + 𝜇̂𝑘ê𝑘   

𝑚̂ =  𝑚̂−ℎ̂+ + 𝑚̂+ℎ̂− + 𝑚̂𝑘ℎ̂𝑘   
(15) 

 

Em que ê± são os versores que indicam o sentido da polarização circular do campo 

elétrico, como presente na equação (8),  e ℎ̂± = (ê𝑗 ± 𝑖ê𝑖)/√2 é o análogo ao vetor ê±, mas 

para o campo magnético.  Esta notação facilita identificar que, para uma onda circularmente 

polarizada à direita por exemplo, os produtos internos da equação (12) serão: 

 

  −𝜇̂ ⋅  𝐸⃗ + = −(𝜇̂−ê+ + 𝜇̂+ê− + 𝜇̂𝑘ê𝑘) ⋅ 𝐸0ê+ =  −𝐸0𝜇̂+ 

−𝑚̂  ⋅  𝐵⃗ + = −(𝑚̂−ℎ̂+ + 𝑚̂+ℎ̂− + 𝑚̂𝑘ℎ̂𝑘) ⋅ 𝐵0 ℎ̂+ = −𝐵0𝑚̂+ 
(16) 

 

Assim sendo: 

 

  𝑉1,± = −(𝐸0𝜇̂± + 𝐵0𝑚̂±)  (17) 
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Como o nosso objetivo é calcular o valor de |⟨𝑎|𝑉1|𝑜⟩|
2, é conveniente escrever 𝑉1 na 

forma 𝑉1 = 𝑎 + 𝑖𝑏, cujo módulo ao quadrado será igual à |𝑉1|
2 = (𝑎 + 𝑏)2. Para tanto, assume-

se que as amplitudes 𝐸0 e 𝐵0 são reais. Em seguida um operador 𝑔̂ = −𝑖𝑚̂ é introduzido. Por 

fim insere-se a equação (14) em (16) e o potencial é obtido: 

 

  𝑉1,± = −(𝐸0𝜇̂𝑖 ± 𝐵0𝑔̂𝑖) − 𝑖(±𝐸0𝜇̂𝑗 + 𝐵0𝑔̂𝑗)  (18) 

 

Agora, basta tomar os brackets, obter o módulo ao quadrado do potencial e realizar uma 

média orientacional sobre os produtos das componentes vetoriais de mesma direção (⟨𝑎𝑖𝑏𝑖⟩ =

⟨𝑎𝑗𝑏𝑗⟩ =
⟨𝑎⃗ ⋅𝑏⃗ ⟩

3
) (SCHELLMAN, 1975), o que resulta em: 

 

  
|⟨𝑎|𝑉1,±|𝑜⟩|

2
=

|⟨𝑎|𝜇̂|𝑜⟩|2

3
𝐸0

2 + 
|⟨𝑎|𝑔̂|𝑜⟩|2

3
𝐵0

2 ±  2
|⟨𝑎|𝜇̂ ⋅ 𝑔̂|𝑜⟩|2

3
𝐸0𝐵0 (19) 

 

A cada termo multiplicando os campos é dado um nome específico, mas apenas o último 

difere devido à polarização da luz (SCHELLMAN, 1975). 

 

 𝐷𝑜𝑎 = |⟨𝑎|𝜇̂|𝑜⟩|2  

 

𝐺𝑜𝑎 = |⟨𝑎|𝑔̂|𝑜⟩|2 

 

𝑅𝑜𝑎 = −|⟨𝑎|𝜇̂ ⋅ 𝑔̂|𝑜⟩|2 

Capacidade de dipolo elétrico (electric dipole strength) 

 

Capacidade de dipolo magnético (magnetic dipole strength) 

 

Capacidade rotacional (rotational strength) 

 

Com essas redefinições e utilizando a equação (6), podemos finalmente reescrever a 

equação (18) como: 

 

  
|⟨𝑎|𝑉1,±|𝑜⟩|

2
=

8𝜋𝐼

3𝑐
 (

𝐷𝑜𝑎

𝑛
+ 𝑛𝐺𝑜𝑎 ∓ 2𝑅𝑜𝑎) (20) 

 

Em que 𝑛 é o índice de refração do meio (SCHELLMAN, 1975). Nesse sentido, a 

probabilidade de transição do estado fundamental para o estado excitado será dado ao inserir o 

resultado da equação (20) na equação (11).   

No caso de moléculas mais complexas em solução, há uma imensidade de graus de 

liberdade de baixa energia excitáveis. Essas várias transições produzes uma banda de absorção, 
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cuja estrutura fina dificilmente é identificada em um espectrômetro convencional. Para levar 

em conta todos esses outros possíveis estados intermediários, é introduzida uma densidade de 

transição específica para cada termo da equação (20) (SCHELLMAN, 1975). Considerando as 

densidades de transição devido a cada uma das “capacidades”, respectivamente nomeadas de 

𝜌(𝜔), 𝜏(𝜔) e 𝜎(𝜔), temos: 

 

  
𝑃(𝑜 → 𝑎) =

4𝜋𝐼

3𝑐ℏ2
𝑡𝛿(𝜔𝑎𝑜 − 𝜔) (𝜌(𝜔𝑎𝑜)

𝐷𝑜𝑎

𝑛
+  𝜏(𝜔𝑎𝑜)𝑛𝐺𝑜𝑎

∓ 2𝜎(𝜔𝑎𝑜)𝑅𝑜𝑎) 

(21) 

 

Uma grandeza interessante de ser analisada é a taxa de absorção (22), definida como a 

derivada temporal da probabilidade de transição (𝑤𝑎𝑜±). 

 

  
𝑤𝑎𝑜±(𝜔𝑎𝑜) =

4𝜋𝐼

3𝑐ℏ2
𝛿(𝜔𝑎𝑜 − 𝜔)(𝜌(𝜔𝑎𝑜)

𝐷𝑜𝑎

𝑛
+  𝜏(𝜔𝑎𝑜)𝑛𝐺𝑜𝑎

∓ 2𝜎(𝜔𝑎𝑜)𝑅𝑜𝑎) 

(22) 

  

A partir dessa grandeza, é possível calcular a seção de choque de absorção 𝛼(𝜔) (23), 

que representa a energia total absorvida por unidade de tempo dividida pela intensidade total 

da luz incidente (TOMAKOFF, 2020). Como a equação (22) define a taxa de absorção apenas 

para 𝜔𝑎𝑜, é necessário integra-la em 𝑑𝜔𝑎𝑜 (SCHELLMAN, 1975). 

 

  
𝛼±(𝜔) =

ℏ

𝐼
𝜔 ∫ 𝑤𝑎𝑜±(𝜔𝑎𝑜)𝑑𝜔𝑎𝑜 =

ℏ𝑤𝑎𝑜±

𝐼
𝜔

+∞

−∞

 (23) 

 

Substituindo o resultado de (22), tem-se: 

 

  
= 𝜔

4𝜋

3𝑐ℏ
(𝜌(𝜔)

𝐷𝑜𝑎

𝑛
+  𝜏(𝜔)𝑛𝐺𝑜𝑎 ∓ 2𝜎(𝜔)𝑅𝑜𝑎) (24) 

 

Portanto, o coeficiente de extinção molar da molécula para a onda circularmente 

polarizada (à direita e à esquerda, respectivamente) será: 
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𝜀±(𝜔) =

NA

2303
𝛼±(𝜔)

=  𝜔
4𝜋𝑁𝐴

3(2303)𝑐ℏ
(𝜌(𝜔)

𝐷𝑜𝑎

𝑛
+  𝜏(𝜔)𝑛𝐺𝑜𝑎 ∓ 2𝜎(𝜔)𝑅𝑜𝑎) 

(25) 

 

Um material dicroico pode absorver luzes com mesma frequência, mas polarizadas em 

direções diferentes, em quantidade distintas. O CD é então definido como a diferença na 

absorção das luzes circularmente polarizadas à direita e à esquerda. Essa diferença de absorção 

é refletida num valor distinto para os coeficientes de extinção molar 𝜀+ e 𝜀−. Materiais que 

apresentam sinais de CD possuem uma capacidade rotacional não nula, a qual é a responsável 

pela diferença na absorção, dado que: 

 

  
Δ𝜀(𝜔) =  𝜀+(𝜔) − 𝜀−(𝜔) =

−16𝜋𝜔𝑁𝐴

3(2303)𝑐ℏ
 𝜎(𝜔) 𝑅𝑜𝑎 (26) 

 

Um espectro de CD, tipicamente, possui no seu eixo vertical a variável dependente Δ𝜀, 

já em seu eixo horizontal a variável independente escolhida é o comprimento de onda da luz 

(𝜆), que no que lhe concerne pode ser relacionada com a frequência angular. De acordo com 

Schellman (1975), devido a normalização de 𝜎(𝜔) é possível mostrar que 𝜔𝜎(𝜔) = 𝜆𝜎(𝜆).  

Dessa forma, pode-se recuperar a capacidade rotacional total do material estudado através de 

uma mudança de variável e uma integração na equação (26) (SCHELLMAN, 1975; WOODY, 

1996). 

  
𝑅𝑜𝑎 = 

3(2303)ℏ𝑐

16𝜋2𝑁𝐴
 ∫

Δ𝜀(𝜆)

𝜆
 𝑑𝜆 (27) 

 

 

III.4 - A lei de Beer-Lambert 

 

 A Lei de Beer-Lambert é uma das equações fenomenológicas mais importantes para a 

espectroscopia. Ela relaciona a absorbância (𝐴) de uma amostra com a sua concentração (𝑐), o 

seu coeficiente de extinção molar (𝜀) e o caminho óptico do recipiente em que a amostra se 

encontra (𝑙). A absorbância é calculada como o logaritmo na base 10 da razão entre a 

intensidade da luz transmitida (𝐼1) e emitida na amostra (𝐼0).  
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𝐴 = log10

𝐼0
𝐼1

= 𝑐𝑙𝜀 (28) 

 Utilizando a relação expressa na equação (6) para uma luz incidindo perpendicularmente 

em uma amostra (𝛼 = 0), e realizando uma mudança de base do logaritmo na equação (28), é 

possível obter a amplitude do campo elétrico transmitido pela amostra como: 

 

  
𝐸1 = 𝐸0𝑒

−
𝐴
2

ln10
 (29) 

  

Essa relação também é válida para as amplitudes de ondas circularmente polarizadas à 

direita e à esquerda. Com isso, pode-se inserir a equação (29) na equação (10) para relacionar 

o ângulo 𝜃 com a absorbância. Como Δ𝐴 ≪ 1 é possível expandir em primeira ordem a 

exponencial da equação (29) (𝑒𝑥 ≈ 1 + 𝑥) e desprezar o termo de ordem Δ𝐴 no denominador, 

e ainda escrever a diferença de absorbância em termos do Δε. Desta forma, encontramos a 

equivalência entre 𝜃 e Δε, e como converter uma unidade para a outra (WOODY, 1996).  

  
𝜃[𝑟𝑎𝑑] =

ln 10

4
 𝑐𝑙 Δε (30) 

   

Como 𝜃 é medido em graus, ainda é necessário converter a equação (30). 

  
𝜃[°] =

ln 10

4
(
180

𝜋
)  𝑐𝑙 Δε (31) 

   

É comum encontrar em livros textos (WOODY, 1996; JANES; WALLACE, 2009) o 

valor numérico aproximado de 32,98 para a multiplicação das constantes da equação (31). Há 

uma vantagem clara na utilização do Δ𝜀 como a nossa variável dependente, uma vez que ele é 

normalizado para a concentração e para comprimento do porta amostra. Entretanto, para tal 

conversão, é necessário obter 𝑐 e 𝑙 com uma ótima precisão. Caso contrário haverá uma 

assimetria na distribuição de probabilidade de Δ𝜀, e com isso uma tendência de se obter 

amplitudes maiores para essa grandeza. Uma discussão completa desse problema se encontra 

na seção V.12 desse capítulo.  

Uma forma análoga ao Δε de representar os resultados de CD, ou seja, normalizada para 

𝑐 e 𝑙 é a elipticidade molar: [𝜃] = 3298 Δε. 

 

III.5 – O CD aplicado ao estudo de proteínas e peptídeos. 
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Sistemas que possuem uma capacidade rotacional nula não apresentam sinal de CD. Isto 

ocorrerá apenas se o produto escalar 𝜇̂ ⋅ 𝑔̂ for nulo, ou seja, se ao menos um dos momentos for 

igual a zero, ou então se eles forem perpendiculares entre si. Ambos casos só ocorrem se a 

molécula possuir um eixo de simetria especular (WOODY,1996). As moléculas que apresentam 

capacidade rotacional não nula são nomeadas de quirais. Um objeto quiral apresenta uma 

estrutura tridimensional que não pode ser superposta pela sua imagem especular (a mão humana 

é talvez o exemplo mais conhecido que ilustra esta assimetria). Uma molécula que possui 

quiralidade pode apresentar uma estrutura de “mão-esquerda” (“left-handed”, como a maioria 

dos aminoácidos encontrados na natureza) ou de “mão-direita” (“right-handed”, como a 

maioria dos açúcares no nosso organismo). Ao comparar uma molécula quiral com a sua 

molécula “especular”, será possível notar que ambas possuem as mesmas propriedades físicas 

escalares (por exemplo, a massa molecular, entalpia de formação, e densidade), sendo então 

apenas distinguidas a partir da sua interação com a luz circularmente polarizada.  

Grupos aquirais (formados por resíduos de moléculas que não possuem quiralidade 

intrínseca) também podem, todavia, apresentar uma capacidade rotacional não nula se fizerem 

parte de moléculas complexas e quirais (WOODY,1996). Isso pode acontecer devido à 

interação com outros grupos, que distorcem a estrutura eletrônica e quebram a simetria do 

resíduo. Desta forma, como uma molécula complexa possui diversas regiões capazes de 

apresentar um sinal de CD, a estratégia para lidar com esse problema é dividir a molécula em 

grupos funcionais: os cromóforos. Estes são justamente separados em dois grupos: os 

inerentemente quirais e os aquirais com dissimetria (com simetria perturbada) (MOFFITT; 

MOSCOWITZ, 1959; MOSCOWITZ et al, 1962).  

 Diversas moléculas biológicas possuem quiralidade intrínseca (KWIT et al, 2012). Mas 

são as proteínas que destacam pelo grande número de estudos realizados utilizando o dicroísmo 

circular (KELLY et al, 2005). As proteínas, moléculas fundamentais para a vida, são polímeros 

de resíduos de aminoácidos capazes de se auto ordenar em estruturas complexas, que estão 

fortemente associadas com a função biológica da molécula. Um aminoácido (aa) é composto 

por um carbono central (𝐶𝛼) que está ligado a um grupo carboxílico, um grupo amino, um 

hidrogênio e um terminal R, que varia em cada aa. Todos aa são quirais, com exceção apenas 

da glicina, cujo R terminal consiste em um hidrogênio (NELSON; COX, 2004). 

 Dois aa são capazes de se ligarem através de uma ligação peptídica entre os grupos 

carboxílico e amino. Isto acontece através de uma reação que transforma ambos aa em resíduos 

de aminoácido, liberando uma molécula de água. A ligação peptídica é mais rígida do que uma 

ligação covalente convencional, assim sendo, ela forma um plano. Uma proteína então pode ser 
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entendida como a junção de diversos planos formados pela ligação peptídica que podem 

rotacionar um em relação ao outro através de dois ângulos diédricos (𝜙 e 𝜓). Entretanto, nem 

todas as duplas (𝜙, 𝜓) são possíveis, como é descrito pelo diagrama de Ramachandran. 

Formam-se então estruturas canônicas locais que são estabilizadas através de ligações de 

hidrogênio entre resíduos de aa próximos. Estas estruturas são nomeadas como estruturas 

secundárias, enquanto a sequência dos resíduos de aa por si é chamada de estrutura primária. 

As estruturas secundárias mais comuns numa proteína são  𝛼-hélice, fita-𝛽, voltas e estrutura 

não-ordenadas, entretanto há diversas outras que também são capazes de serem identificadas 

com o CD (por exemplo, as hélices-310 e hélices poliprolina) (NELSON; COX, 2004; 

WALLACE; JANES, 2009; FASMAN, 1996). 

É na ligação peptídica (mais especificamente, no grupo amida) que o principal 

cromóforo das proteínas e dos peptídeos é encontrado. As transições eletrônicas presentes neste 

grupo acontecem principalmente na região do UV-distante (160-240nm), sendo assim esta é a 

região mais utilizada para investigar a estrutura secundária dessas moléculas. É importante 

ressaltar que há outros possíveis cromóforos encontrados nas proteínas, como, por exemplo, os 

resíduos de triptofano, tirosina e fenilalanina, e as ligações dissulfeto. Entretanto, estes grupos 

apresentam um sinal de CD predominante apenas na região de UV-próximo (𝜆 > 290𝑛𝑚). A 

figura 4 representa esquematicamente as transições passíveis de ocorrer no grupo amida, o qual 

possui três orbitais 𝜋 e dois pares não ligantes de elétrons (n) presentes no oxigênio. As 

transições possíveis são do tipo 𝜋𝜋∗, que levam a molécula do estado ligante (𝜋) para o anti-

ligante (𝜋∗), e as do tipo 𝑛𝜋∗ (BULHELLER et al, 2007;WALLACE; JANES, 2009; 

FASMAN, 1996). 

Quando se trata do espectro de CD de polipeptídios, que apresentam diversos 

cromóforos, a situação torna-se um pouco mais complicada para análise. Na metade do século 

XX surgiram os primeiros modelos capazes de explicar o espectro de CD de alguns polímeros 

com estruturas bem definidas (MOFFITT ,1956; MOFFITT et al,1957; TINOCO,1962). A 

maioria deles apresentou a estratégia de dividir a molécula em 𝑁 cromóforos independentes 

(cada um com 𝑛𝑖 estados) que possuem uma função de onda monomérica 𝜙𝑖𝑠, em que 𝑖 é o 

índice do cromóforo, e 𝑠 o seu estado. A função de onda que representa o polímero em um 

estado excitado 𝑘 (Ψ𝑘) é então aproximada como sendo uma combinação linear de todas as 

configurações eletrônicas. Cada configuração eletrônica é, no que lhe concerne, definida como 

Φ𝑖𝑎 = 𝜙𝑖𝑎 ⋅ ∏ 𝜙𝑗0𝑗≠𝑖  . Em outras palavras, tem-se o produto das funções de ondas de todos os 
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cromóforos diferentes de i no estado fundamental multiplicado pela função de onda do 

cromóforo i no estado excitado. 

 

 Figura 4 – Transições eletrônicas no CD   

 

 

  

 Adaptado de: Bulheller, Rodger e Hirst (2007).   

 

   

  

Ψ𝑘 = ∑∑𝐶𝑖𝑎
𝑘 Φ𝑖𝑎 

𝑛𝑖

𝑎

𝑁

𝑗

 (32) 

 

 Moffitt (1956) foi uma das primeiras pessoas a propor uma teoria que descrevesse as 

transições eletrônicas presentes em polímeros helicoidais, estrutura modelo para uma 𝛼-hélice. 

No trabalho, o autor utiliza um formalismo de perturbação para obter a solução da equação (32), 

com a qual é capaz de identificar duas transições eletrônicas possíveis, uma paralela à direção 

da hélice e outra perpendicular (duplamente degenerada) a esse eixo. A primeira apresenta uma 

capacidade rotacional negativa, já a segunda, positiva.   

Entretanto, como descrito por Woody (1996), a teoria proposta por Moffitt (1956) estava 

incompleta e a sobreposição das bandas geradas por essas duas transições não era suficiente 

para reproduzir completamente um espectro de uma 𝛼-hélice. Foi então que no ano seguinte, 

com o auxílio da teoria de osciladores acoplados degenerados de Kirkwood (KIRKWOOD, 

1937), Moffitt e seus colaboradores (MOFFITT et al,1957), adicionam um termo na capacidade 

rotacional, cujo espectro de CD apresenta duas bandas: uma negativa por volta de 180 nm e 

outra positiva em torno 200 nm. Essa contribuição foi nomeada posteriormente de bandas de 

hélice (WOODY,1996). As transições propostas inicialmente por Moffitt (1956) são hoje 

atribuídas a transições 𝜋𝜋∗, e são chamadas de 𝜋𝜋∥
∗ (paralela, que apresenta um vale centrado 
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em 200 nm) e 𝜋𝜋⊥
∗  (perpendicular, apresentando um pico em 190 nm). Além destas quatro 

bandas, ainda é necessário incluir uma banda de transição do estado n para 𝜋∗ (𝑛𝜋∗, com um 

vale em ~220 nm), que surge devido a um efeito Cotton (SCHELLMAN; ORIEL, 1962) e é 

menos provável de acontecer e, portanto, apresenta uma capacidade rotacional com módulo 

menor (WOODY, 1968). A Figura 5 mostra todas as bandas de absorção presentes em uma 𝛼-

hélices, e a sobreposição destas, formando o conhecido espectro dessa estrutura secundária. 

 

 Figura 5 – Bandas de absorção 𝛼-hélices  

 

 

 

 (− − −) representa a banda n𝜋∗, (⋅⋅⋅⋅) a banda 𝜋𝜋||
∗ ,  (-⋅-⋅-⋅) a banda 𝜋𝜋⊥

∗, (----) a 

banda em hélice, e por fim a sobreposição de todas gera a linha contínua (espectro 

de CD de uma 𝛼-hélice). Retirado de Woody (1996). 

 

 

Na década seguinte, Tinoco (1962) desenvolveu o método matricial para resolver o 

problema expresso na equação (32) (WOODY,1996). Ele consiste em encontrar os autovalores 

e autovetores da equação de Schrödinger (𝐻̂Ψ𝑘 = 𝐸𝐾Ψ𝑘), cujo o hamiltoniano é dado por uma 

matriz em que os elementos diagonais são os autovalores de energia de cada estado, e os 

elementos fora da diagonal são potenciais de interação entre diferentes transições. O leitor 

interessado pode referir-se à Bulheller et al (2007) para mais detalhes deste método com uma 

notação atual e de fácil compreensão. 

Woody (1996) ainda descreve uma relação empírica (33) proposta primeiramente por 

Chen et al (1974), a qual permite a estimação do comprimento de uma 𝛼-hélice através de seu 

espectro de CD. Essa ferramenta é importante no contexto desta dissertação, dado que traz 

argumentos para estimar a região de hélice e não-ordenada em peptídeos antimicrobianos. Na 
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relação expressa em (33), Δ𝜀𝑒𝑥𝑝 é o valor experimental obtido para o espectro do polipeptídio, 

Δ𝜀∞ é uma constante teórica para o valor do espectro de CD de uma hélice infinita, 𝑘 está 

relacionada ao número de amidas faltantes, e 𝑛 é o número de amidas presentes na hélice. 

Woody (1996) apresenta os resultados obtidos por Gans et al (1991) e Jackson et al (1991), os 

quais apontam um valor de 𝑘 = 4,58 e [𝜃]∞ = −41000 𝑑𝑒𝑔
𝑐𝑚2

𝑑𝑚𝑜𝑙𝑒
 para 𝜆 = 222 𝑛𝑚 

(equivalente a Δ𝜀∞ ≈ −12,4 𝑀−1𝑐𝑚−1) . 

 

 Δ𝜀𝑒𝑥𝑝 = Δ𝜀∞(𝑛 − 𝑘)/𝑛  (33) 

   

Além da estrutura em 𝛼-hélice, estruturas como fitas-𝛽 e não-ordenadas também 

apresentam um espectro característico de CD, como representado na figura 6. A transição 

associada com a banda negativa das fitas-𝛽 em 215 nm é a 𝑛𝜋∗, enquanto a banda positiva na 

região dos 198 nm é referente a uma transição 𝜋𝜋∗ (WOODY, 1996).  

 

 Figura 6 – Espectros de CD de fitas-𝛽 e não-ordenadas  

 

 

 

 Espectros das proteínas Concanavalina A (Estrutura 𝛽) e Inibidor de 

Tripsina de Soja (Estrutura não-ordenadas). Espectros concedidos pela 

Jéssica A. Pedro, resultados ainda não publicados.  

 

 

A estrutura não-ordenada será de grande relevância na discussão de peptídeos 

antimicrobianos desta dissertação. O espectro dessas estruturas, como descrito por Woody 

(1996), é um dos mais difíceis de ser calculado teoricamente, dado que essa categorização não 

é a princípio muito bem definida. Ela pode incluir proteínas com as mais diversas conformações 
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(não canonizadas), sofrer influência de diversas combinações dipeptídicas diferentes e ainda o 

seu espectro pode ser facilmente confundido com um espectro de poliprolina tipo II. Tanto as 

estruturas não-ordenadas, quanto as poliprolina tipo II apresentam uma banda negativa em torno 

de 200 nm, sendo levemente distinguidas pela banda positiva em 220nm presente nas 

poliprolinas tipo II (Lopes et al. ,2014). 

  

III.6 - Métodos, servidores e algoritmos para análise do CD de proteínas 

 

 Proteínas apresentam, geralmente, mais de um tipo de estrutura secundária compondo 

sua estrutura terciária. Assim, o espectro de CD delas (𝑆(𝜆)) pode ser interpretado como uma 

combinação linear das contribuições de cada uma das estruturas secundárias presentes (𝐴𝑖(𝜆)) 

(VENYAMINOV; YANG, 1996).  

 

  𝑆(𝜆) =  ∑𝛼𝑖𝐴𝑖(𝜆)

𝑖

 (34) 

  

Em que 𝛼𝑖 ≥ 0 é a fração da proteína que possui estrutura secundária 𝐴𝑖, assim, a soma 

de todos os 𝛼𝑖 é normalizada para um. O problema então se torna encontrar os coeficientes 𝛼𝑖 , 

dado um espectro de uma proteína e uma base de dados contendo os valores de 𝐴𝑖. Isto se traduz 

como uma desconvolução (VENYAMINOV; YANG, 1996). Entretanto, os valores exatos de 

𝐴𝑖 não são facilmente obtidos e podem variar bastante dependendo dos modelos polipeptídicos 

escolhidos, principalmente para as estruturas em fitas-𝛽 e não-ordenadas. Na década de 80, 

Provencher, e Glockner (1981) desenvolveram um método mais moderno de desconvolução, 

optando por utilizar uma base contendo os espectros de CD de diversas proteínas com estruturas 

cristalográficas resolvidas. Desta forma, a equação (34) é reescrita como: 

  𝑆(𝜆) =  ∑𝛾𝑗𝑅𝑗(𝜆)

𝑗

 (35) 

 

Em que 𝑅𝑖 representa o espectro da proteína 𝑗 da base de dados e 𝛾𝑗 pode ser relacionado 

com a porcentagem de cada estrutura secundária presente na proteína investigada por meio de:  

 

  𝛼𝑖 = ∑𝛾𝑗𝐹𝑗𝑖
𝑗

 (36) 
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Onde, 𝐹𝑗𝑖 é a fração dos resíduos da proteína 𝑗 na conformação 𝑖. Essa informação é 

obtida através da estrutura cristalográfica, assim, independe do espectro de CD da proteína 

contida na base de dados. O algoritmo proposto por Provencher,e Glockner (1981) capaz de 

resolver as equações (35) e (36) é conhecido como Contin, e se baseia em um método estatístico 

de regularização de Tikhonov. Nos anos seguintes, Stokkum et al (1990), propôs um método 

de resolução similar ao de Provencher conhecido como “modelo linearizado localmente” (LL), 

atualmente esse método é nomeado de ContinLL. 

Outros dois métodos amplamente utilizados são o CDSSTR e o Selcon3. O primeiro foi 

desenvolvido na segunda metade da década de 80 pelo grupo do Dr. W.C Johnson, Jr. da Oregon 

State University, em duas publicações (COMPTON; JOHNSON, 1986; MANAVALAN; 

JOHNSON, 1987). A primeira versão desse método foi nomeada de VARSLC, e o método 

utiliza um algoritmo de decomposição de valores singulares (SVD). A maior diferença do 

CDSSTR para as suas versões anteriores é a restrição do número de proteínas utilizadas na base 

de dado para oito, que de acordo com Johnson (1999) aprimorou os resultados.  

O Selcon3 é uma versão atualizada do algoritmo Selcon, que foi inicialmente 

desenvolvido na década de 90 pelo grupo do Dr. Woody, R.W (SREERAMA; WOODY, 1993). 

Neste método, o espectro da proteína a ser analisada é incluído junto a base que contém os 

espectros com estrutura resolvida. É dado um chute inicial para os valores de 𝛼𝑖 como sendo 

igual ao da proteína contida na base cujo espectro de CD é o mais similar ao espectro da proteína 

estudada. O método então utiliza uma mistura do algoritmo SVD e do modelo LL.  

Sreerama e Woody (2000) realizaram uma comparação entre os três algoritmos 

utilizando diversas bases de dados diferentes, e de forma geral os resultados obtidos foram 

similares. A recomendação dos autores é a utilização dos três métodos de forma conjunta, o que 

aumenta a confiança nos resultados. Atualmente, existem portais online que permitem os 

usuários acessarem estes métodos e à diferentes bases de proteínas. Entre estes um dos mais 

conhecidos é o Dichroweb (WHITMORE; WALLACE, 2004), que atualmente disponibiliza 

quatro principais bases de dados, os três métodos descritos e utiliza o valor do NRMSD (raiz 

do erro quadrático médio normalizada) (37) como parâmetro para analisar a qualidade do 

resultado. 

  

  
𝑁𝑅𝑀𝑆𝐷 =  (

∑ (𝑆𝑚𝑜𝑑 − 𝑆𝑒𝑥𝑝)
2

𝑁

∑ 𝑆𝑒𝑥𝑝
2

𝑁
) (37) 



III – Teoria do dicroísmo circular  37 

 

 

 

Smod representa o espectro modelo e Sexp o espectro obtido experimentalmente para a 

proteína a ser analisada. 𝑁 é o número de pontos medidos, que está relacionado ao intervalo 

escolhido para o comprimento de onda.  

O NRMSD representa o quão próximo o espectro modelo, gerado a partir da 

sobreposição dos espectros contidos na base de dados, é do espectro experimental. Assim, um 

valor baixo (NRMSD < 0,100) é essencial para garantir que o método utilizado gerou um 

resultado aceitável (WHITMORE; WALLACE, 2004). Entretanto, não é suficiente para 

garantir que os valores de 𝛼𝑖 serão acurados, como mostra Miles et al (2005), e nem precisos 

(SOUSA et al ,2021). 

Outro algoritmo disponível online é o BeStSel (MICSONAI et al,2018), o qual utiliza 

um método de deconvolução baseado no método dos mínimos quadrados, e possui uma base de 

proteínas desenhada para aumentar a acurácia na predição da estrutura secundária em folhas-𝛽. 

Como é descrito por Venyaminov e Yang (1996), todas as abordagens de deconvolução 

apresentadas aqui são válidas apenas a partir de algumas hipóteses. Primeiro, é necessário que 

a solução da estrutura das proteínas existentes na base de dados seja obtida em condição 

próxima a proteína estudada, uma vez que em outros meios pode haver alteração na estrutura 

da proteína. Adicionalmente, que assume-se que podemos negligenciar efeitos da estrutura 

terciária no espectro de CD, que todas as proteínas em solução apresentam a mesma 

conformação, e que o seu resultado será expresso como na equação (34). Além disso, é 

necessário assumir que a ligação peptídica é o único cromóforo, e, por fim, que cada estrutura 

secundária apresenta apenas um espectro característico de CD.  
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IV - Materiais e Métodos 

IV.1 Proteína e peptídeo modelo 

 

Neste trabalho, foram obtidos espectros de CD de dois modelos distintos, uma proteína 

globular, a mioglobina (Mb), e o peptídeo antimicrobiano (PAM),  Plantaricina 149 (Pln149). 

A Mb de músculo esquelético de equino foi adquirida da Sigma Aldrich e utilizada como 

proteína modelo para a maioria dos ensaios de CD aqui realizados. A Mb escolhida é uma 

proteína pequena, com 153 resíduos de aa, com massa molecular de aproximadamente 17kDa. 

Ela possui 8 hélices conectadas por regiões desordenadas, sendo 7 hélices ordenadas como uma 

estrutura em 𝛼-hélices (equivalente a 70% da proteína), e a última uma hélice-310 (EVANS; 

BRAYER, 1990). Dessa forma, a Mb torna-se um ótimo modelo de proteínas em 𝛼-hélices, e 

apresenta um espectro de CD muito próximo ao descrito na seção I.3.  

 

 Figura 7 – Estrutura cristalográfica da Mb (PDB 2NSS).  

 

 

 

Adaptado do Protein Data Bank (PDB)4. 

 

De acordo com a Sigma Aldrich, a amostra utilizada apresenta pureza entre 95% e 100%, 

é essencialmente livre de sais e possui um conteúdo de ferro entre 0,25 e 0,32%. Para todos os 

ensaios, a mioglobina foi preparada em solução de tampão fosfato de sódio (PBS) 10 mM em 

pH 7,0.  

Já a Pln149 é um PAM linear e catiônico, com a sequência de 22 resíduos de aa: 

YSLQMGATAIKQVKKLFKKKGG (KATO et al, 1994), naturalmente encontrado na bactéria 

Lactobacillus plantarum NRIC149. A amostra utilizada neste trabalho foi sintetizada em fase 

sólida pelo Prof.Dr. José Luiz de Souza Lopes, utilizando a química do Fmoc (mais detalhes da 

 
4 Disponível online: <https://www.rcsb.org/structure/2NSS />. Acesso em: 20 maio 2021 
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técnica no capítulo 2). A pureza do peptídeo foi determinada como sendo maior que 95%, e sua 

massa molecular calculada através de espectroscopia de massa como sendo 2423,7 Da (LOPES 

et al, 2010).  

Na literatura, existem diversos estudos com a Pln149 (LOPES et al, 2009;LOPES et al, 

2010; LOPES et al, 2013ª; LOPES et al 2013b; KUMAGAI et al, 2019) apontando que em 

solução puramente aquosa, esse peptídeo apresenta uma estrutura não-ordenada, mas na 

presença de membranas lipídicas é capaz de sofrer uma transição para uma estrutura em 𝛼-

hélice. 

 

IV.2 Espectrômetro de CD  

 

De acordo com Kelly et al. (2005) e Johnson (1996) existem pelo menos três métodos 

para medir o efeito de CD. O primeiro, utilizado pelo J-815, é a partir da modulação, em que a 

luz incidente é continuamente alternada entre a polarização à direita e à esquerda. Além disso, 

um espectro de CD poderia ser obtido através da subtração direta da absorbância de LCP 

medida separadamente. Por fim, os autores ainda descrevem que o efeito de CD pode ser 

medido através do ângulo 𝜃, como mencionado nas seções anteriores desta dissertação. 

 

 Figura 8 – Esquematização dos componentes presentes em um 

espectrômetro de CD. 

 

 

 

 

Adaptada de Jasco Inc.5 

 
5 Disponível online: <https://jascoinc.com/learning-center/theory/spectroscopy/circular-dichroism-

spectroscopy/>. Acesso em: 20 maio 2021 
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A figura 8 apresenta um esquema dos espectrômetros da Jasco, os quais possuem uma 

fonte de luz (normalmente uma lâmpada de Xenon 150W) e um conjunto de dois prismas, o 

primeiro sendo responsável por selecionar o comprimento de onda desejado, e o segundo por 

polarizar a luz linearmente.  O equipamento também possui um modulador fotoelástico (MFE), 

uma peça de quartzo semirevestida por um material condutor. Tensão é aplicada nessa região, 

o que faz o material piezoelétrico vibrar gerando um estresse que induz uma birrefringência. 

Assim, uma das componentes da LLP ao atravessar o MFE, torna-se defasada em 90º, gerando 

uma LCP. A onda gerada será dextrogira se o quartzo é comprimido, e levogira no caso 

contrário (KELLY et al., 2005; JOHNSON,1996).  

 Em seguida, as LCP atravessam a amostra, que deve estar em algum porta-amostras 

transparente ao comprimento de luz utilizado. Para este trabalho, foi utilizada uma cubeta 

Suprasil de quartzo, com caminho óptico de 0,1 cm (Hellma, Alemanha). Por fim, a luz atinge 

um tubo de detecção fotomultplicador, o qual amplifica o sinal recebido. O quanto o sinal é 

amplificado está relacionado a tensão aplicada no fotomultiplicador (HT), que é a mesma 

aplicada no MFE. Valores de HT muito alto indicam que poucos fótons estão sendo detectados, 

logo, diminuindo a relação sinal-ruído (𝑆/𝑁). A recomendação da Jasco é manter o HT menor 

que 700V (JASCO INC.,2021; KELLY et al, 2005; JOHNSON,1996).  

A relação 𝑆/𝑁 é diretamente proporcional a raiz quadrada da quantidade de fótons 

detectados (𝑛𝑓), visto que o sinal obtido (intensidade de luz) é proporcional a 𝑛𝑓, e a função de 

probabilidade que descreve esse fenômeno é próxima a uma Poisson, a qual possui seu desvio 

padrão como sendo aproximadamente √𝑛𝑓. Portanto, aumentar a quantidade de fótons que 

chegam ao fotomultiplicador é fundamental para aumentar a qualidade do espectro obtido. Para 

tanto, é importante que haja um fluxo alto de nitrogênio, dado que o oxigênio pode absorver 

luz na região ~190 nm. Além disso, o oxigênio pode oxidar o conjunto de espelhos presentes 

no espectrômetro e diminuir a vida útil do equipamento (JASCO INC.,2021; KELLY et al., 

2005; JOHNSON,1996). 

Todos os espectros de CD para a Mb foram tomados utilizando o mesmo espectrômetro 

J-815 da Jasco (Japão), disponível no laboratório do Grupo de Biofísica Molecular “Sérgio 

Mascarenhas”, São Carlos, IFSC, USP, com os parâmetros variados conforma a seção IV.3, e 

calibrado utilizando uma solução de D-(+)-10-ácido camforsufônico (CSA) (MILES; 

WALLACE, 2009; JOHNSON,1996). Já os espectros da Pln149 foram tomados utilizando a 

linha de luz AU-CD do sincrotron ASTRID2 no ISA (Universidade de Aarhus, Dinamarca). 



IV - Materiais e Métodos  41 

 

 

Uma das maiores vantagens da luz sincrotron para o CD é a alta intensidade da fonte de luz, 

que reduz consideravelmente os valores de HT e nos permite alcançar comprimentos de onda 

mais baixos (KUMAGAI et al., 2017(a); KUMAGAI et al., 2017(b)).  

As amostras de Pln149 foram preparadas a 1 mg/mL (~410 𝜇M), em solução aquosa, na 

presença de lipossomos de POPG e POPC numa proporção molar de 1/50 (P/L). Ambos 

fosfolipídios foram comprados da Avanti Polar Lipids. A importância da carga na interação 

peptídeo-membrana para o POPG foi também investigada em solução aquosa contando 0,25 M 

ou 0,50 M de fluoreto de sódio. Foram realizadas três varreduras de cada amostra, medindo 

desde 280 nm até 170 nm, em intervalo de 1 nm, a 25oC. 

 

IV.3 Parâmetros variados para os espectros da Mb 

 Sete parâmetros foram selecionados para serem variados conforme descrito a seguir:  

1)  O número de varreduras (𝑛): esse parâmetro está diretamente relacionado com a relação 

sinal-ruído (𝑆/𝑁) no espectro final, dado que este é uma média dos  𝑛  espectros medidos, e 

quanto maior  𝑛, maior ainda será o número de fótons (𝑛𝑓). Entretanto, realizar uma mudança 

sutil (por exemplo, de 𝑛 para 𝑛 ± 1) não haverá uma melhora significativa em 𝑆/𝑁 (KELLY 

et al., 2005).  

 

2)  A velocidade de varredura (ou taxa de varredura, 𝑣𝑣): esse parâmetro representa a rapidez 

com que cada espectro é coletado, sendo muito relevante para os usuários, visto que interfere 

diretamente no tempo que será dedicado ao experimento (KELLY et al., 2005).  

 

3)  A resposta de varredura (constante temporal, ou ainda Digital Integration Time (D.I.T.)): 

esse parâmetro se relaciona com quanto tempo o detector permanecerá coletando fótons antes 

de transferir o sinal. Dessa forma, um valor alto de D.I.T gera uma melhora na relação 𝑆/𝑁. 

Quando a fonte de fótons é bastante intensa esse parâmetro tende a não interferir bruscamente 

no experimento. A raiz quadrada do D.I.T também é diretamente proporcional à relação 𝑆/𝑁, 

assim, a raiz quadrada do produto do D.I.T com 𝑛 pode ser relacionada com o 𝑆/𝑁 através da 

proporção: 

   𝑆

𝑁
∝ √𝑛 ∙ 𝐷. 𝑇. 𝐼  (38) 

  

4)  O intervalo de varredura: esse parâmetro representa o intervalo de comprimento de onda 

utilizado durante a varredura (KELLY et al., 2005). Há uma conexão deste parâmetro com a 
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velocidade de varredura e o D.I.T. De acordo com (Jones et al. 2004), uma “regra de geral” 

para selecionar o intervalo ideal é dado pela inequação:  

 

  𝑣𝑣

60
⋅ 𝐷. 𝐼. 𝑇 < 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑣𝑎𝑙𝑜 (39) 

 

5) O menor comprimento de onda (ou cutoff):  o cutoff é um parâmetro importante, que 

representa o menor comprimento de onda em que um espectro de CD pode ser mensurado com 

precisão (sem haver uma relação 𝑆/𝑁 baixa). Esse ponto é normalmente selecionado analisando 

os valores de HT, ele deve ser escolhido de tal forma que HT < 700 V. Em um equipamento de 

CD convencional, é comum ultrapassar essa marca ao atingir comprimentos de onda próximos 

de 188-190 nm.  

 

6) A concentração de proteína: a importância da concentração da proteína numa medida de 

CD está expressa na Lei de Beer-Lambert, quanto maior for a concentração, mais luz será 

absorvida e mais intenso será o espectro de CD. A concentração das amostras foi determinada 

utilizando a absorção a ligação peptídica em 205 nm (ANTHIS; CLORE, 2013), utilizando um 

NanoDrop UV-Vis (ThermoFisher). Esse método garante uma incerteza na concentração no 

intervalo de 0,9% até 9,98% do valor medido, dependendo da proteína estudada, segundo 

Anthis e Clore (2013).  

 

7) A concentração de NaCl: um bom tampão para medidas de CD não pode apresentar 

absorção na região do espectro que será medido. Isso não ocorre com tampões que apresentam 

NaCl em sua composição, sal muitas vezes utilizado para corrigir o pH da solução. Entretanto, 

esta molécula pode absorver luz UV na região dos 195 nm (KELLY; PRICE,2009). 

 

Além dos espectros da Mb variando os parâmetros de entrada, também foram coletados 

espectros do tampão, que serviram como uma linha de base (a ser descontada das contribuições 

de cada amostra).  

Cada um dos parâmetros selecionados foi variado conforme a tabela 2, para cada 

parâmetro foi escolhido um valor padrão que foi fixo durante a variação dos demais parâmetros.  
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Tabela 2 – Valores dos parâmetros selecionados. 

𝑛 
𝑣𝑣 

 (nm/min) 

D.I.T 

 (s)  

Intervalo 

(nm) 
Cutoff (nm) 

[Mb]  

(mg/mL) 

[NaCl] 

 (M) 

1 

3* 

4 

9 

20 

50* 

100 

200 

500 

0.25 

0.50 

1.00* 

2.00 

0.2 

0.5 

1.0* 

2.0 

183 

190* 

200 

0.02 

0.04 

0.08* 

0.12 

0.16 

0.000* 

0.075 

0.150 

*valores escolhidos como padrão para cada parâmetro 

 

IV.4 Tratamento dos espectros: EasyCD e CDtool. 

 

Os espectros obtidos para a Mb foram tratados por meio de um script escrito em MatLab 

nomeado EasyCD. Este programa foi desenvolvido como parte desta dissertação e realiza as 

seguintes operações:  

 

1. Calcula a média, o desvio padrão e o desvio padrão da média das linhas de base. 

2. Calcula a média, o desvio padrão e o desvio padrão da média dos espectros da 

proteína analisada. 

3. Realiza a subtração da linha de base do espectro da proteína estuda, e propaga as 

incertezas desta operação.  

4. Desloca e espectro de forma que a região entre 260 e 270nm apresente um sinal 

nulo, propagando a incerteza nesse processo. 

5. Normaliza o espectro e a sua incerteza para Δ𝜀, podendo ou não levar em conta as 

incertezas na concentração e no caminho óptico. 

 

O programa pode ainda estimar a concentração da proteína caso seja fornecido um 

espectro modelo, ou então um espectro da proteína que foi tomado com uma concentração 

específica. Mais adiante, é capaz de realizar alisamento da curva. 

Já os espectros da Pln149 foram tratados utilizando o software CDTool (LEES et al, 

2004), calculando a média das três varreduras, subtraindo a respectiva linha de base e 

suavizando os ruídos dos espectros utilizando um filtro Savitzly-Golay. 
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IV.5 Método tipo-Monte Carlo: CDgenerator 

  

 Cada espectro tratado foi submetido ao processo tipo-Monte Carlo, utilizando o script 

em MatLab CDgenerator, que também foi escrito como um produto desta dissertação. O 

programa lê o espectro de CD e gera 𝑛 espectros novos somando ponto a ponto o produto de 

um número aleatório gaussiano no intervalo [-1,1] com o valor de uma barra de erro 

experimental.  

 Para este trabalho foram gerados 20 espectros de CD para cada espectro tratado, cada 

um destes foi submetido à processos de desconvolução utilizando os algoritmos disponíveis do 

DichroWeb e o BeStSel. Desta forma, foi possível estimar uma incerteza na porcentagem de 

estrutura de alfa hélice para o resultado de cada um dos parâmetros variados como sendo o 

desvio padrão dos 20 resultados.  

  

IV.6 Desconvolução dos espectros 

  

 Os algoritmos CDSSTR, ContinLL, Selcon3 e BeStSel foram utilizados para a 

desconvolução dos espectros de CD gerados através do método tipo-Monte Carlo. Os três 

primeiros foram utilizados para todos os parâmetros, com exceção do cutoff. O Dichroweb não 

permite realizar desconvoluções com cutoff  > 190 nm, então, para este caso e para a 

concentração de NaCl, foi implementado o BeStSel. A base de dados utilizada nos algoritmos 

presentes no Dichroweb foi a SP175 (LEES et al., 2006).  

 

IV.7 Modelo Semi-Teórico da Mb e testes de hipótese 

 

Atualmente existem cerca de 100 estruturas da Mb de Equus caballus disponíveis no 

Protein Data Bank. Dentre estas, soluções cristalográficas foram selecionadas de trabalhos 

diferentes (diminuindo efeitos de correlação) e com resolução mínima de 2,6 Å. Algoritmos 

presentes no servidor 2StrucCompare (DREW; JANES, 2019) foram implementados para 

verificar se a proporção de estrutura secundária em cada um dos PDB’s se manteve constante. 

O teste de chi-quadrado (𝜒2) foi utilizado com um nível de significância de 1%, e com a 

hipótese nula de que o valor médio de 𝛼-hélices é uma boa representação para as estruturas 

selecionadas (HEUMANN; SHALABH, 2016). 
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Em seguida, espectros de CD foram preditos para cada estrutura PDB utilizando dois 

métodos diferentes, o PDBMD2CD (DREW; JANES, 2020) e o SESCA (NAGY et al., 2019). 

Cada espectro foi então desconvoluido utilizando os quatro algoritmos citados na seção anterior 

e foram tomados as médias e os desvios padrões dos resultados de 𝛼-hélices. Este valor foi 

utilizado como um resultado semi-teórico a ser comparado com os valores obtidos 

experimentalmente. Nesta etapa foram realizados o teste-z e o teste-t com um nível de 

significância de 5% . A hipótese nula prevê os valores experimentais e semi-teórico como 

equivalentes (HEUMANN; SHALABH, 2016).   
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V - Resultados e Discussão 

V.1 Calibração do espectrofotômetro  

 

É necessário ter bastante cautela nas condições experimentais para evitar erros na hora 

de interpretar os dados. Como todos os espectros da Mb foram tomados utilizando o mesmo 

espectrofotômetro, é preciso garantir que este não gere erros sistemáticos devido à má 

calibração. Além disso, uma boa calibração irá permitir a comparação de espectros obtidos por 

equipamentos distintos. Como mencionado em Miles e Wallace (2009), medidas de CD 

tomadas em dois instrumentos diferentes podem, muitas vezes, apresentar pequenas diferenças 

na magnitude espectral ou no comprimento de onda. Leves diferenças na polarização da luz 

incidente e a fonte de luz são exemplos de variáveis que podem produzir essa disparidade. Para 

evitar esses artefatos experimentais, é importante realizar a calibração de todos os equipamentos 

de CD (tanto calibração da magnitude espectral, quanto do comprimento de onda) antes de 

coletar os espectros. 

A calibração do espectrofotômetro de CD é tipicamente feita utilizando compostos 

padrões que apresentam picos com elipticidade molar conhecida. O valor absoluto Δ𝜀 no 

espectro de CD de uma solução de D-(+)-10-ácido camforsufônico (CSA) é utilizado nos 

comprimentos de onda de 290,5 nm e 192,5 nm. A razão destes picos deve ser próxima de 2.  

A figura 9 apresenta o espectro de CSA obtido com o equipamento utilizado nesse trabalho, a 

razão 𝜃190,5/𝜃290,5 ficou próxima de 2,08, o que indica que o equipamento estava bem calibrado 

durante as medições.  

 Figura 9 – Espectro de calibração do espectrofotômetro com CSA  

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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V.2 Modelo semi-teórico da Mb 

 

A tabela 4 resume os resultados de porcentagem de hélices alfa para cada um dos PDB 

selecionados para a Mb. Da segunda à quinta coluna são apresentados os resultados de quatro 

algoritmos presentes no 2StrucCompare (DSSP, STRIDE, PSEA e STICKS) e o resultado de 

consenso entre eles (Consensus). A tabela ainda apresenta as médias entre todos os PDB de 

porcentagem de hélices alfa para cada um dos algoritmos, e consenso, o qual resultou em 

73,4 ± 0,3% (~112 resíduos de aa) para essa estrutura secundária. O DSSP apresentou o maior 

desvio padrão (1,6%) equivalente a uma diferença aproximada de 2,5 resíduos de aa, o que é 

insuficiente para completar uma volta de 𝛼-hélice (~3,6 resíduos de aa). A última linha da tabela 

apresenta os p-valores encontrados utilizando o teste 𝜒2, . Assim, não é possível rejeitar a 

hipótese nula de que a média das porcentagens de 𝛼-hélice é uma boa representação para o 

conjunto com um nível de significância de 1%. 

 Em seguida, foi predito um espectro de CD para cada estrutura resolvida utilizando os 

métodos PDBMD2CD e SESCA. A figura 10 representa os espectros gerados para ambos os 

métodos. É notável a presença do pico em torno de 192 nm e dois vales em 208 e 222 nm, perfil 

característico de estruturas do tipo 𝛼-hélice. Esses espectros foram então desconvoluídos 

individualmente utilizando o Dichroweb e o BestSel. As porcentagens para cada PBD do 

resultado obtido através dos espectros do PDBMD2CD estão representadas nas colunas 6 a 10 

da tabela 4.  

 A figura 11 apresenta o espectro obtido através da média ponto a ponto dos espectros 

de CD de todas as soluções cristalográficas para os dois métodos utilizados, cuja barra de erro 

representa o desvio padrão destas soluções. Na figura ainda está presente o espectro 

experimental obtido com três varreduras, velocidade de 50 nm/min, resposta de 1 s, 1 nm de 

intervalo, concentração de proteína de 0,08 mg/mL e sem NaCl em solução, esse espectro foi 

considerado padrão, pois cada variação de parâmetro manteve fixado os parâmetros restantes 

deste espectro. Analisando a figura 10 é possível observar que os três espectros são 

equivalentes, considerando as barras de erro.  

 Por fim, a tabela 3 compara os resultados de desconvolução da média dos espectros 

semi-teóricos com a média das desconvoluções individuais dos espectros para ambos os 

métodos implementados. É possível notar que por mais que haja uma pequena mudança nos 

valores, ao considerarmos a incerteza no valor médio, ambos são considerados equivalentes 

para todos os algoritmos.  
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Tabela 3 – Estimativa do conteúdo de 𝜶-hélices para os espectros semi-teóricos. 

Método Algoritmo Espectro Médio 
Média dos 

espectros 
σ 

 CDSSTR 0,750 0,747 0,018 

PDBMD2CD Selcon3 0,688 0,688 0,018 

 ContinLL 0,721 0,713 0,021 

 BestSel 0,650 0,656 0,022 

 CDSSTR 0,730 0,735 0,014 

SESCA Selcon3 0,698 0,697 0,014 

 ContinLL 0,700 0,700 0,013 

 BestSel 0,663 0,664 0,017 

 

 Figura 10 – Espectros de CD gerados a partir do PDB  

 

 

 

 (a) PDBMD2CD (b) SESCA Fonte: Elaborado pelo autor 
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 Figura 11 – Espectros semi-teóricos  

 

 

 

 Média de 31 soluções cristalográficas gerados pelo PDBMD2CD e SESCA 

comparado com o espectro experimental tomado com os parâmetros 

padrões. 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Tabela 4 – Estruturas cristalográficas selecionadas e comparação de seu conteúdo de 𝜶-

hélices. 

 

PDB resolução (Å) DSSP STRIDE PSEA STICKS Consensus Selcon Contin-LL CDSSTR BeStSel 

1azi 2 0,730 0,780 0,800 0,740 0,710 0,659 0,670 0,680 0,633 

1dwt 1,4 0,760 0,800 0,820 0,740 0,770 0,675 0,702 0,740 0,652 

1gjn 1,35 0,750 0,800 0,780 0,740 0,730 0,679 0,704 0,740 0,658 

1hrm 1,7 0,750 0,790 0,760 0,740 0,730 0,679 0,704 0,740 0,658 

1npf 1,9 0,760 0,800 0,790 0,740 0,740 0,693 0,706 0,750 0,662 

1rse 1,7 0,760 0,800 0,770 0,740 0,730 0,672 0,702 0,740 0,618 

1wla 1,7 0,750 0,790 0,770 0,740 0,710 0,676 0,685 0,730 0,644 

2frj 1,3 0,760 0,800 0,780 0,740 0,730 0,675 0,702 0,740 0,652 

2frk 1,3 0,790 0,820 0,780 0,740 0,760 0,716 0,742 0,770 0,667 

2in4 2,15 0,780 0,820 0,770 0,740 0,730 0,707 0,734 0,770 0,655 

2nss 2 0,800 0,800 0,800 0,740 0,720 0,730 0,744 0,790 0,675 

2o5o 1,6 0,770 0,800 0,790 0,740 0,750 0,708 0,723 0,770 0,687 

2o5t 1,6 0,770 0,800 0,780 0,740 0,740 0,704 0,727 0,760 0,688 

2v1e 1,3 0,760 0,800 0,780 0,740 0,730 0,670 0,708 0,730 0,635 

2vlx 1,3 0,770 0,800 0,780 0,740 0,730 0,710 0,735 0,760 0,699 

2vm0 1,6 0,750 0,780 0,780 0,740 0,730 0,674 0,709 0,730 0,643 

3hc9 2 0,760 0,800 0,780 0,740 0,720 0,697 0,727 0,750 0,639 

3rj6 1,23 X 0,800 0,790 0,740 0,750 0,668 0,693 0,740 0,643 

3v2v 1,65 0,770 0,790 0,780 0,720 0,750 0,686 0,693 0,760 0,657 

3vau 1,7 0,760 0,80 0,820 0,750 0,770 0,684 0,717 0,760 0,658 

3wft 1,3 0,750 0,790 0,810 0,740 0,760 0,699 0,710 0,730 0,67 

4dc7 1,5 0,770 0,800 0,780 0,740 0,730 0,679 0,714 0,750 0,635 

4ns2 1,18 0,750 0,800 0,750 0,740 0,710 0,671 0,701 0,720 0,610 

4twu 1,08 0,750 0,780 0,750 0,740 0,730 0,688 0,720 0,750 0,657 

5azq 1,4 0,740 0,800 0,800 0,740 0,770 0,673 0,703 0,740 0,646 

5cn9 1,8 0,760 0,790 0,770 0,740 0,730 0,675 0,702 0,740 0,652 

5d5r 1,6 0,770 0,790 0,790 0,740 0,740 0,717 0,753 0,760 0,674 

5yl3 1,5 0,760 0,810 0,790 0,750 0,750 0,684 0,717 0,760 0,658 

5z7e 1,8 0,760 0,810 0,800 0,740 0,730 0,670 0,708 0,730 0,635 

5zze 1,42 0,780 0,800 0,780 0,740 0,740 0,718 0,743 0,780 0,712 

6ls8 2,3 0,760 0,790 0,790 0,740 0,730 0,703 0,717 0,760 0,671 

  Média 0,763 0,798 0,783 0,739 0,734 0,688 0,713 0,747 0,656 

  Desvio padrão 0,016 0,010 0,014 0,005 0,016 0,018 0,018 0,021 0,022 

  
Desvio padrão 

da média 
0,003 0,002 0,003 0,001 0,003 0,003 0,003 0,004 0,004 

 p-valor 0,786 0,635 0,025 0,459 0,254 - - - - 
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V.3 Resultados de desconvolução da Mb 

 

A figura 12 resume os resultados de desconvolução obtidos para cada algoritmo e 

parâmetro variado. Em cada gráfico estão representados todos os parâmetros em ordem 

crescente da esquerda para direita. A linha preta representa a média entre os valores do SESCA 

e do PDBMD2CD para estrutura secundária obtida por cada algoritmo utilizando (ContinLL, 

CDSSTR, Selcon3 e BeStSel). A linha tracejada representa um intervalo de dois 𝜎, que foi 

propagado através das incertezas estimadas por Monte Carlo para os dois modelos semi-

teóricos. Uma discussão para cada um dos parâmetros está presente nas seções seguintes (V.4 

até V.10). Em seguida, as seções V.11 e V.12 interpretam resultados estatísticos extraídos 

através dos espectros da Mb.  

 

 Figura 12 – Resultado das desconvoluções para os quatro algoritmos utilizados.  

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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V.4 Número de varreduras 

 

A figura 13 apresenta os espectros tratados utilizando 1, 3, 4 e 9 varreduras independentes. 

Como o espectro final é uma média das varreduras, a incerteza no espectro é igual ao desvio 

padrão da média. Entretanto, neste trabalho, todos os espectros foram subtraídos de um espectro 

de base (tampão) o qual foi tomado apenas com 3 varreduras. Assim, as incertezas finais 

presentes no espectro são propagadas através da incerteza do espectro da Mb e do espectro do 

tampão. Dessa forma, na figura 13, por mais que com apenas uma varredura seria impossível 

definir um desvio padrão da média, o espectro em preto ainda apresenta uma barra erro, que 

representa justamente o desvio padrão da média do espectro do tampão. Todavia, em um cenário 

em que um usuário realizasse apenas uma varredura para a proteína e para o tampão, não seria 

possível estimar a incerteza da forma proposta neste trabalho, e por consequência seria 

impossível utilizar o método tipo-Monte Carlo para estimar a incerteza na porcentagem de 

desconvolução.  

Não é possível notar uma mudança significativa no formato dos espectros obtidos 

utilizando mais do que 3 varreduras. Há apenas uma leve diminuição na barra de erro quando 

utilizamos 9 varreduras, visto que o desvio padrão da média é dividido por um fator de 3. A 

figura 14 apresenta os espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo para cada caso, nela é 

notável que não houve grande alteração nos espectros preditos, o que é resultado direto do 

tamanho pequeno das barras de erro.  

A tabela 5 apresenta os resultados de desconvolução para os 3 algoritmos presentes no 

Dichroweb, assim como o desvio padrão estimado pelo método tipo-Monte Carlo, o valor de 

NMRSD, e os p-valores para os dois testes estatísticos implementados. O único caso no qual é 

possível rejeitar a hipótese nula (de que o resultado de desconvolução experimental é 

equivalente ao Semi-Teórico) com um nível de significância de 5% é quando utilizamos o 

algoritmo ContinLL para n = 1. Todos casos restantes não rejeitam a hipótese nula e apresentam 

valores de 𝛼-hélices equivalentes dentro de um intervalo de dois 𝜎. É interessante notar que 

para todos os casos, o CDSSTR indicou o maior valor para essa estrutura secundária, e maior 

𝜎, por mais que apresentasse menor NRMSD.  
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 Figura 13 – Espectros de CD variando o número de varreduras.  

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Tabela 5 – Resultados de desconvolução e testes estatísticos para o número de 

varreduras. 

Número de 

varreduras 

(nm/min) 

Método  
Proporção de 

𝜶-hélices 
σ NRMSD 

Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA 

Teste Z Teste t Teste Z Teste t 

p valor p valor 

1 CDSSTR 0,801 0,032 0,010 0,155 0,164 0,055 0,065 

  Selcon 3 0,740 0,016 0,085 0,034 0,039 0,046 0,052 

  ContinLL 0,770 0,008 0,081 0,004 0,006 0,000 0,000 

3 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,092 0,101 

  Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,332 0,337 

  ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,203 0,209 

4 CDSSTR 0,766 0,039 0,011 0,679 0,682 0,459 0,466 

  Selcon 3 0,702 0,012 0,072 0,536 0,539 0,798 0,799 

  ContinLL 0,717 0,016 0,069 0,856 0,857 0,411 0,416 

9 CDSSTR 0,769 0,048 0,013 0,684 0,691 0,500 0,507 

  Selcon 3 0,697 0,012 0,077 0,689 0,687 0,998 0,998 

  ContinLL 0,693 0,013 0,060 0,361 0,365 0,675 0,677 
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 Figura 14 – Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo para diferentes 𝑛.  

 

 

 

 

 

(a) n=1, (b) n=3 (padrão), (c) n=4 e (d) n=5. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

V.5 Velocidade de varredura 

 

 Aumentar da velocidade de varredura é uma estratégia muito utilizada para obter mais 

varreduras em um intervalo de tempo limitado. Entretanto, as figuras 15, 16 e os resultados 

presentes na tabela 6 demonstram que escolher velocidades muito altas podem afetar 

significativamente a qualidade dos resultados obtidos. Na figura 15, nota-se que após tratar os 

dados, todos os espectros são equivalentes nas barras de erro, entretanto para a velocidade de 

500 nm/min há um aumento abrupto do HT próximo a 190 nm quando comparado com as outras 

velocidades. Isso demonstra que menos fótons estão interagindo com o fotomultiplicador, e, 

por consequência, há uma diminuição na relação 𝑆/𝑅, o que aumenta a barra de erro presente 

nesta região. Este efeito se torna evidente ao analisarmos os espectros obtidos pelo método tipo-

Monte Carlo (figura 16), os quais apresentam uma maior dispersão na região acima de 195 nm. 
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 Analisando a tabela 5, nota-se que para a velocidade de 500 nm/min há uma perda de 

precisão e acurácia nos resultados. Para os três algoritmos as porcentagens de 𝛼-hélices foram 

inferiores a 70% e apresentaram os maiores 𝜎. Esses valores se refletem nos p-valores obtidos, 

que foram os menores de todos, e para o CDSSTR foram tão baixos que somos capazes de 

rejeitar a hipótese nula com uma significância de 5%. É interessante ressaltar que para o 

intervalo de medição de 270 a 190 nm, com uma velocidade de 200 nm/min é possível obter 3 

varreduras em 72 s. Nesse mesmo período, com uma velocidade de 500 nm/min é possível obter 

apenas 7 varreduras completas. De acordo com a seção anterior, não é esperado que um 

aumento de 4 varreduras seja o suficiente para melhorar significativamente o espectro final.  

 

Tabela 6 – Resultados de desconvolução e testes estatísticos para a velocidade de 

varredura. 

Velocidade de 

varreduras 

(nm/min) 

Método  
Proporção de 

𝜶-hélices 
σ NRMSD 

Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA 

Teste Z Teste t Teste Z Teste t 

p valor p valor 

20 CDSSTR 0,759 0,035 0,015 0,776 0,778 0,520 0,526 

  Selcon 3 0,688 0,012 0,079 0,987 0,987 0,618 0,620 

  ContinLL 0,702 0,026 0,058 0,722 0,724 0,966 0,966 

50 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,092 0,101 

  Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,332 0,337 

  ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,203 0,209 

100 CDSSTR 0,701 0,043 0,014 0,328 0,336 0,449 0,456 

  Selcon 3 0,678 0,012 0,102 0,650 0,652 0,313 0,318 

  ContinLL 0,701 0,015 0,065 0,610 0,613 0,980 0,980 

200 CDSSTR 0,721 0,046 0,015 0,606 0,610 0,778 0,781 

  Selcon 3 0,684 0,016 0,066 0,877 0,877 0,548 0,551 

  ContinLL 0,696 0,014 0,059 0,455 0,458 0,817 0,818 

500 CDSSTR 0,609 0,039 0,007 0,002 0,004 0,002 0,006 

  Selcon 3 0,649 0,031 0,116 0,265 0,273 0,149 0,161 

  ContinLL 0,645 0,024 0,097 0,025 0,031 0,044 0,054 
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 Figura 15 – Espectros de CD com diferentes velocidades de varredura.  

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 Figura 16 – Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo, para diferentes 𝑣.  

 

 

 

 (a) v=20nm/min, (b) v=100nm/min, (c) v=200nm/min e (d) v=500nm/min 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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V.6 Resposta de varredura 

  

Conforme a figura 17 é evidente que uma menor resposta de varredura diminui a relação 

sinal-ruído. Para 0,25 s nota-se um espectro mais ruidoso, que se torna ainda mais visível ao 

observar os espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo presentes na figura 18, que 

apresenta diversos bicos não diferenciáveis. À medida que aumentamos a resposta, há uma 

melhora na relação 𝑆/𝑅. A partir da equação (38), uma mudança no D.I.T. de 0,25 s para 2 s 

aumenta a relação 𝑆/𝑅 em um fator de √8, o que se traduz na figura 18-c apresentando um 

espectro muito menos ruidoso.  

Pela da tabela 7 é notável que para um D.I.T. de 0,25s o algoritmo CDSSTR apresentou 

uma porcentagem de 𝛼-hélice muito abaixo de 70%, mesmo apresentando um NRMSD baixo, 

o que deixou o resultado fora da zona de confiança na figura 12. Utilizar uma resposta de 0,5s, 

aumentando 𝑆/𝑅 em um fator de √2 foi o suficiente para obter uma porcentagem de 𝛼-hélice 

aceitável para todos os algoritmos, o que não permite a rejeição da hipótese nula em nenhum 

dos testes.  

 

 Figura 17 – Espectros de CD com diferentes respostas de varredura.  

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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 Figura 18 – Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo para diverentes 

D.I.T 

 

 

 

 

 (a) D.I.T.=0,25s, (b) D.I.T.=0,5s, (c) D.I.T. = 2s. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 

Tabela 7 – Resultados de desconvolução e testes estatísticos para a resposta de 

varredura. 

D.I.T. 

(s) 
Método  

Proporção de 

𝜶-hélices 
σ  NRMSD 

Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA 

Teste Z Teste t Teste Z Teste t 

p valor p valor 

0,25 CDSSTR 0,594 0,043 0,002 0,001 0,003 0,002 0,005 

  Selcon 3 0,723 0,037 0,146 0,389 0,397 0,501 0,508 

  ContinLL 0,727 0,024 0,139 0,636 0,639 0,328 0,335 

0,50 CDSSTR 0,689 0,046 0,008 0,244 0,254 0,336 0,346 

  Selcon 3 0,688 0,018 0,094 0,992 0,992 0,706 0,708 

  ContinLL 0,717 0,032 0,086 0,923 0,924 0,640 0,644 

1,00 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,092 0,101 

  Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,332 0,337 

  ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,203 0,209 

2,00 CDSSTR 0,764 0,038 0,014 0,703 0,706 0,476 0,483 

  Selcon 3 0,665 0,009 0,100 0,251 0,258 0,051 0,057 

  ContinLL 0,690 0,008 0,057 0,234 0,241 0,468 0,472 
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V.7 Intervalo de varredura 

  

A figura 19 apresenta os espectros tomados utilizando diferentes intervalos de varredura. 

É possível notar que, quanto menor o intervalo, mais ruidoso é o espectro final. Por mais que 

com um intervalo de 2,0 nm podemos de obter informação sobre o formato do espectro, esse 

intervalo não se mostrou vantajoso, dado que nenhum dos servidores de desconvolução 

utilizados foram capazes de analisá-lo.  

Em relação a intervalos menores do que 1,0 nm houve uma melhora aparente na precisão 

dos resultados, principalmente em relação ao algoritmo CDSSTR. Entretanto, um passo de 

1,0 nm foi o suficiente para produzir um espectro de qualidade e um resultado de desconvolução 

incapaz de rejeitar a hipótese nula.  

 

 Figura 19 – Espectros de CD com diferentes intervalos de varredura.  

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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 Figura 20 – Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo, para intervalos de (a) 

0,2nm e (b) 0,5nm. 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Tabela 8 – Resultados de desconvolução e testes estatísticos para o intervalo de 

varredura. 

 

Intervalo 

(nm) 
Método  

Proporção de 

𝜶-hélices 
σ  NRMSD 

Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA 

Teste Z Teste t Teste Z Teste t 

p valor p valor 

0,2 CDSSTR 0,750 0,041 0,011 0,951 0,957 0,729 0,732 

 Selcon 3 0,708 0,013 0,090 0,375 0,379 0,566 0,568 

 ContinLL 0,704 0,023 0,077 0,764 0,765 0,887 0,888 

0,5 CDSSTR 0,763 0,029 0,011 0,667 0,670 0,389 0,397 

 Selcon 3 0,699 0,014 0,105 0,644 0,646 0,929 0,930 

 ContinLL 0,707 0,018 0,076 0,819 0,820 0,758 0,759 

1,0 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,449 0,456 

 Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,313 0,318 

 ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,980 0,980 

2,0 CDSSTR - - - - - - - 

 Selcon 3 - - - - - - - 

 ContinLL - - - - - - - 

 

  

V.8 Menor comprimento de onda 

  

O menor comprimento de onda em que se pode tomar um espectro de CD com confiança 

é um importante parâmetro a ser controlado. Geralmente esse controle se dá através do HT. 

Lâmpadas Xenon em equipamentos de bancada emitem menos fótons na região abaixo dos 

200 nm, desta forma, nessa região há um aumento natural do HT, o qual deve ser mantido 
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preferencialmente abaixo de 700V.  Alguns fatores como a pureza do gás N₂ utilizado no 

equipamento e o tempo de vida da lâmpada podem contribuir para esticar por alguns 

nanômetros a região de medição, sem aumentar significativamente o ruído no espectro.  

Com o espectrofotômetro da Jasco, obtivemos um espectro de CD até 185 nm com HT 

abaixo de 700 V. Em 183 nm o HT alcançou um valor de 770 V, ainda abaixo de sua saturação 

(1000 V). Nos espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo, é possível notar um leve 

aumento no ruído abaixo de 190 nm. Entretanto, o ruído não afetou significativamente os 

resultados de desconvolução (tanto com cutoff em 190 nm, quanto 200 nm). Por outro lado, 

realizar um cutoff manual, ou seja, tomar o espectro até 200 nm não apresentou nenhuma 

vantagem evidente.  Perder a informação contida no pico em 190 nm aumentou tanto o desvio 

padrão, quando o NRMSD obtidos (tabela 9). 

 

 Figura 21 – Espectros de CD com diferentes cutoff  

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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 Figura 22 – Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo para diferentes cutoff  

 

 

 

 (a) 200nm e (b) 183nm 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 

Tabela 9 – Resultados de desconvolução e testes estatísticos para o menor comprimento 

de onda. 

Menor 𝝀  

(nm) 
Método  

Proporção de 

𝜶-hélices 
σ  NRMSD 

Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA 

Teste Z Teste t Teste Z Teste t 

p valor p valor 

183 Bestsel¹ 0,653 0,028 0,019 0,911 0,911 0,397 0,869 

 Bestsel² 0,649 0,037 0,025 0,869 0,870 0,170 0,179 

190 Bestsel¹ 0,689 0,024 0,018 0,312 0,317 0,397 0,170 

 Bestsel² 0,709 0,040 0,025 0,250 0,260 0,402 0,179 

200 Bestsel² 0,692 0,055 0,026 0,543 0,548 0,424 0,431 

¹Cutoff de 190nm  

²Cutoff de 200nm 

 

V.9 Concentração de proteína  

  

O efeito da concentração da amostra no espectro de CD está representado na figura 22, 

não normalizada para Δ𝜀. Segundo a lei de Beer-Lambert, a absorbância é diretamente 

proporcional a concentração, e este fenômeno pode ser observado tanto na figura 23, quanto na 

figura 25, que apresenta o ajuste linear dos valores de 𝜃 para os comprimentos de onda de 

192 nm (figura 25-a) e 208 nm(figura 25-b). Se não há proteína em solução, a luz que chega ao 

fotomultiplicador é linearmente polarizada, logo não há espectro de CD. Isso justifica a 

convergência de ambas as retas para o ponto (0,0).  

Com auxílio do método tipo-Monte Carlo (figura 24), é possível notar que quanto menor 

a concentração, mais ruidoso se torna o espectro, e é mais difícil de localizar os dois vales na 
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região >200 nm. Por outro lado, quanto maior a concentração, mais fótons são absorvidos, 

aumentando consideravelmente o HT na região abaixo de 220 nm.  

Conforme a tabela 10, concentrações muito baixas de proteína afetam significativamente 

os resultados de desconvolução, isso pode surgir devido a diversos fatores, por exemplo, pela 

dificuldade de diferenciar dois vales na região acima de 200 nm, ou então pelo aumento da 

fração 𝜎𝑐/𝑐 que segundo a seção V.12 pode gerar distorções na distribuição ponto a ponto dos 

valores de Δ𝜀. Para as concentrações menores que 0,08 mg/mL houve uma baixa acurácia nos 

resultados preditos, e uma diminuição da precisão (aumento do desvio padrão) para os três 

algoritmos utilizados. É interessante ressaltar os valores elevados de NRMSD obtidos pelo 

ContinLL e pelo Selcon 3, o que demonstra uma dificuldade de ajustar os espectros contidos na 

base de dados, com o espectro de interesse. Muitos espectros gerados pelo método tipo-Monte 

Carlo foram estimados em poucos passos como possuindo 100% de 𝛼-hélices pelo ContinLL, 

o que é um sinal claro de que o algoritmo não está conseguindo ajustar o espectro experimental.  

 

 Figura 23 – Espectros de CD com diferentes concentrações de proteína  

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 Figura 24 – Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo, para diferentes 

concentrações de proteína. 
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 (a) 0,02 mg/mL, (b) 0,04 mg/mL, (c) 0,12 mg/mL e (d) 0,16 mg/mL. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 

 

 

Tabela 10 – Resultados de desconvolução para a concentração de Mb. 

 

 

Concentração 

de Mb 

(mg/ml) 

Método  
Proporção de 

𝜶-hélices 
σ  NRMSD 

Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA 

Teste Z Teste t Teste Z Teste t 

p valor p valor 

0,02 CDSSTR 0,510 0,050 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 

 Selcon 3 0,767 0,041 0,223 0,077 0,089 0,104 0,118 

 ContinLL 0,959 0,082 0,221 0,003 0,008 0,002 0,005 

0,04 CDSSTR 0,641 0,029 0,003 0,003 0,005 0,004 0,007 

 Selcon 3 0,747 0,036 0,140 0,332 0,154 0,193 0,205 

 ContinLL 0,868 0,113 0,187 0,143 0,190 0,140 0,156 

0,08 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,449 0,456 

 Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,313 0,318 

 ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,980 0,980 

0,12 CDSSTR 0,769 0,054 0,012 0,381 0,707 0,535 0,542 

 Selcon 3 0,725 0,014 0,080 0,109 0,115 0,158 0,165 

 ContinLL 0,731 0,024 0,069 0,533 0,537 0,247 0,256 

0,16 CDSSTR 0,773 0,041 0,013 0,452 0,587 0,384 0,393 

 Selcon 3 0,702 0,014 0,079 0,618 0,540 0,787 0,788 

 ContinLL 0,729 0,012 0,059 0,452 0,456 0,101 0,108 

 Figura 25 – Ajuste linear da elipticidade contra a concentração de 

mioglobina para (a) 192 nm e (b) 208 nm. 
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 Em (a) o 𝑅2 ajustado foi de 0,99994, o coeficiente angular de 445,46 ± 2,54 

e um coeficiente linear de 1,14 ± 0,15. Em (b) o 𝑅2 obtido foi 0,98235 e os 

coeficientes angular e linear foram -202,73 ± 19,22 e 2,09913 ± 1,11221, 

respectivamente. Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 

V.10 Concentração de NaCl 

  

O cloreto de sódio é utilizado em diversos tampões para mimetizar condições fisiológicas. 

Entretanto, o ânion cloreto possui alta taxa de absorção em comprimentos de ondas abaixo de 

200 nm. Então, por mais que esse ânion não apresenta um espectro de CD característico, ele 

pode aumentar abruptamente o ruído em medidas de CD. Dado que os fótons são absorvidos, 

menos luz é captada pelo fotomultiplicador e rapidamente o nível de HT é saturado. Isso se 

torna evidente ao analisar a figura 26.  

Mesmo para a menor concentração de NaCl o espectro é altamente afetado na região de 

baixo comprimento de onda, isso é refletido em barras de erro maiores, que geram espectros 

mais dispersos pelo método tipo-Monte Carlo. A tabela 11 aponta o comprimento de onda de 



66  Aplicações da espectroscopia de dicroísmo circular e tensiometria em monocamadas de Langmuir 

 

cutoff, ou seja, 𝜆 para o qual o nível de HT é superior a 700 V para cada concentração de NaCl. 

Sem sal em solução, seria possível obter um espectro com baixo ruído até a região de 185 nm, 

entretanto, na presença de Cl- o limite passa a ser pelo menos 11 nm maior, o suficiente para 

perder informações sobre o pico em ~190 nm. Esse fato já é conhecido pelos usuários de CD 

mais experientes, portanto, muitos espectros com a presença de NaCl são interrompidos na 

região de 200 nm. Neste trabalho, foi avaliado o resultado de desconvolução dos espectros 

utilizando o comprimento de onda mínimo como sendo 190 e 200 nm. A tabela 12 apresenta os 

resultados. 

Considerando o cutoff de 190 nm em 75 mM de NaCl, tanto o Selcon3 quanto o ContinLL 

obtiveram resultados de desconvolução que são incapazes de rejeitar a hipótese nula, entretanto 

isso apenas ocorreu devido à grande imprecisão dos dados. O primeiro algoritmo obteve um 

desvio padrão de ~9%, já o segundo, de ~30%, indicando que o resultado não é confiável. Para 

concentrações maiores de sal, a inacurácia no valor de 𝛼-hélice predito foi muito alta para todos 

os algoritmos utilizados, o que acarretou a rejeição da hipótese nula.  

O efeito do corte em 200 nm foi observado através do algoritmo BeStSel. Para este, 

considerar um cutoff de 190 nm leva à rejeição da hipótese nula em todas as concentrações de 

Cl-, entretanto, em 200 nm a porcentagem de 𝛼-hélices foi predita com muito mais acurácia e 

pode ser considerada equivalente ao valor semi-teórico independente da concentração de sal. 

Entretanto, é importante ressaltar que em todos os casos o desvio padrão estimado foi 

relativamente alto, variando entre 4,5% (~6,9 resíduos de aa ou ~2 voltas de hélice) e 7,0% 

(~10,7 resíduos de aa ou ~3 voltas de hélice).  

 

Tabela 11 – Região de Cutoff para cada concentração de NaCl 

[NaCl] (mM) Cutoff (nm) (HT < 700V) HT > 593V* (nm) 

0 185 190 

75 196 197 

150 197 198 

300 198 199 

* Valor do HT a 190nm para solução sem NaCl 

 

 

 

Figura 26 – Espectros de CD com diferentes concentrações de NaCl  
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Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 Figura 27 – Espectros gerados pelo método tipo-Monte Carlo para diferentes 

concentrações de NaCl. 

 

 

 

 

 (a) 75mM, (b) 150mM e (c) 300mM. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Tabela 12 – Resultados de desconvolução e testes estatísticos para a concentração de 

NaCl. 



68  Aplicações da espectroscopia de dicroísmo circular e tensiometria em monocamadas de Langmuir 

 

 

Concentração 

de NaCl 

(mM) 

Método  
Proporção de 

𝜶-hélices 
σ  NRMSD 

Modelo PDBMD2CD Modelo SESCA 

Teste Z Teste t Teste Z Teste t 

p valor p valor 

0 CDSSTR 0,799 0,023 0,012 0,092 0,099 0,092 0,101 

 Selcon 3 0,710 0,014 0,074 0,332 0,337 0,332 0,337 

 ContinLL 0,743 0,015 0,062 0,203 0,209 0,203 0,209 

 Bestsel¹ 0,669 0,024 0,018 0,312 0,317 0,397 0,170 

 Bestsel² 0,709 0,040 0,025 0,250 0,260 0,402 0,179 

75 CDSSTR 0,609 0,059 0,002 0,027 0,037 0,038 0,050 

 Selcon 3 0,667 0,092 0,393 0,820 0,822 0,746 0,749 

 ContinLL 0,563 0,283 0,290 0,597 0,603 0,627 0,633 

 Bestsel¹ 0,474 0.026 0,080 0,000 0,000 0,000 0,000 

 Bestsel² 0,668 0.060 0,013 0,847 0,849 0,708 0,711 

150 CDSSTR 0,527 0,045 0,002 0,000 0,002 0,001 0,002 

 Selcon 3 0,560 0,025 0,542 0,000 0,000 0,000 0,000 

 ContinLL 0,415 0,462 0,488 0,520 0,528 0,538 0,545 

 Bestsel¹ 0,453 0,058 0,096 0,000 0,000 0,000 0,001 

 Bestsel² 0,606 0,045 0,025 0,326 0,355 0,464 0,470 

300 CDSSTR 0,484 0,045 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 

 Selcon 3 0,284 0,123 0,739 0,001 0,004 0,001 0,003 

 ContinLL 0,412 0,379 0,741 0,427 0,437 0,446 0,456 

 Bestsel¹ 0,334 0.071 0,108 0,000 0,000 0,000 0,000 

 Bestsel² 0,672 0.070 0,047 0,831 0,833 0,710 0,713 

¹Cutoff de 190nm  

²Cutoff de 200nm  

 

V.11 Desvio padrão por Monte Carlo x NRMSD 

 

 O NRMSD é um dos parâmetros normalmente utilizados para verificar se uma 

desconvolução foi bem-sucedida ou não. Todos os algoritmos utilizados nesse trabalho 

procuram minimizar o valor de NRMSD, representando que o espectro modelo foi capaz de 

ajustar o espectro experimental. Entretanto, já é conhecido que um valor pequeno de NRMSD 

não necessariamente indica que a desconvolução gerou um resultado acurado (MILES et al., 

2005), isso pode ser verificado facilmente olhando para os valores obtidos pelo CDSSTR na 

tabela 12.  

 Nesse sentido, com uma análise ainda mais cuidadosa das tabelas apresentadas nos 

resultados desta dissertação, é ainda possível observar outro padrão interessante. O CDSSTR 

apresentou o menor valor de NRMSD em quase todos os casos, mas, por outro lado, ele também 

possui os valores mais elevados do 𝜎, obtido pelo método tipo-Monte Carlo. 
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A figura 27 apresenta uma comparação dos resultados de NMRSD e 𝜎 dos três 

algoritmos presentes no Dichroweb, para os 12 resultados mais confiáveis. É possível notar um 

padrão: em todos os casos o CDSSTR apresentou um NMRSD menor do que o Selcon3 e o 

ContinLL, mas estes apresentaram 𝜎 menores, possuindo então um resultado mais preciso. Um 

teste F de Fisher (HEUMANN; SHALABH, 2016) verificou a hipótese nula de que os desvios 

padrões obtidos para o CDSSTR e pelos outros algoritmos são equivalentes. Como 𝜎 foi 

estimado com 19 graus de liberdade, para um nível de significância de 5%, se a variável F for 

maior que 2,168, podemos rejeitar essa hipótese nula.  

Os valores de F estão presentes na tabela 13. Em todos os casos para o Selcon3 somos 

capazes de rejeitar a hipótese nula e concluir que os desvios padrões do CDSSTR foram 

maiores, no nível de significância. Isso também é verdade para onze dos doze casos analisados 

para o ContinLL. Portanto, uma conclusão importante é que um NRMSD baixo não 

necessariamente indica que o resultado de desconvolução foi preciso e nem acurado. Nesse 

sentido, é necessário introduzir novos parâmetros para auxiliar a análise dos usuários, como, 

por exemplo o 𝜎 calculado por Monte Carlo.  

 

 Figura 28 – Comparação do desvio padrão por Monte Carlo com o 

NRMSD  

 

 

 

 

 Comparação entre o desvio padrão estimado para o conteúdo de 𝛼-hélices 

utilizando o método tipo-Monte Carlo (linha sólida) com os valores de 

NRMSD (linha tracejada) para três algoritmos de desconvolução. Os 
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pontos do eixo horizontal representam os doze resultados experimentais 

mais acurados. Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 

Tabela 13 – Resultados do teste F de Fisher comparando os desvios padrões do CDSSTR 

com os demais algoritmos 

 

CDSSTR Selcon 3 ContinLL FSelcon3 FContinLL 

0,023 0,014 0,015 2,587 2,323 

0,039 0,012 0,016 10,054 5,897 

0,048 0,012 0,013 15,096 14,889 

0,035 0,012 0,026 8,507 1,812 

0,043 0,012 0,015 11,854 7,731 

0,046 0,016 0,014 8,659 11,400 

0,046 0,018 0,032 6,474 2,037 

0,038 0,009 0,008 19,974 23,189 

0,041 0,013 0,023 9,910 3,154 

0,029 0,014 0,018 4,351 2,710 

0,054 0,014 0,024 13,828 5,236 

0,041 0,014 0,012 8,521 11,489 

 

 

V.12 O problema da normalização 

 

 A maioria das análises quantitativas e comparativas de espectros de CD depende de um 

processo de normalização dos dados para uma escala que independa da concentração e do 

caminho óptico do porta-amostras, seja para Δ𝜀 ou [𝜃]. Na literatura já existem alguns trabalhos 

explorando os problemas na acurácia da determinação da concentração de proteína utilizada. 
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Por exemplo, Nagy e Grubmüller (2020), demonstram que inacuracia na concentração pode 

levar a desvios de até 30% entre o espectro medido e o espectro real.  

Atualmente existem métodos capazes de auxiliar na estimativa da concentração ideal, 

aumentando a precisão do valor, como, por exemplo a absorção em 205 nm ou 280 nm 

(ANTHIS; CLORE, 2013; KELLY; PRICE, 2009), ou ainda métodos de renormalização do 

espectro, como a minimização do valore de NRMSD do algoritmo ContinLL (MILES et al., 

2005). Além disso, foram desenvolvidos métodos capazes de estimar a estrutura secundária da 

proteína sem a necessidade de normalizar pela concentração (RAUSSENS et al., 2003; 

MCPHIE, 2008). Entretanto, vale ressaltar que os últimos ainda não apresentam todas as 

potencialidades dos métodos tradicionais.  

 De acordo com Miles e Wallace (2009) erros no comprimento do caminho óptico da 

cubeta também são de grande preocupação, visto que para caminhos ópticos pequenos (< 0,001 

cm) pode haver desvios do valor nominal (do fabricante) para o verdadeiro de até 50%. 

Entretanto, os autores demonstram um método para medir com precisão e acurácia o caminho 

óptico. Para comprimentos maiores que 0,01 𝑐𝑚, a incerteza passa a ser da ordem de 1 𝜇𝑚 

(desvio padrão relativo ≈ 0,01), o que é suficientemente preciso. Sendo assim, é possível 

normalizar por 𝑙 sem afetar significativamente o espectro.  

Tendo isto em vista, esta seção foca na origem estatística do problema da normalização, 

em especial da concentração, e em estimar uma precisão ideal para a essa grandeza em medidas 

de dicroísmo circular através do método de Monte Carlo, desconsiderando a incerteza no 

caminho óptico.  

 A função de distribuição que rege uma medida de CD é uma Poisson, mas devido ao 

teorema do limite central, a distribuição do espectro médio converge a uma normal. Em outras 

palavras, é esperado obter valores de 𝜃(𝜆) distribuídos dentro de uma gaussiana centrada na 

média 𝜃̅(𝜆), sendo que cerca de apenas 2,27% dos pontos serão encontrados na região superior 

a 𝜃̅(𝜆) + 2𝜎𝜃, e o mesmo valor para 𝜃(𝜆) <  𝜃̅(𝜆) − 2𝜎𝜃.  

 Considerando a distribuição de probabilidade de uma medida de concentração como 

também sendo uma gaussiana, centrada em 𝑐̅ e com desvio padrão 𝜎𝑐. A distribuição de 

probabilidade da variável Δ𝜀, calculada a partir da equação (40), em que 𝐾(𝑙) é a razão da 

massa molecular pelo caminho óptico dividida pela constante numérica presente na equação 

(31), passa a ser uma distribuição razão (DÍAZ-FRANCÉS; RUBIO, 2012), a qual pode não 

ser mais simétrica.  
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𝛥𝜀(𝜆) = 𝐾(𝑙)

𝜃(𝜆)

𝑐
 (40) 

 

 A incerteza associada a variável normalizada pode ser estimada através da teoria de 

propagação dos erros como sendo: 

 

  
𝜎Δ𝜀

2 =
𝐾(𝑙)2

𝑐2
(𝜎𝜃

2 +
𝜃2𝜎𝑐

2

𝑐2
) (41) 

 

 Para essas análises, é interessante definir a incerteza relativa 𝛿𝑥 =
𝜎𝑥

𝑥
. Com ela, pode-se 

reescrever a equação (40) como: 

 

  
𝜎Δ𝜀

2 = (
𝜃𝐾(𝑙)

𝑐
)

2

(𝛿𝜃
2 + 𝛿𝑐

2) = Δ𝜀2(𝛿𝜃
2 + 𝛿𝑐

2) (42) 

 

  Assim, 𝜎Δ𝜀 depende do valor absoluto de Δ𝜀, logo, regiões de picos e vales tendem a 

apresentar uma maior incerteza. Este fato é corroborado em todos os espectros apresentados 

nesta dissertação.  

 Para avaliar os possíveis valores de 𝛿𝜃 foi utilizado os espectros semi-teóricos gerados 

para a Mb através do PDBMD2CD e do SESCA. Como ambos apresentam resultados 

independentes da concentração, o valor de 𝛿𝜃 é igual ao 𝛿Δ𝜀. Assim, foi tomada a razão 
𝜎Δ𝜀

Δ𝜀
 

ponto a ponto para os dois espectros na região de CD (𝜆 < 240 𝑛𝑚). Os valores encontrados 

estão presentes no gráfico da figura 29. Com este, ignorando a região em que 𝜃 ≈ 0, é possível 

verificar que 𝛿𝜃 está contido no intervalo [0,01;  0,05], com média 0,031 e incerteza 0,010. Em 

outras palavras, a incerteza média desses espectros (sem considerar erros na concentração) é de 

cerca de 3% do valor do Δ𝜀. 

Com esse intervalo definido, podemos avaliar o efeito de 𝛿𝑐 nos espectros de CD. Para 

tanto, foi selecionado o valor de Δ𝜀 do espectro médio do PDBMD2CD, considerando uma 

concentração teórica de 𝑐0 = 0,1 𝑚𝑔/𝑚𝐿  e um comprimento 𝑙 = 0,1 𝑐𝑚 para desnormalizar 

o espectro. Com o resultado, dois processos de Monte Carlo diferentes são realizados. 
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 Figura 29 – Valores de 𝛿𝜃 calculados para os espectros médio da Mb.  

 

 

 

 O pico presente na região entre 200 e 205nm representa pontos com 𝜃 ≈ 0. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

 O primeiro selecionou o comprimento de onda de 192 nm e gerou 10 000 valores de 𝜃 

e 𝑐 a partir das equações expressas em (43), em que 𝑟𝑐 e 𝑟𝜃 representam números aleatórios 

gaussianos no intervalo de [−1;  1], para cada par calculamos o valor de Δ𝜀 correspondente. 

Esses 10 000 valores foram expressos em um histograma, e foi calculada a assimetria e a curtose 

das distribuições. Esse processo foi repetido mais 1000 vezes e foi tomada a média e o desvio 

padrão da assimetria e da curtose, para cinco valores de 𝛿𝜃 entre 0,01 e 0,05 e 𝛿𝑐 variando de 0 

a 0,20.   

  𝑐 = 𝑐0(1 + 𝑟𝑐 ⋅ 𝛿𝑐) 

𝜃 = 𝜃̅(1 + 𝑟𝜃 ⋅ 𝛿𝜃) 
(43) 

   

 A figura 30 apresenta os valores de curtose e assimetria para as diferentes incertezas 

relativas da concentração e da elipticidade. Nota-se que a mudança de 𝛿𝜃 não afetou 

significativamente o comportamento das grandezas estatísticas.  

Além disso, primeiro, entende-se a curtose como sendo um parâmetro capaz de 

caracterizar o achatamento da função de distribuição de probabilidade. Uma distribuição 

normal apresenta curtose igual a três. Quando a curtose é maior que três, a função é nomeada 
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de leptocúrtica e possui caudas mais alongadas (apresenta mais outliers). No caso contrário, a 

função recebe o nome de platicúrtica e aparenta um caráter mais achatado (pontos mais 

próximos do valor médio). Conforme os resultados expressos em Fig. 30-a, a partir de 𝛿𝑐 =

0,04 o valor médio da curtose excedeu 3, considerando as barras de erro, para 𝛿𝑐 > 0,08 

podemos considerar a FDP como sendo leptocúrtica.  

No que lhe concerne, a assimetria (ou obliquidade) traz informação sobre a simetria da 

FDP. Uma distribuição normal possui assimetria igual a zero. Caso a assimetria seja maior que 

zero, a FDP possui uma cauda direita mais pesada (com mais pontos acima da média). No caso 

contrário (assimetria < 0), a cauda esquerda é mais predominante. Segundo a figura 30, um 

𝛿𝑐 = 0,02 é o suficiente para elevar a assimetria, mas apenas em 𝛿𝑐 > 0,04 a assimetria passa 

a ser maior que zero, nas barras de erro. Isso se reflete em uma probabilidade maior de, ao 

normalizar, obter-se um espectro mais “ampliado”. 

O segundo processo de Monte Carlo gerou 10 000 espectros de CD utilizando 𝛿𝜃 =

0,037  a partir do espectro do PDBMD2CD, para 𝛿𝑐 variando de zero a 0,020. A figura 31 

apresenta todos esses resultados, assim como o histograma da distribuição dos valores de Δ𝜀 

em 192nm e o das concentrações. 

É possível notar que com o aumento de 𝛿𝑐 a distribuição dos espectros gerados se torna 

maior (o que é refletido no aumento da curtose). É interessante prestar atenção no 

comportamento da linha pontilhada em verde e vermelho nas figuras (b), que representam, 

respectivamente o intervalo de 2𝜎Δ𝜀 considerando ou não a incerteza da concentração. Para 

𝛿𝑐 = 0,04 a diferença entre elas já se torna evidente, sendo que quanto maior a incerteza relativa 

na concentração, mais pontos ficam fora da região vermelha. A tabela 14 demonstra a 

probabilidade estimada de encontrar pontos acima (𝑃(Δ𝜀 > Δ𝜀̅̅ ̅(1 + 2𝛿𝜃) = 𝑃(𝐴))  e abaixo 

𝑃(Δ𝜀 < Δ𝜀̅̅ ̅(1 + 2𝛿𝜃) = 𝑃(𝐵)) da região em vermelho com o aumento de 𝛿𝑐. Esses valores 

foram estimados como sendo o número de eventos de interesse divido por 10 000. A tabela 15 

apresenta os resultados considerando a incerteza propagada 𝑃(Δ𝜀 > Δ𝜀̅̅ ̅(1 + 2𝛿Δ𝜀) = 𝑃(𝐴′)) e 

𝑃(Δ𝜀 < Δ𝜀̅̅ ̅(1 + 2𝛿Δ𝜀) = 𝑃(𝐵′)). Em ambos casos as incertezas na probabilidade foram 

calculadas através do desvio padrão de 1000 passos de Monte Carlo. 

Para 𝛿𝑐 = 0, tem-se uma simetria na distribuição e uma probabilidade igual para as 

caudas superiores e inferiores, 𝑃(A) = 𝑃(B) =  𝑃(A′) = 𝑃(B′) que é o mesmo valor de uma 

gaussiana. Na tabela 14, torna-se claro que um leve aumento de 𝛿𝑐 para 0,02 já é o suficiente 

para quase duplicar o valor de P(A). 
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Tabela 14 – Probabilidade de encontrar valores de 𝚫𝜺 nos intervalos acima de 2 desvios 

padrões calculados com 𝜹𝒄 = 𝟎. 

 

𝛿𝑐 𝑃(A) 𝜎𝑃(𝐴) 𝑃(𝐵) 𝜎𝑃(𝐵) 𝑃(𝐴) ∪ 𝑃(𝐵) 

0,00 0,0228 0,0015 0,0228 0,0014 0,0456 

0,01 0,0274 0,0016 0,0261 0,0016 0,0535 

0,02 0,0418 0,0020 0,0367 0,0019 0,0785 

0,04 0,0959 0,0030 0,0787 0,0026 0,1746 

0,08 0,2145 0,0040 0,1857 0,0039 0,4002 

0,12 0,2904 0,0045 0,2635 0,0045 0,5539 

0,16 0,3368 0,0048 0,3139 0,0047 0,6507 

0,20 0,3668 0,0047 0,3476 0,0046 0,7144 

0,24 0,3881 0,0050 0,3714 0,0047 0,7595 

 

  

Analisando agora os valores presentes na tabela 15, torna-se evidente o caráter de 

assimetria positiva. Para 𝛿𝑐 = 0,04 já é possível notar que 𝑃(A′) > 𝑃(B′), essa diferença 

(𝑃(𝐴′) − 𝑃(𝐵′)) tende a se acentuar com o aumento de 𝛿𝑐, mas atinge um máximo em torno de 

𝛿𝑐 = 0,42, como apresentado na figura 32. Extrapolando para valores maiores de 𝛿𝑐, em 𝛿𝑐 =

0,84, temos 𝑃(𝐴′) = 𝑃(𝐵′), que pode indicar uma assimetria nula, mas, como ambas as 

probabilidades diferem de 0,0228, a distribuição não volta a ser gaussiana. A partir de 𝛿𝑐 >

0,84, temos 𝑃(𝐴′) < 𝑃(𝐵′), o que indica uma assimetria negativa. 

 

Tabela 15 – Probabilidade de encontrar valores de 𝚫𝜺 nos intervalos acima de 2 desvios 

padrões considerando os valores de 𝜹𝒄. 

 

𝛿𝑐 𝑃(A′) 𝜎𝑃(𝐴) 𝑃(𝐵′) 𝜎𝑃(𝐵) 𝑃(𝐴) ∪ 𝑃(𝐵) 

0,00 0,0227 0,0015 0,0227 0,0015 0,0454 

0,01 0,0233 0,0015 0,0222 0,0014 0,0455 

0,02 0,0250 0,0015 0,0208 0,0014 0,0458 

0,04 0,0295 0,0017 0,0169 0,0013 0,0464 

0,08 0,0407 0,0020 0,0099 0,0010 0,0506 

0,12 0,0522 0,0022 0,0049 0,0007 0,0571 

0,16 0,0640 0,0024 0,0019 0,0004 0,0659 

0,20 0,0760 0,0025 0,0005 0,0002 0,0765 

0,24 0,0876 0,0028 0,0001 0,0001 0,0877 
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 Figura 30 – Curtose e Assimetria estimadas por Monte Carlo da 

distribuição de valores de 𝛥𝜀 em 192nm. 

 

 

 

 

 Curtose (a) e Assimetria (b) estimadas por Monte Carlo (1000 pontos) da 

distribuição de valores de 𝛥𝜀 em 192 nm para o espectro médio da Mb 

gerado pelo PDBMD2CD. As barras de erro também foram estimadas por 

Monte Carlo, utilizando o desvio padrão de 1000 histogramas. Foram 

alterados cinco valores de 𝛿𝜃 presentes na região de interesse destacada na 

figura 29.  Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 31 – Resultados de 10000 variações de Monte Carlo para diferentes razões δc 

(i) 

 

(ii) 

 

(iii) 
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(iv) 

 

(v) 

 

(vi) 
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(vii) 

 

(viii) 

 

   

(a) 10000 espectros gerados a partir do espectro médio obtido pelo PDBMD2CD 

utilizando o método de Monte Carlo, fixando 𝛿𝜃 = 0,037. (b) dispersão dos 10000 

valores de 𝛥𝜀 em 192 nm, a linha tracejada em vermelho representa o intervalo de 

dois desvios padrões considerando 𝛿𝑐 = 0, já a linha pontilhada em verde, 

representa o intervalo de duas incertezas considerando o valor real de 𝛿𝑐. (c) 

histograma normalizado dos valores obtidos para 𝛥𝜀 para os 10000 pontos, a curva 

em vermelho representa uma gaussiana centrada em 𝛥𝜀 = 16,23 𝑀−1𝑐𝑚−1 e 

desvio padrão igual a |𝛥𝜀|√𝛿𝑐
2 + 𝛿𝜃

2 . (d) histograma das 10000 concentrações 

obtidas simuladas por Monte Carlo utilizando o respectivo valor de 𝛿𝑐.  

Os valores de 𝛿𝑐 são: (i) 𝛿𝑐 = 0,00, (ii) 𝛿𝑐 = 0,01, (iii) 𝛿𝑐 = 0,02, (iv) 𝛿𝑐 = 0,04, 

(v) 𝛿𝑐 = 0,08, (vi) 𝛿𝑐 = 0,12, (vii) 𝛿𝑐 = 0,16 𝑒 (viii) 𝛿𝑐 = 0,20.  

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Com esses resultados evidencia-se que a função de distribuição dos pontos do espectro 

após normalização pela concentração permanece sendo aproximadamente gaussiana, 

considerando valores em miligraus precisos (𝛿𝜃 < 0,05), com incerteza relativa na 

concentração da ordem, ou menor que, 4%. Para tanto é necessário o uso de equipamentos de 

alta precisão durante o preparo da amostra, além de garantir uma homogeneidade da solução.  

 

 Figura 32 – P(A’), P(B’) e a diferença entre eles em função de 𝛿𝑐 

variando de 0 a 2 em passos de 0,01. 

 

 

 

 

 A figura foi obtida tomando a média e o desvio 1000 distribuições contendo 

10 000 pontos cada, geradas por Monte Carlo. Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 Em teoria é possível obter soluções com este nível de acurácia para amostras pequenas 

realizando a medição da massa em uma balança analítica de altíssima precisão e utilizando uma 

micropipeta bem calibrada. A partir da teoria dos erros, é possível propagar a incerteza relativa 

na concentração para esse cenário como sendo: 

 

  𝛿𝑐
2 = 𝛿𝑚

2 + 𝛿𝑉
2 (44) 
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 𝛿𝑚 está totalmente influenciado pela quantidade de proteína que está sendo medida: 

quanto maior a massa, menor essa grandeza. Entretanto, medir massas muito grandes não é 

vantajoso e pode gerar desperdícios. Já 𝛿𝑉 depende da acurácia da micropipeta escolhida, que 

varia dependendo do fabricante, do volume nominal, além de sua calibração.  

 Alternativas, consideradas mais confiáveis, para a medição da concentração são as 

técnicas de absorção nos 280 nm, que observa a absorção do triptofano e da tirosina, e a 

absorção nos 205 nm, na qual o cromóforo é a ligação peptídica. Anthis e Clore (2013) 

compararam a incerteza relativa das medidas de absorção nas duas faixas para diferentes 

proteínas. Para a absorção em 280 nm, os valores de 𝛿𝐴280
 variaram dentre 0,009 à ~0,10, já os 

valores de 𝛿𝐴205
 ficaram entre 0,009 e 0,08. O cálculo da incerteza na concentração pelas 

técnicas de absorção também depende do erro relativo no caminho óptico (𝛿𝑙), que é mais difícil 

de ser mensurado.  

 

V.13 Espectros de SRCD da Pln149 

  

O CD é uma técnica também capaz de verificar mudanças conformacionais em 

peptídeos e proteínas. Como exemplo de tal estudo, neste trabalho foram obtidos os espectros 

de SRCD do peptídeo antimicrobiano Pln149. Os resultados apresentados nas figuras 33 e 34 

corroboram os dados publicados por (LOPES et al., 2009; LOPES et al., 2010; LOPES et al., 

2013a; LOPES et al. 2013b; KUMAGAI et al., 2019). A Pln149 é um PAM catiônico, linear e 

majoritariamente não-ordenado em solução aquosa, mas na presença de membranas 

negativamente carregadas, apresenta uma estrutura helicoidal.  

A implementação do SRCD para essas medidas foi de fundamental importância, dado 

que com o alto fluxo de fótons podemos avançar em regiões de menor comprimento de onda 

(𝜆 < 190𝑛𝑚) sem haver uma perda na qualidade do espectro. Essa região apresenta bandas 

importantes para a caracterização de estruturas desordenas, além de uma banda extra (vale em 

𝜆~175𝑛𝑚) no espectro de 𝛼-hélices. Ademais, a grande intensidade da luz nos permite estudar 

amostra com presença de membranas, as quais espalham parte da luz incidente podendo gerar 

distorções nos espectros submetidos à baixa intensidade luminosa. (WALLACE 2009; MILES; 

WALLACE, 2016). 

A Pln149 em solução aquosa e na presença do lipídio zwitteriônico apresenta um 

espectro característico de estrutura desordenada, com um vale na região de 198 nm. Todavia, 

na presença de lipossomas de POPG (negativamente carregadas), o espectro resultante é típico 
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de uma estrutura em 𝛼-hélices, com um pico em 192 nm e dois vales na região entre 208 nm e 

222 nm. Este último com um valor de Δ𝜀𝑒𝑥𝑝 = −7,20 ± 0,06 𝑀−1𝑐𝑚−1.  

 

 Figura 33 – Espectro de SRCD da Pln149 em solução aquosa e na presença de 

lipossomas de POPC e POPG. 

 

 

 

 

 Fonte: Elaborado pelo autor. 

Utilizando a equação (33), obtemos uma taxa 
Δ𝜀𝑒𝑥𝑝

Δ𝜀∞
≈ 0,58. Com 𝑘 = 4,58 obtém-se 

então, 𝑛 ≈ 10,9 amidas. Com essa estimativa simples esperamos encontrar em média entre 10 

e 12 dos 22 resíduos de aa da Pln149 formando a estrutura helicoidal (~45% do PAM). Este 

valor é muito próximo ao estimado em estudos anteriores (LOPES, 2010), que indicam que os 

primeiros 8 resíduos de aa do N-terminal permanecem desordenados, sendo que a 𝛼-hélice é 

formada na região C-terminal. Vale ressaltar que peptídeos são moléculas altamente dinâmicas, 

que estão em equilíbrio ordem-desordem, logo, alternando com frequência a sua estrutura 

secundária. O espectro de CD é um retrato desse equilíbrio e é também uma sobreposição das 

contribuições individuais de todos os peptídeos em solução, dessa forma, a não ser que se 

garanta que todos os PAM estejam com a mesma conformação, análises quantitativas podem 

não ser tão eficazes. Este é um dos motivos que grande parte dos usuários de CD não 

recomendam desconvoluir os espectros de CD de PAM.  

A figura 34 nos permite analisar as contribuições das interações eletroestáticas na 

ligação da Pln149 nas vesículas aniônicas. Com a presença de sal em solução há o aumento da 
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força iônica, havendo uma competição de cargas e uma blindagem dos grupos carregados nas 

cabeças polares dos lipídios, causando uma redução da partição do peptídeo nos modelos 

lipídicos, portanto deixando uma maior fração do peptídeo na fase aquosa (desordenado). No 

espectro é notável a redução da intensidade da banda em 222 nm, acompanhada de um 

deslocamento das bandas de 208 nm 192 nm para a esquerda. Em primeira instância é possível 

compreender os espectros na presença de NaF como sendo a sobreposição dos espectros do 

PAM em solução aquosa e com POPG, como descrita na equação (45), em que 𝛾 é a proporção 

de peptídeos na forma não-ordenada.  

 

 Figura 34 – Espectros de SRCD da Pln149 na presença de NaF  

 

 

 Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

  𝑆𝑁𝑎𝐹
𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜 = 𝛾 ⋅ 𝑆𝑎𝑞𝑢𝑜𝑠𝑎 + (1 − 𝛾) ⋅ 𝑆𝑃𝑂𝑃𝐺 (45) 

   

 Podemos estimar o 𝛾 ideal como sendo aquele que minimiza o valor de NMRSD 

calculado a partir da equação (37), em que 𝑆𝑒𝑥𝑝 representa o valor do espectro contendo NaF, 

e 𝑆𝑚𝑜𝑑 = 𝑆𝑁𝑎𝐹
𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜. A figura 35 apresenta o espectro mais bem ajustado para cada caso. Para 

[NaF] = 0,25 M a proporção 𝛾 otimizada foi igual a 0,71, a qual gerou um NRMSD igual a 

0,3298. Já para [NaF] = 0,50 M, obtivemos 𝛾 = 0,83 e NRMSD = 0,1284. Em ambos casos, o 

espectro sobreposto gerou picos e vales nos mesmos comprimentos de onda que os espectros 

experimentais, mas com intensidade maior, essa diferença pode ser fruto de algum problema na 

normalização dos espectros (incerteza na concentração, por exemplo), ou então a existência de 
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algum outro cromóforo (estrutura intermediária, por exemplo) em solução. De todo modo, é 

interessante notar o aumento de 𝛾 com o aumento de [NaF], isso nos demonstra que há uma 

proporção maior de PAM desordenado em solução, o que pode indicar a importância da 

interação eletroestática para interação peptídeo-membrana.   

 

Figura 35 – Comparação dos espectros de Pln149 na presença 

de NaF com a sobreposição dos espectros da fase desordenada 

com a fase em 𝛼-hélices. 

 

(a) 

 

 

(b) 

 

 

 Fonte: Elaborado pelo autor. 
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VI - Conclusões 

 

 A espectroscopia de dicroísmo circular é uma técnica com grande potencialidade em 

identificar e descrever a estrutura secundária de proteínas e peptídeos nas mais diversas 

condições, e de caracterizar mudanças estruturais nessas moléculas. Como visto neste capítulo, 

a confiança em seus resultados está diretamente ligada a qualidade do espectro coletado, que 

pode ser severamente prejudicada pelas condições da amostra (concentração e tampão), assim 

como pelos parâmetros escolhidos para medição. Nesse trabalho, sete parâmetros de coleta 

foram selecionados e variados como uma forma de verificar se pequenas mudanças neles 

poderiam afetar significativamente o espectro e os processos de desconvolução. Em seguida, 

foi realizada uma análise estatística sobre o problema da normalização pela concentração, e foi 

verificada qual é a precisão ideal da concentração para que a variável normalizada siga uma 

distribuição gaussiana.  

 Para a mioglobina, nas condições apresentadas nesse trabalho, é possível concluir que 

quando o objetivo do usuário é realizar análises qualitativas de CD (i.e. sem realizar processos 

de desconvolução), é possível variar a maioria dos parâmetros utilizados, sem alterar 

significativamente o formato dos espectros. Entretanto, notou-se a necessidade de utilizar pelo 

menos três varreduras e evitar velocidades de varredura muito maiores que 200 nm/min. Uma 

maior cautela, todavia, deve ser tomada ao escolher o tampão, a concentração da proteína e o 

cutoff. O primeiro pode danificar completamente o espectro em presença de alguns íons na 

região de interesse, como, por exemplo o íon Cl-. Além disso, em regimes de baixa 

concentração, torna-se difícil distinguir os dois vales na região > 200 nm, e há um aumento na 

relação 𝑆/𝑅. Por outro lado, ao comparar os valores de desconvolução foi possível notar que 

algumas outras pequenas mudanças nos parâmetros foram capazes de gerar resultados 

incompatíveis, como por exemplo a diminuição da resposta de varredura.  

 Além disso, é interessante ressaltar o poder do método tipo-Monte Carlo para estimar a 

incerteza nos resultados de desconvolução, considerando a incerteza experimental do espectro. 

Isso é um resultado pioneiro desta dissertação, e a implementação de tal método em servidores 

‘online’ como o Dichroweb, poderá enriquecer análises futuras. É importante notar, entretanto, 

que o método é totalmente dependente da qualidade do espectro medido e da forma com que as 

incertezas experimentais foram estimadas, dessa forma é preciso cautela ao utiliza-lo. Com tal 

método, foi possível concluir que valores de NRMSD baixos não implicam em um aumento na 

acurácia e nem na precisão dos valores de desconvolução.  
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 Com os modelos semi-teóricos gerados pelo PDBMD2CD e pelo SESCA, utilizando 

Monte Carlo para gerar distribuições de probabilidade para diferentes incertezas relativas na 

concentração foi possível observar que para 𝛿𝑐 > 0,04 as distribuições deixam de possuir um 

perfil gaussiano. Nesse sentido, é importante investir em métodos para estimar a concentração 

com grande precisão.  

 Por fim, foi realizado um estudo do peptídeo antimicrobiano Plantaricina149 na 

presença de lipossomas lipídicas de diferentes cargas, como um exemplo da aplicação de CD 

no estudo de PAM. Foi possível verificar a mudança da fase não-ordenada para a helicoidal 

através de medidas de SRCD. Na presença de POPG, o PAM adquiriu uma estrutura em 𝛼-

hélice, essa interação é fortemente dirigida devido as cargas opostas do peptídeo e modelo 

aniônico do lipídio, o próximo capítulo contém uma discussão mais detalhada sobre a 

Plantaricina 149.   
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Capítulo 2 – Estudos de peptídeos antimicrobianos: síntese 

de peptídeos em fase sólida e tensiometria em monocamadas 

de Langmuir.  

I – Introdução 

 

O interesse nos PAM cresceu durante as últimas décadas, principalmente com a 

declaração de 2015 da Organização Mundial da Saúde sobre a urgência no desenvolvimento de 

novos fármacos e estratégias capazes de inibir as enfermidades infecciosas geradas por 

microrganismos resistentes a antibióticos (WHO,2015). Os PAM possuem baixa massa 

molecular (~10 a 50 resíduos de aa) e são produzidos como parte do sistema imunológico de 

organismos, onde desempenham um papel fundamental: inibir o crescimento de bactérias, 

protozoários, fungos, leveduras e até vírus (AGEITOS et al., 2017). Em células eucarióticas, 

por exemplo, os PAM representam uma das primeiras formas de defesa natural contra invasão 

por um microrganismo. 

O modo de ação de muitos PAM lineares e catiônicos envolve a interação com a bicamada 

lipídica da membrana celular do microrganismo–alvo, via interações eletromagnéticas (carga-

carga), hidrofóbicas, e outras (HOLLMANN et al., 2018), com o intuito de gerar a ruptura de 

membranas bacterianas e/ou de capsídeos virais (DIAS et al., 2017); ou ainda pode depender 

da penetração do peptídeo no interior das células para se ligar em alvos intracelulares e/ou 

moléculas que interferem na estrutura do DNA (girases e/ou topoisomerares) (BROGDEN, 

2005). Geralmente, a ligação dos PAM às membranas-alvo envolve sua atração eletrostática 

para a superfície das membranas bacterianas. Ao se ligarem às membranas, tais peptídeos 

podem adotar uma estrutura tridimensional mais ordenada (em 𝛼-hélice, fitas-𝛽 ou mesmo 

estruturas mistas) e se integram à superfície externa da membrana. 

Mais comumente, um PAM catiônico linear assume uma conformação de uma hélice 

anfipática, com uma das faces catiônica e outra hidrofóbica (GIANGASPERO et al., 2001). 

Dentre os mecanismos de ação propostos para explicar a desestabilização da membrana causada 

por um PAM (SHAI, 2002), os modelos mais conhecidos são o poro-barril, o poro-toroidal e o 

carpete. Embora diferentes entre si, estes três mecanismos dependem do balanço entre as 

propriedades físico-químicas do peptídeo e também da composição lipídica da membrana 

plasmática do patógeno. Da mesma forma, estes mecanismos não precisam ser mutuamente 
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exclusivos. Um processo pode representar o passo inicial, ou o intermediário de outro (EPAND, 

1999). 

Assim, a informação sobre a estrutura dos PAM é fundamental para descrever o 

mecanismo de ação destas moléculas. Entretanto, não é fácil cristalizar esses peptídeos, e muitas 

vezes é necessário alterar as condições da solução para se obter uma estrutura utilizando NMR. 

Nesse sentido, como foi explorado no capítulo anterior, o dicroísmo circular tem sido 

amplamente utilizando como uma forma confiável de caracterizar a estrutura de tais moléculas.  

Neste capítulo serão exploradas duas técnicas implementadas com este trabalho no grupo 

de Biofísica Aplicada do IFUSP no estudo de PAM, a síntese de peptídeos em fase sólida, cujo 

protocolo foi utilizado para a síntese de peptídeos da família das Temporinas e a tensiometria 

em monocamadas de Langmuir, a qual nos permite verificar a interação de PAM com diferentes 

grupos fosfolipídicos.  

.  
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II – Objetivos 

 

O capítulo possui como objetivo geral explorar aspectos e aplicações de duas técnicas biofísicas 

utilizadas pelo Grupo de Biofísica Aplicada do IFUSP no estudo de peptídeos antimicrobianos, 

como o intuito de auxiliar e guiar os futuros membros do grupo. Para tanto foram realizados: 

 

 Revisão bibliográfica da SPFS e da tensiometria em monocamadas de Langmuir; 

 Ajuste do protocolo da SPFS na síntese de peptídeos da família das temporinas; 

 Mensuração e análise tensiométrica da interação do peptídeo Pln149 com monocamadas 

de Langmuir na presença de diferentes fosfolipídios. 
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III – Materiais e Métodos 

 

III.1 – Síntese de peptídeos em fase sólida. 

  

 Como explorado no capítulo anterior, peptídeos são polímeros de resíduos de 

aminoácidos (resíduos de aa) conectados através de ligações peptídicas, que são geradas através 

de uma reação de desidratação entre dois aa. Essas moléculas estão presentes nos mais diversos 

seres vivos e são de fundamental importância na manutenção dos processos biológicos. A 

primeira síntese em laboratório de um dipeptídeo (dois resíduos de aa ligados pela ligação 

peptídica), ainda protegido (ou seja, sem seus terminais livres) foi realizada em 1882 por 

Theodor Curtius (JARADAT, 2017), sendo que o primeiro dipeptídeo livre foi sintetizado 

apenas duas décadas depois por Ernest Fourneau e Emil Fischer na Universidade de Berlim 

(JARADAT,2017), muitos autores dão à Fischer o título de “pai” da síntese de peptídeos 

(PALOMO, 2014). Fisher realizou diversos trabalhos em síntese química, sendo laureado o 

prêmio Nobel de química em 1902 pela sua contribuição na síntese de açúcares e de purina. 

 Existem duas principais formas de se sintetizar peptídeos, a síntese em solução e a 

síntese em fase sólida (SPFS) (MERRIFIELD, 1963). A diferença mais fundamental delas é o 

grupo utilizado para proteger o terminal carboxílico do primeiro aa da sequência. Se o grupo 

for solúvel aos solventes utilizados durante a reação, a síntese será em solução, caso contrário, 

ou seja, o grupo consista de uma resina insolúvel temos então a SPFS (JARADAT,2017). Esta 

segunda técnica foi desenvolvida por Bruce Merrifield em 1963 e o consagrou o prêmio Nobel 

de química no ano de 1984. Entre as vantagens da SPFS se encontram a utilização de apenas 

um recipiente durante toda a síntese, o que agiliza e simplifica o processo, e promove um 

aumento da eficiência, uma vez que só é preciso clivar o peptídeo no final da síntese e não há 

grandes problemas se o peptídeo deixar de ser solúvel durante o processo (PALOMO, 2014). 

Essas vantagens nos permitem realizar a síntese de cadeias peptídicas mais longas, e até mesmo 

de pequenas proteínas, além de permitir automatizar a síntese (MERRIFIELD, 1986).  

O primeiro passo para a SPFS consiste em selecionar a resina e o linker que será 

utilizado. Existem diversas possibilidades de escolha no mercado, e o desenvolvimento de 

novas resinas continua sendo fruto de pesquisas em andamento. O principal fator que define a 

qualidade da resina é a sua capacidade de inchaço (“swelling capacity” ou “swelling factor”), 

quanto maior esse fator, maior será a taxa de difusão entre os reagentes na rede polimérica, 

aumentando a sua chance de interação (JARADAT,2017). Outro fator importante na escolha da 
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resina é o seu valor de funcionalização (𝑓𝑢𝑛), em 𝑚𝑚𝑜𝑙𝑠/𝑔, que diz respeito à quantidade de 

sítios ativos que ela possui por grama e está relacionada a massa de resina a ser pesada.  

A escolha do linker se dá, normalmente, junto a compra da resina, e ele guiará o tipo de 

clivagem que será realizada no final da síntese. O linker pode ser uma grande variedade de 

grupos, como amidas e ésteres, e será o responsável por conectar o primeiro resíduo de aa à 

resina, dessa forma, deve ser um grupo capaz de resistir aos processos de acoplamento e 

desacoplamento. Os linkers mais comuns conectam o C-terminal do primeiro resíduo de aa 

(primeiro da síntese, último do peptídeo final) à resina, mas existem outras possibilidades, como 

linkers que imobilizam o resíduo de aa via N-terminal, cadeias laterais, e via backbone 

(JARADAT,2017). Neste trabalho foi implementado a resina Rink amida (RINK, 1987), cuja 

modificação já se mostrou eficiente para otimizar a ação dos peptídeos catiônicos nas 

membranas de microrganismos, possuindo um grupo amida como linker e uma funcionalização 

de 0,67 mmols/g.  

Em seguida, é necessário escolher os reagentes utilizados para o acoplamento, nessa 

etapa as carbodiimidas são as mais utilizadas. Para este trabalho foi escolhido a 

diisopropilcarbodiimida (DIC) (SHEEHAN et al. 1961), mas de acordo com Jaradat (2017) há 

pelo menos outras três carbodiimidas que podem ser implementadas. A figura 36, demonstra os 

dois caminhos possíveis de reação do DIC, ambos incluem a ligação do oxigênio presente no 

grupo -OH do aminoácido com o carbono central da carbodiimida, formando um estágio 

zwitteriônico intermediário que logo se transforma na O-acilisourea com o rearranjo dos 

hidrogênios. No primeiro caminho, essa molécula interage com o grupo amino livre preso à 

resina, gerando ureia e acoplando o resíduo de aminoácido na cadeia peptídica. No caminho 

alternativo, a O-acilisourea reage com outro aminoácido livre em solução e forma o anidrido 

simétrico de aminoácidos, que pode reagir com o grupo amina livre e acoplar o aminoácido 

(JARADAT,2017). 

Entretanto, a presença da O-acilisourea é capaz de gerar um processo de racemização, 

ou seja, a conversão de compostos quirais em uma mistura racêmica (solução com 50% dos 

compostos levogiros e a outra metade dextrogiro). Para minimizar essa quebra de quiralidade, 

é comumente utilizado o 1-hidroxibenzotriazole (HOBt) (PALOMO, 2014), que na presença 

de carbodiimidas (DIC, por exemplo) é capaz de interagir com o grupo carboxílico livre do 

aminoácido em solução, formando uma molécula do tipo Ester ativa, que reage com o grupo 

amina livre da cadeia peptídica acoplando mais um resíduo de aminoácido a ela. 
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 Figura 36 – Reações de acoplamento   

 

 

 

 (a) Estrutura molecular do DIC e do HOBt; (b) esquematização das etapas de 

reação do DIC; c) etapas de reação do HOBt. Adaptado de Jaradat (2017). 

 

 

Por último, é necessário escolher a estratégia utilizada para a proteção do aa que será 

acoplado. A proteção é importante, pois evita acoplar dois ou mais aa iguais em sequência no 

mesmo peptídeo, podendo acarretar desperdícios e ineficiência. Há duas estratégias de proteção 

mais utilizadas, e elas vão depender do terminal de origem da síntese (C ou N); geralmente, o 

N-terminal é bloqueado com um grupo tertiloxicarbonil (Boc) ou o 9-fluorenilmethoxicarbonyl 

(Fmoc) (JARADAT,2017).  Nesta dissertação, o Fmoc foi o grupo de proteção implementado.  

Após cada ciclo de acoplamento, esse grupo é removido utilizando uma solução de piperidina 

20% em DMF (dimetilformamida). É importante ressaltar que alguns aa também precisam de 

grupos protetores na sua cadeia lateral, Jaradat (2017) apresenta detalhes sobre esse tipo de 

proteção. 

 Com essas informações já é possível iniciar o protocolo de síntese. O protocolo 

implementado no grupo de biofísica aplicado do IFUSP está descrito na seção a seguir. 

 



III – Materiais e Métodos  93 

 

 

III.1.1 – Protocolo SPFS manual 

A SPFS acontece em ciclos de acoplamento e de desacoplamentos. As figuras 38 e 39 

resumem os passos adotados durante a síntese dos peptídeos dessa dissertação. O protocolo 

implementado segue os seguintes passos: 

 

(1)  Escolha da massa final desejada e cálculo do número de mols(n) e excesso  

 

 A SPFS manual, em geral não nos permite obter uma grande massa final de peptídeo de 

forma tão eficiente quanto uma síntese automatizada, mas é o suficiente para obter resultados 

da ordem de miligramas, dependendo, é claro, do tamanho da coluna utilizada. Uma vez 

definida a massa final (𝑀𝑓), foi necessário calcular o número de mols do peptídeo a partir de 

sua massa molar (𝑀𝑀), 𝑛 = 𝑀𝑓/𝑀𝑀. 

 Em seguida, calculou-se a escala (𝐸𝑠𝑐) que será utilizada para pesar a quantidade de aa 

a ser utilizada, em que o excesso é uma garantia de que o acoplamento acontecerá. Geralmente 

ele é escolhido como 2 (assim como neste trabalho), mas pode variar dependendo da dificuldade 

do acoplamento.  

 

  𝐸𝑠𝑐 = 10 ⋅ 𝑛 ⋅ 𝑒𝑥𝑐𝑒𝑠𝑠𝑜 (46) 

 

 

(2)  Escolha e preparo da coluna  

 

Para este trabalho foi utilizada uma seringa descartável de 10 mL, nela não é 

recomendável obter mais do que 100 mg de peptídeo, valores muito maiores são o suficiente 

para haver transbordamento e desperdício de material.  É interessante se atentar ao formato e o 

material do êmbolo móvel, como este será bastante exigido durante a síntese. De acordo com 

nossos testes, alguns modelos ofereceram maior resistência a se movimentar e maior desgaste 

após vários acoplamentos, o que dificultou a síntese.  

Após a escolha da coluna desejada, é necessário colocar a placa de filtro (frit column 

plate), usualmente de polietileno, na coluna. Uma espátula pode auxiliar nesse processo. É 

importante garantir que ela se encontre completamente paralela ao êmbolo e que não haja frestas 

para vazamentos.  
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(3) Pesagem da resina 

  

A massa da resina a ser pesada foi calculada a partir da funcionalização da resina (𝑓𝑢𝑛) . 

A massa foi calculada pela divisão: 𝑛/𝑓𝑢𝑛. É vantajoso pesar a resina diretamente na coluna, a 

fim de evitar perdas de partículas da resina em frascos. 

 

(4) Solvatação da resina 

 

 A solvatação foi realizada com DCM (diclorometano) e DMF (os solventes podem 

variar dependendo do protocolo). Os dois solventes foram despejados alternadamente duas 

vezes na coluna, com um volume variável, mas é importante garantir que os solventes cubram 

toda a resina. É importante secar a resina com a bomba de vácuo, ou embolo móvel, antes de 

colocar o novo solvente. 

 Segundo o protocolo de Coin et al. (2007), agitar gentilmente a coluna por 1 min antes 

de secar a resina é uma boa prática. Além disso, na primeira lavagem com DCM, os autores 

recomendam deixar a solução descansar por 15 min.  

 

(5) Desbloqueio do grupo Fmoc 

  

Incubou-se a solução de 20% de piperidina (em DMF) na coluna foi submetida a 

agitação leve por 20 minutos. Em seguida solvatamos a resina com DCM e DMF pelo menos 

duas vezes intercaladamente.  

 

(6) Ensaio colorimétrico de Ninhidrina 

  

Nesse passo foi verificado se houve o desacoplamento por meio do teste Kaiser 

(KAISER et al, 1970), conforme descrito a seguir. 

• Colocamos duas gotas das soluções A, B e C em um tubo de ensaio (anexo).  

• Em seguida inserimos uma pequena porção da resina no tubo e 

homogeneizamos a solução.  

• Incubamos o tudo de ensaio por 5 minutos em banho seco à 100°C.  

• Se a solução se tornar azul, o grupo Fmoc foi desacoplado, então podemos 

seguir para o passo (7).  
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• Se a solução permanecer amarelada, voltamos para etapa (5). 

 

(7) Ativação do aminoácido 

  

Pesamos o aa (𝑀𝑀 ⋅ 𝐸𝑠𝑐) num Becker, e no mesmo recipiente adicionamos o HOBt 

(𝑀𝑀𝐻𝑜𝐵𝑡 ⋅ 𝐸𝑠𝑐). Em seguida adicionamos na proporção 1:1 (vol:vol) DMF e DCM e sonicamos 

solução até homogeneizar. Por fim adicionamos o volume correto de DIC (𝑀𝑀𝐷𝐼𝐶 ⋅ 𝐸𝑠𝑐 ⋅ 𝜌𝐷𝐼𝐶
−1 ) 

e sonicamos novamente (~30 s). A solução foi adicionada na coluna e incubada por pelo menos 

2 horas.  

  

(8) Solvatação da resina e ensaio colorimétrico da nihidrina  

 

 Solvatamos a resina com DMF e DCM duas vezes intercaladas, em seguida repetimos 

o teste da Nihidrina explicado em 6. Se a solução ficar azul, significa que o AA não acoplou, 

então devemos voltar para a etapa 7, podendo deixar mais tempo durante a etapa, ou então 

trocar o ativador. Se a solução permanecer amarelada, podemos seguir para etapa 9. 

 

(9) Desbloqueio do Fmoc 

  

Colocamos a solução de 20% de piperidina (em DMF) na coluna e deixamos em 

agitação por 20 minutos. Em seguida solvatamos a coluna com DMF e DCM (intercalando) 

duas vezes.  

  

(10) Ensaio colorimétrico de ninhidrina 

  

Se a solução ficar azul, o grupo Fmoc foi desacoplado, então seguimos para a etapa 5 

ou para etapa 11. Se a solução permanecer amarelada, voltamos para etapa 9. 

 

(11) Clivagem do peptídeo da resina 

  

 A clivagem é uma das etapas mais delicadas da síntese, e é nela em que pode haver 

quedas no rendimento. Dessa forma, existem alguns cuidados que devem ser tomados antes do 

início da clivagem.  
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 É importante lavar a resina duas vezes com ácido acético glacial por um minuto, em 

seguida lavar duas vezes com DCM por mais um minuto, lavar a resina com metanol (2 vezes 

por 1 min), e por fim lavar a resina três vezes com éter etílico, por dois minutos. Em seguida é 

necessário secar totalmente a resina com uma bomba de vácuo e deixar a resina no dessecador 

(de preferência overnight).  

 O coquetel de clivagem é tipicamente preparado com uma mistura de TFA (ácido 

trifluoracético), água, TIS (triisopropilsilano) e/ou EDT (etanoditiol). As proporções variarão 

dependendo dos resíduos de aa presentes na cadeia peptídica. A figura 37, retirada de Cilli et 

al. (2016), apresenta as proporções utilizadas em cada caso. 

 

 Figura 37 – Coquetéis para clivagem dos peptídeos utilizando a química 

Fmoc/tBu. 

 

 

 

 

 Fonte: retirado de Cilli et al, 2016.  

 

 Cilli et al. (2016) ainda descrevem os passos da clivagem para 100 mg de peptidil-resina. 

Primeiro é adicionado 1 mL da do coquetel, sob agitação, adicionando primeiramente os 

supressores da cadeia lateral, seguida do TFA, deixando sobre agitação por 2h ou 4h para 

aminoácidos polares ou apolares, respectivamente. Em seguida, adicionamos 25 mL de éter 

etílico, centrifugamos e desprezamos o sobrenadante (duas vezes). Após isso, a resina foi seca 

(em vácuo), uma solução de água acidulada foi adicionada (0,045% de TFA em água) e 

reservamos o sobrenadante. Repetimos a adição ao menos duas vezes, e por fim liofilizamos o 

sobrenadante.  
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Para facilitar o cálculo das massas dos aminoácidos, resina, HOBt e volume de DIC a 

serem utilizados durante o processo de síntese, foi desenvolvido um script em Python que 

recebe como entrada a sequência do peptídeo, sua massa molecular, a funcionalização da resina 

e a massa em gramas do peptídeo que se quer obter com a síntese. Este programa ainda será 

mais otimizado e ficará como usufruto de novos membros do nosso grupo no IFUSP, e 

futuramente disponibilizado em algum servidor de bioinformática. 

 

 Figura 38 – Etapas da SPFS.  

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 Figura 39 – Protocolo da SPFS implementado no IFUSP  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

III.1.2 – SPFS de peptídeos da família das temporinas 

 

As temporinas (SIMMACO et al., 1998; ROMERO et al., 2020)  são uma família de 

PAM que foram originalmente extraídos de secreções da pele do anfíbio Rana temporaria 

(SIMMACO et al., 1996), mas, atualmente, mais de 130 outros membros desta família foram 

encontrados em diversas espécies de anfíbios (Romero et al., 2020). Esses peptídeos são um 

dos menores PAM encontrado na natureza, variando de 10 a 14 resíduos de aminoácidos, o que 

desperta a atenção e os torna muito interessante para a indústria farmacêutica, visto que podem 

ser mais rapidamente sintetizados, com menor custo e maior rendimento quando comparado 



III – Materiais e Métodos  99 

 

 

com PAM de cadeias maiores. Além disto, as temporinas são os PAM com o menor tamanho 

em 𝛼-hélice encontrados na natureza, representando um modelo mínimo para os peptídeos 

desestabilizadores da membrana celular de microrganismos. Tipicamente, temporinas possuem 

a maioria dos seus resíduos de aa hidrofóbicos (~70%), sendo a leucina o resíduo mais 

abundante.  

Outras propriedades interessantes desta família de PAMs incluem o fato de serem 

geralmente moléculas anfipáticas, com sequências conservadas, amidados na extremidade C-

terminal e portadores de carga líquida catiônica fraca em pH neutro (variando de +2 a +3). Além 

disso, as temporinas atuam contra uma ampla variedade de microorganismos patogênicos 

(bactérias, vírus, fungos filamentosos e leveduras) e apresentam baixa toxicidade para células 

de mamíferos (MAHALKA; KINNUNEN, 2009). 

Para melhor estudar este cenário e colaborar no entendimento do mecanismo de ação de 

peptídeos desta família, propomos a síntese de dois PAM pertencentes a família das temporinas, 

além da síntese de peptídeos mutantes com uma maior carga e momento hidrofóbico, para que 

em próximos trabalhos possam ser utilizadas técnicas biofísicas para investigar as interações 

estabelecidas pelas temporinas em sistemas que mimetizam as membranas de bactérias e 

eucariotos. Tais estudos trarão informação sobre como ocorrem a adsorção e a ligação dos 

peptídeos nestes modelos lipídicos, discriminando quais fatores efetivamente regulam sua 

ligação, e ainda, qual a orientação destes peptídeos nestes sistemas, que pode ser correlacionada 

com o mecanismo de ação utilizado por estes peptídeos.  

A temporina 1Ca, com sequência: FLPFLAKILTGVL (HALVERSON et al., 2000) foi 

escolhida para ser o primeiro peptídeo sintetizado no IFUSP utilizando o protocolo descrito na 

seção anterior. Esse PAM foi identificado na secreção da pele do sapo norte-americano Rana 

clamitans, em 2000. Possuindo 13 resíduos de aa, sendo 69% deles hidrofóbicos, com uma 

carga líquida em pH 7,0 de +2. No estudo original não foi publicado resultados de MIC para 

esse PAM, entretanto, de acordo com a base de dados APD3 (disponível online, 2021), em maio 

de 2020 foi identificada atividade anti-bactérias gram positivas (em S. aureus, MIC de 17 𝜇𝑀), 

anti-bacterías gram negativas (em E.coli MIC de 4 𝜇𝑀) e antifungal (em C. albicans, MIC de 

14 𝜇𝑀), entretanto esses dados ainda não foram publicados em um jornal com revisão por pares. 

Neste trabalho, propusemos a síntese de três análogos, substituindo alguns resíduos de 

aminoácido por lisinas (aminoácido catiônico em pH 7,0) nas posições 6, 10 e em ambas, com 

intuito de investigar o efeito da carga, e a diminuição da hidrofobicidade. A tabela 16 apresenta 

as projeções em hélices para cada PAM e suas respectivas Hidrofobicidade e momento 

hidrofóbico, calculados pelo servidor heliQuest (GAUTIER et al., 2008). 
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Tabela 16 – Projeção em hélice da Temporina 1Ca e análogos. 

Peptídeos Carga Projeção em Hélice Hidrofobicidade 
Momento 

Hidrofóbico 

Temporina 1Ca 

 

FLPFLAKILTGVL 

-NH2 

+2 

 

1,054 0,559 

 

Temporina 1Ca K6 

 

FLPFLKKILTGVL 

-NH2 

+3 

 

0,954 0,579 

 

Temporina 1Ca 

K10 

FLPFLAKILKGVL-

NH2 

 

+3 

 

0,958 

 

0,632 
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Temporina 1Ca K6 

K10 

FLPFLKKILKGVL-

NH2 

 

+4 

 

0,858 

 

0,662 

 

 

25 mg de cada análogo foi sintetizado. Como os PAM mantém a sequência igual dos 

três últimos resíduos de aa, a síntese se iniciou utilizando a mesma coluna, até o décimo 

primeiro resíduo. Em seguida, a peptidil-resina foi dividida em duas colunas em proporções 

1:1, e os acomplamentos aconteceram paralelamente até o sétimo resíduo, em que as peptidil-

resinas foram novamente divididas e separadas em 4 colunas. A tabela 17 apresenta as massas, 

calculadas através do MAACalc.py, para cada etapa do acoplamento.  
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Tabela 17 – Massas de aa pesadas para cada etapa de acoplamento (em mg) 

1Ca  1CaK6  1CaK10  1CaK6K10  

L 466,2 

V 447,8 

G 392,2 

T 262,2 K 309,0 

L 233,1 L 233,1 

I 233,1 I 233,1 

K 372,3 K 372,3 

A 123,3 K 123,6 A 82,2 K 223,2 

L 139,9 L 93,24 L 93,24 L 139,9 

F 165,3 F 102,2 F 102,2 F 165,3 

P 133,5 P 89,0 P 89,0 P 133,5 

L 139,9 L 93,24 L 93,24 L 139,9 

F 165,3 F 102,2 F 102,2 F 165,3 

 

A massa da resina utilizada foi 985 mg, a massa de HOBt foi de 202 mg e o volume de 

DIC de 204 𝜇L. Essas duas últimas grandezas foram divididas pela metade a partir do quarto 

acoplamento, e por quatro a partir do oitavo.  

 

III.2 – Tensiometria em monocamadas de Langmuir 

 

A tensão superficial (𝛾) gerada pelas interações das forças de coesão entre as moléculas 

de água em solução, existe de forma a minimizar a área da interface líquido-ar.  A unidade dessa 

grandeza no sistema internacional é 𝑁/𝑚, sendo que a tensão superficial típica da água pura 

(𝛾𝐻2𝑂) em temperatura ambiente é 72,8 𝑚𝑁/𝑚. É comum definir uma variável normalizada 

para a água, conhecida como pressão superficial (𝜋), como na equação (47). 

 

  𝜋 = 𝛾𝐻2𝑂 − 𝛾 (47) 

  

Surfactantes, como os detergentes, são capazes de reduzir bruscamente 𝛾, aumentando 

𝜋. Outras moléculas, como os fosfolipídios, também são capazes de alterar essas grandezas. Os 

fosfolipídios possuem uma cabeça polar e caldas apolares, assim, quando despejados na 
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interface líquido-ar, formam uma estrutura ordenada, as monocamadas lipídicas de Langmuir, 

de forma a minimizar a energia livre. Lentes também são passiveis de serem formadas, se as 

gotas do fosfolipídio não se espalharem por toda a superfície (OLIVEIRA, 2007). 

A figura 40 esquematiza um experimento típico de adsorção em monocamadas de 

Langmuir. Primeiro, a monocamada é formada a partir do espalhamento de uma pequena 

alíquota de um fosfolipídio (com o uso de uma seringa do tipo Hamilton) solubilizado em 

solução de metanol-hexano (10:1, v:v) sob a interface água-ar de um recipiente circular 

contendo água MiliQ pura. A solução de metanol-hexano é altamente volátil, dessa forma, em 

poucos minutos as moléculas fosfolipídicas se encontram em uma película superficial. Os 

fosfolipídios usados neste projeto foram o 1-palmitoil 2-oleoil fosfatidilcolina (POPC), o 1-

palmitoil 2-oleoil fosfatidilglicerol (POPG), 1-palmitoil 2-oleoil fosfatidilserina (POPS), 

dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG). 

 

 Figura 40 – Esquematização de um ensaio de tensiometria em 

monocamadas de Langmuir. 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Dependendo da pressão superficial, da temperatura e da área superficial, os fosfolipídios 

podem ser encontrados em três fases distintas: líquida-expandida (LE), líquida-condensada 

(LC) ou sólida-condensado (SC) (BREZESINSKI; MÖHWALD, 2003; BOISSELIER et al., 

2017). A figura 41 (adaptada de ROKE et al., 2003) apresenta o diagrama de fase da 

monocamada.  
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 Figura 41 – Diagrama de fase das monocamadas de Langmuir.  

 

 

 

Adaptado de ROKE et al., 2003 

 

Após a estabilização da monocamada, a molécula de interesse (proteína ou peptídeo) é 

inserida na subfase aquosa através de um orifício lateral (utilizando uma seringa tipo Hamilton). 

Caso exista propriedade tensoativa, a molécula migrará para a região da monocamada e será 

adsorvida. Tipicamente, a adsorção pode ser verificada a partir da alteração na pressão 

superficial, cuja evolução temporal pode ser descrita pela equação (48) (BOISSELIER et al., 

2017), em que 𝑘 é uma constante.  

 

  𝜋(𝑡) = 𝜋𝑒𝑞𝑢𝑖𝑙í𝑏𝑟𝑖𝑜 − 𝜋𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑒
−𝑘𝑡 (48) 

 

 Diferentes curvas de 𝜋(𝑡) são tomadas utilizando pressões de empacotamento iniciais 

distintas. Com isso, a variação total da pressão superficial (Δ𝜋 =  𝜋𝑒𝑞𝑢𝑖𝑙í𝑏𝑟𝑖𝑜 − 𝜋𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙) é 

calculada, e um gráfico de Δ𝜋 × 𝜋𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 é desenhado. Tipicamente, esse gráfico pode ser 

ajustado por uma regressão linear, cujo coeficiente linear representa uma extrapolação para Δ𝜋 

máximo, o coeficiente angular é utilizado para calcular a sinergia (sinergia = coeficiente angular 

+ 1), e a intersecção com o eixo x representa a pressão de máxima inserção (PMI) 

(BOISSELIER et al., 2017).  

 A sinergia é um parâmetro que indica a propensão de ligação da molécula de interesse 

com a monocamada, dessa forma, uma sinergia positiva, indica uma tendência de adsorção. Já 
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a PMI indica a pressão limite na qual a molécula é capaz de ser adsorvida (BOISSELIER et al., 

2017). 

 

III.2.1 – Tensiômetro DeltaPI 

 

 Os experimentos foram realizados em um tensiômetro modelo Delta Pi Langmuir-

tensiometer (Kibron, Finland), utilizando uma microplaca de PTFE (politetrafluoroetileno) com 

8 poços, contendo 1,5 mL de água Milli-Q por poço. As medições de tensão superficial são 

adquiridas por meio de um sensor de prova (filamento de níquel de 0,51 mm) que é posicionado 

de modo a tatear a superfície da interface líquido-ar de cada poço, e as mudanças de pressão 

superficial são registradas pela interface computacional DeltaGraph. Tal sensor é capaz de 

medir a tensão e pressão superficial de líquidos expostos em pequenos recipientes circulares 

através de um sistema de medição de tensão elétrica de entrada e saída vinculado à ponta de seu 

receptor. Seu funcionamento é muito similar aos experimentos com planos de Wilhelmy. O 

equipamento é capaz de medir resultados num intervalo de 0 a 300 mN/m, com uma resolução 

de 10 𝜇N/m (KIBRON, 2021). Uma desvantagem desse equipamento é a impossibilidade de 

variar a área de cada poço durante uma mesma medida, assim, a pressão superficial nas camadas 

de Langmuir deve ser controlada através da quantidade de fosfolipídios depositados na 

superfície.  

 Figura 42 – Tensiometro DeltaPI  

 

 

 

 (a) Tesiometro DeltaPI (retirado de Kibron,6 2021) 

(b) sensor de prova tateando a superfície da interface líquido-ar. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 
6 Disponível online: <https://www.kibron.com/deltapilangmuir-tensiometer>.  Acesso em: 19 maio 2021 
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III.2.2 – Ensaios com a Pln149 

 

Como foi verificado no capítulo anterior, a Pln149 apresenta diferentes estruturas 

secundárias dependendo da carga do fosfolipídio a qual está interagindo. Nessa etapa será 

verificado se a carga afeta não somente a estrutura, mas também a interação da Pln149 em 

diferentes monocamadas de Langmuir. 

Em cada ensaio, promove-se a formação de uma monocamada lipídica na superfície de 

cada poço da microplaca, conforme representado na figura 40, com a cabeça polar do 

fosfolipídio voltada para a interface com a água, e o sensor de prova (arame) inserido entre a 

monocamada lipídica formada. Após a estabilização da monocamada e evaporação do solvente 

orgânico, uma alíquota do peptídeo Pln149 foi injetada no interior do recipiente (na subface 

aquosa, sem atrapalhar o empacotamento da monocamada lipídica). Desta forma, se ele for 

tensoativo nas condições do experimento, ele migrará para a superfície e começará a interagir 

com a monocamada lipídica, o que alterará a pressão medida pelo sensor de prova. Assim a 

pressão de superfície aumentará até encontrar um ponto de saturação, em que se estabelece um 

novo equilíbrio e a quantidade de peptídeo fixado à membrana é máxima. 

 Desta forma, os ensaios com a Pln149 foram realizados com três objetivos diferentes: 

 

1) Verificação da tensoatividade dos próprios peptídeos isolados em água; 

2) Determinar a relação entre a variação da pressão de superfície da monocamada (Δπ) 

com o aumento da concentração da Pln149 em solução aquosa;  

3) Determinar a relação entre a variação da Δπ com a interação de Pln149 em 

monocamadas com diferentes graus de empacotamento (diferentes pressões iniciais da 

monocamada). 
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IV – Resultados e Discussão 

IV.1 – Pressão superficial da água 

 

 A medição do controle foi a primeira etapa dos experimentos de tensiometria. A tensão 

e pressão superficial da água foram medidas até o ponto em que a ponta da prova se desconecta 

da superfície devido à evaporação natural da água. De acordo com a figura 43, após 220 min 

do início do experimento, houve um aumento abrupto da pressão superficial, indicando a perda 

de contato da prova com a superfície. É interessante notar que a partir de 200min houve um 

aumento gradual de 1 mN/m da pressão durante 20 minutos até a perda de contato. 

 

 Figura 43 – Pressão superficial da água.  

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

IV.2 – Tensoatividade da Pln149 em água. 

 

 A Pln149 não apresenta atividade tensoativa apenas na presença de água pura. 

Diferentes ensaios foram tomados variando a concentração da Pln149 no intervalo de 0,16 𝜇M 

até 10,0 𝜇M. Durante o período de medição não houve alteração na pressão superficial. A figura 
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44 apresenta esses resultados. Houve apenas um leve aumento na pressão superficial 

inicialmente devido à perturbação da superfície durante a injeção do peptídeo.  

 

 Figura 44 – Pressão superficial da Pln149 em água.   

 

 

 

 (a) Pressão e tensão superficial da Pln149 em água a 5,0 𝜇M por 2 horas (b) 

variação da concentração da Pln149 em água por 6 minutos.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

IV.3 – Tensoatividade da Pln149 em monocamadas lipídicas. 

 

Há uma dependência da concentração da Pln149 na interação com monocamadas 

lipídicas. Foram construídas monocamadas de POPC e POPG (figura 45) na superfície de cada 

poço da microplaca com pressão próxima a 25 mN/m, nas quais injetamos diferentes 

concentrações do peptídeo original, variando de 2,5 𝜇M à 50 𝜇M, de modo a se observar se 

quanto maior a concentração do peptídeo em solução, maior seria a nova pressão de equilíbrio 

estabelecida das monocamadas, ou seja, maior o Δπ. 
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 Nota-se que diferentemente de quando a Pln149 estava exposta apenas à água, o 

peptídeo apresenta uma tensão superficial induzida quando injetado em um ambiente com 

presença da monocamada de lipídios do tipo PG e também PC, o que corrobora estudos 

anteriores (LOPES, 2010), e reafirma a habilidade do peptídeo em adsorver em monocamadas 

majoritariamente zwitteriônica. 

 Além disto, para as mesmas concentrações, as monocamadas de POPG sofreram maior 

alteração de pressão superficial, o que indica que o peptídeo melhor adsorveu com este tipo de 

lipídio, como de fato esperado pela atração eletrostática entre o peptídeo catiônico e a 

monocamada negativamente carregada (figura 45). A concentração de 5 𝜇M foi fixa para a 

realização dos ensaios seguintes.  

O peptídeo foi então inserido em quatro monocamadas distintas (POPC, POPG, POPS 

e DPPG) e apresentou interação com todas, contudo, a variação da pressão superficial foi maior 

para as monocamadas carregadas (PG e PS), além disso, a presença de uma cadeia insaturada 

(PO) também causou a redução na variação da tensão superficial e uma cinética de interação 

mais lenta. Os resultados destes testes se encontram na figura 46 e representam a variação da 

pressão superficial devido à adsorção do peptídeo. Observamos também a cinética de adsorção 

do peptídeo nas monocamadas formadas com diferentes pressões iniciais de empacotamento, 

variando de 10 a 35 mN/m, por pelo menos 30 minutos.  

Analisando as curvas da figura 46, é importante ressaltar a tendência da diminuição da 

variação na pressão superficial em função do aumento da pressão de superfície inicial das quatro 

monocamadas estudadas. Isto indica e concorda com o fato de que quando os fosfolipídios 

apresentam elevadas pressões de empacotamento, há um aumento na dificuldade do peptídeo 

em adsorver e se inserir nestas monocamadas mais rígidas. Tal fato é interessante para se 

determinar a pressão de exclusão (PMI) do peptídeo nas monocamadas investigadas, de modo 

a expressar a inserção ou não do peptídeo numa célula real (com empacotamento por volta de 

30-35 mN/m).  O valor de PMI é determinado graficamente como o ponto no eixo das abscissas 

em que a reta do ajuste linear o intersecta, ou seja, valor onde Δπ é igual a zero. 

Em todos os quatro casos vemos que a adsorção do peptídeo levou a uma pressão lateral 

final muito maior em comparação com a pressão de equilíbrio no início, indicando uma forte 

interação. No entanto, apenas os lipídios negativamente carregados apresentaram uma PMI 

acima de 35 mM/m, concordando com o menor efeito perturbador nas monocamadas do lipídio 

zwitteriônico POPC. O fosfolipídio saturado apresentou o maior valor de PMI, o que pode 

indicar que a insaturação nos fosfolipídios dificulta a adsorção da Pln149.  
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Desta forma, em membranas com empacotamento próximo aos das células naturais o 

peptídeo é capaz de causar alterações pouco significativas em monocamadas compostas 

majoritariamente de POPC, que são os mais abundantes em células eucarióticas e em leveduras. 

Entretanto, há um efeito mais pronunciado nestes sistemas com o aumento da concentração do 

peptídeo, podendo perturbar mais significativamente e causar grandes alterações no 

empacotamento lipídico de compostos zwitteriônicos. Tal fato corrobora com os rompimentos 

das células de leveduras descritos em estudos anteriores (realizado na presença de 400 𝜇M do 

peptídeo (LOPES et al., 2009)). 

 

 Figura 45 – Interação da Pln149 em monocamadas lipídicas em 

diferentes regimes de concentração. 

 

 

 

 

 POPC (a) e POPG (c), e cinética de interação está apresentada em (b) e 

(d), respectivamente. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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 Figura 46 – Cinética de tensoatividade de Pln149 (5 𝜇M) em diferentes 

monocamadas lipídicas. 

 

 

 

 

  (a) POPC, (b) POPG, (c) POPS e (d) DPPG 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 Figura 47 – Curvas 𝛥𝜋 × 𝜋0 da Pln149 em diferentes monocamadas.  
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 As retas foram ajustadas através do OriginLab, os valores de R² foram 

0,700, 0,972, 0,994, 0,948, respectivamente para as curvas do POPC, 

DPPG, POPG e POPS. Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 

Tabela 18 – Parâmetros do gráfico 𝚫𝝅 × 𝝅𝟎  

 POPC DPPG POPG POPS 

PMI 

(mN/m) 
35,4 ± 0,1 55,1 ± 0,1 47,2 ± 0,1 45,9 ± 0,1 

Sinergia 0,38 ± 0,20 0,20 ± 0,08 0,13 ± 0,03 0,01 ± 0,13 

Δ𝜋𝑚𝑎𝑥 

(mN/m) 
21,9 ± 4,9 43,9 ± 2,0 40,9 ± 0,9 45,5 ± 3,5 
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V – Conclusões 

 

Os ensaios que monitoram pressão lateral de monocamadas lipídicas na presença de 

Pln149, mostraram que a tensoatividade do peptídeo é induzida na presença de camadas 

fosfolipídicas, e que por menor que seja a variação da pressão de empacotamento, este peptídeo 

consegue interagir com monocamadas zwitteriônicas, reafirmando a sua ação na membrana 

celular de leveduras como a S.cereviseae. Entretanto, é notável que a presença de grupos 

negativamente carregados nos fosfolipídios, assim como os presentes em membranas de 

indivíduos Gram (+), acarretam uma maior perturbação devido à presença desse peptídeo, 

provocando uma maior variação de pressão superficial em condições de tensão próximas às 

células naturais. Essa diferença de comportamento é relativamente alta, o que justifica a não 

predição de interação com camadas de POPC nas literaturas anteriores.  

 Em sintonia com os resultados do capítulo anterior, a interação acentuada da Pln149 em 

membranas negativamente carregadas pode estar relacionada a formação de uma estrutura em 

𝛼-hélices. Dessa forma, evidencia-se que a carga é fundamental para a formação da estrutura 

helicoidal, o que realça a interação do PAM. Entretanto, neste trabalho, foi apresentada a 

primeira evidência experimental que a Pln149 é capaz de interagir com membranas 

zwitteriônicas.  
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Apêndice I – Absorção da luz e dicroísmo linear 

 

Para entender a origem da interação da luz com a matéria precisamos introduzir o 

formalismo da mecânica quântica; para tanto será necessário construir um Hamiltoniano para o 

nosso sistema eletrodinâmico (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017; SCHELLMAN, 1975). 

Uma forma de obter esse operador é iniciar com uma abordagem clássica do eletromagnetismo 

um pouco diferente do que fizemos no capítulo I. É possível definir o Potencial Vetor (𝐴 ) e o 

potencial escalar (Φ), tal que os vetores elétrico e magnético podem ser reescritos como: 

 

  
𝐸⃗ =  −∇Φ − 

1

𝑐
 
𝜕𝐴 

𝜕𝑡
 (49) 

  𝐵⃗ = ∇⃗⃗ ×  𝐴  (50) 

 

Há uma liberdade de gauge envolvida nessas definições, que nos permite realizar uma 

transformação de calibre que nos seja mais vantajosa. Assim, escolhendo o calibre de Coloumb 

(Φ = 0  e  ∇⃗⃗ ⋅ 𝐴 = 0) e para uma corrente transversal nula, temos que o potencial vetor segue 

uma equação de onda descrita por (51), cuja solução é uma onda plana, linear e monocromática. 

De (50) nós também recuperamos a solução de onda plana da seção anterior, com 𝐸⃗ 0 =

 −2𝜔𝑖𝐴 0 (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017). 

 

  
∇2𝐴 =  

1

𝑐2
 
𝜕2𝐴 

𝜕𝑡2
 (51) 

 

Em termos do potencial vetor, podemos escrever o hamiltoniano para uma partícula 

clássica de massa 𝑚, carga 𝑞, em um potencial ligado (𝑉0(𝑥 )) e submetida a um campo 

eletromagnético como sendo: 

 

  
𝐻 =

𝑝 2

2𝑚
+ 𝑉0(𝑥 ) −

𝑞

2𝑚
(𝑝  ⋅  𝐴 + 𝐴 ⋅ 𝑝  ) +

𝑞2

2𝑚
|𝐴 |

2
 (52) 

 

Em que 𝑝  é o momento linear da partícula. No tratamento quântico, ele é substituído 

pelo operador 𝑝̂ =  −𝑖ℏ∇.  Além disso, esse Hamiltoniano pode ser simplificado se 

considerarmos apenas os termos da ordem de 𝑂[𝐴]1, que é uma aproximação de campo fraco. 
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Assim, a equação (52) pode ser reescrita como (53) a soma de um Hamiltoniano não perturbado 

(𝐻0(𝑥 ) =
𝑝 2

2𝑚
+ 𝑉0(𝑥 )), com um potencial perturbador que varia no tempo (𝑉(𝑡) =  −

𝑞

2𝑚
(𝑝 ⋅

𝐴 + 𝐴 ⋅ 𝑝 )) (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017).  

 

  𝐻 = 𝐻0 + 𝑉(𝑡) (53) 

 

No tratamento quântico e no calibre de Coulomb, o potencial perturbador é simplificado 

para 𝑉(𝑡) =  −
𝑞

2𝑚
𝐴 ⋅ 𝑝 ̂ =

𝑖ℏ𝑞

2𝑚
 𝐴 ⋅ ∇⃗⃗ . Agora, para um sistema de 𝑛 partículas com carga 𝑞, o 

novo potencial perturbador pode ser expresso como uma somatória de 𝑉𝑖(𝑡), substituindo a 

solução de onda plana para o potencial vetor, temos: 

 

  𝑉(𝑡) =  −
𝑞

2𝑚
∑(𝐴0ê1 𝑝̂𝑖𝑒

𝑖(𝑘⃗ ⋅𝑥 𝑖−𝜔𝑡) + 𝐴0
∗ê1 𝑝̂𝑖𝑒

−𝑖(𝑘⃗ ⋅𝑥 𝑖−𝜔𝑡))  

𝑖

 (54) 

 

As posições individuais de cada uma das partículas podem ser escritas como sendo 𝑥 𝑖 =

 𝑥 0 + 𝛿𝑥 𝑖. Então podemos expandir em série de Taylor o termo exponencial na condição de 

𝛿𝑥 𝑖 ≪ 1, como: 𝑒−𝑖(𝑘⃗ ⋅𝑥 𝑖) = 𝑒−𝑖(𝑘⃗ ⋅𝑥 0)𝑒−𝑖(𝑘⃗ ⋅𝛿𝑥 𝑖)  =   𝑒−𝑖(𝑘⃗ ⋅𝑥 𝑖) (1 + 𝑖𝑘⃗ ⋅ 𝛿𝑥 𝑖 + 𝑂[𝛿𝑥 𝑖]
2. No limite 

em que |𝛿𝑥 𝑖| tende a zero, escolhendo  𝑥 0 = 0⃗  e substituindo 𝐴0 =
𝑖𝐸0

2𝜔
 temos finalmente o 

potencial dado por (55) (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017). 

 

  
𝑉(𝑡) =  −

𝑞𝐸0

2𝑚𝜔
𝑖 (ê1 ⋅  𝑝̂(𝑒−𝑖𝜔𝑡 − 𝑒+𝑖𝜔𝑡)) =  −

𝑞

𝑚𝜔
 𝐸⃗ 0 ⋅  𝑝̂ sin𝜔𝑡

= 𝑉1 sin𝜔𝑡  

(55) 

 

Com esse potencial, considerando 𝑉1 ≪ 1, é possível aplicar a teoria de perturbação 

dependente do tempo para obter a evolução temporal do estado quântico do sistema |𝜙(𝑡)⟩ =

 ∑ 𝑐𝑛𝑒
−𝑖𝜔𝑛𝑡|𝑛⟩𝑛 , em que 𝜔𝑛 =

𝐸𝑛

ℏ
, 𝐸𝑛 é o autovalor de energia do auto-estado |𝑛⟩, e  𝑐𝑛(𝑡) é 

uma amplitude cuja a evolução temporal é dada por (56), aonde 𝑉𝑛𝑚(𝑡) = ⟨𝑛|𝑉(𝑡)|𝑚⟩ =

⟨𝑛|𝑉1|𝑚⟩ sin𝜔𝑡 e 𝜔𝑛𝑚 =
𝐸𝑛−𝐸𝑚

ℏ
 (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017; SCHELLMAN, 

1975). 
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  𝑑𝑐𝑛

𝑑𝑡
=  −

𝑖

ℏ
 ∑𝑉𝑛𝑚(𝑡)𝑐𝑚(𝑡)𝑒−𝑖𝜔𝑛𝑚𝑡

𝑚

 (56) 

 

A princípio, podemos considerar o elétron em um sistema de dois níveis (o estado 

fundamental (𝑜) e o estado excitado (𝑎). Nessa situação temos que a evolução temporal de 𝑐𝑎 

é dada por: 

 

  𝑑𝑐𝑘

𝑑𝑡
=  −

𝑖

ℏ
 ∑ 𝑉𝑘𝑛𝑐𝑛(𝑡)𝑒

−𝑖𝜔𝑘𝑛𝑡 sin𝜔𝑡

𝑛=𝑜,𝑎

 (57) 

 

A teoria de perturbação consiste em expandir o termo 𝑐𝑛 em ordens de 𝑉1: 𝑐𝑛(𝑡) =

𝑐𝑛
(0)

+ 𝑉1𝑐𝑛
(1)

+ 𝑉1
2𝑐𝑛

(2)
⋯. Substituindo essa expansão na equação (57), e comparando os 

termos até primeira ordem, obtemos que 𝑐̇𝑘
(0)

= 0 e 𝑐̇𝑘
(1)

 é dado por (58). Para essa equação foi 

considerado que os elementos diagonais da matriz do potencial são nulos (𝑉𝑖𝑖 = 0). 

 

  
𝑐̇𝑘
(1)(𝑡) =

1

2ℏ
𝑐𝑘
(0)

𝑉𝑘𝑜(𝑒
−𝑖(𝜔𝑘𝑜−𝜔)𝑡 − 𝑒−𝑖(𝜔𝑘𝑜+𝜔)𝑡)  (58) 

Nesse sistema de dois níveis, em primeira ordem, a probabilidade de acontecer uma 

transição para um estado qualquer (𝑎) é dada por 𝑃𝑎 = |𝑐𝑎
(1)

|
2

. Para obter esse valor, precisamos 

primeiro integrar a equação (58), o que gera: 

 

  
𝑐𝑎
(1)(𝑡) =

𝑒𝑖𝜔𝑎𝑜𝑡

2𝑖ℏ
 ⟨𝑎|𝑉1|𝑜⟩ (

𝑒𝑖(𝜔𝑎𝑜−𝜔)𝑡 − 1

𝜔𝑎𝑜 − 𝜔
−

𝑒𝑖(𝜔𝑎𝑜+𝜔)𝑡 − 1

𝜔𝑎𝑜 + 𝜔
) (59) 

 

Como 𝜔𝑎𝑜 é próximo de 𝜔 o termo que carrega a subtração dessas duas frequências no 

denominador se sobressai, dessa forma podemos negligenciar a contribuição do segundo termo 

da equação (59). Assim a probabilidade do elétron ser excitado é dada por: 

 

  
𝑐𝑎
(1)(𝑡) ⋅ 𝑐𝑎

∗(1)(𝑡) =
|⟨𝑎|𝑉1|𝑜⟩|

2

4ℏ2
(
𝑒𝑖(𝜔𝑎𝑜−𝜔)𝑡 − 1

𝜔𝑎𝑜 − 𝜔
)(

𝑒−𝑖(𝜔𝑎𝑜−𝜔)𝑡 − 1

𝜔𝑎𝑜 − 𝜔
) = 

= 
⟨𝑎|𝑉1|𝑜⟩

2

4ℏ2

sin2 (
𝜔𝑎𝑜 − 𝜔

2 ) 𝑡

(
𝜔𝑎𝑜 − 𝜔

2 )
2  

(60) 
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É conhecido que a razão 
sin2(Δ)𝑡

𝑡𝜋Δ2  tende a função delta de Dirac 𝛿(Δ) no limite em que 

t → ∞. Assim, podemos manipular algebricamente a segunda razão da equação (60) para 

reescrevê-la como δ(ωao − ω) (TOMAKOFF, 2020; MCHALE, 2017; SCHELLMAN, 1975). 

 

  
𝑐𝑎
(1)(𝑡) ⋅ 𝑐𝑎

∗(1)(𝑡) =
|⟨𝑎|𝑉1|𝑜⟩|

2

2ℏ2
t δ(ωao − ω) (61) 

 

Assim sendo, o que nos resta é avaliar o valor de |⟨𝑎|𝑉1|𝑜⟩|2, o primeiro passo é 

substituir 𝑉1 = −
𝑞𝐸0

𝑚𝜔
𝑖(ê1 ⋅ 𝑝̂). Em seguida, vamos usar a relação de comutação do operador 

posição com o hamiltoniano não perturbado [𝑟̂, 𝐻̂0] =
𝑖ℏ𝑝

𝑚
, para reescrever ⟨𝑎|𝑝̂|𝑜⟩ em função 

do operador posição. 

  ⟨𝑘|𝑝̂|𝑙⟩ =
𝑚

𝑖ℏ
 ⟨𝑘|𝑟̂ 𝐻̂0 − 𝐻̂0𝑟̂ |𝑙⟩ = 𝑖𝑚𝜔𝑘𝑙⟨𝑘|𝑟̂|𝑙⟩ (62) 

 

Temos então que, 

  
|⟨𝑎|𝑉1|𝑜⟩|2 = (

𝑞𝐸0𝜔𝑎𝑜

𝜔
)
2

⟨𝑎|ê1 ⋅ 𝑥̂|𝑜⟩2 = (
𝐸0𝜔𝑎𝑜

𝜔
)
2

⟨𝑎|ê1 ⋅ 𝜇̂|𝑜⟩2  (63) 

 

onde foi introduzido o operador 𝜇̂ = 𝑞𝑥̂, conhecido como operador momento de dipolo. 

Definindo ⟨𝑎|ê1 ⋅ 𝜇̂|𝑜⟩ = 𝜇𝑎𝑜, a probabilidade de transição do elétron do estado fundamental 

para o estado excitado é escrita como: 

  
𝑃(𝑜 → 𝑎) =

𝜋

2ℏ2

𝜔𝑎𝑜
2

𝜔2
 𝐸𝑜

2𝜇𝑎𝑜
2 𝑡𝛿(𝜔𝑎𝑜 − 𝜔)  (64) 

 

Uma grandeza interessante de ser analisada é a taxa de absorção (65), definida como a 

derivada temporal da probabilidade de transição. 

 

  
𝑤𝑎𝑜 =

𝜋

2ℏ2

𝜔𝑎𝑜
2

𝜔2
 𝐸𝑜

2𝜇𝑎𝑜
2 𝛿(𝜔𝑎𝑜 − 𝜔) (65) 

 

A partir dessa grandeza, somos capazes ainda de calcular a seção de choque de absorção 

𝛼(𝜔) (66), que representa a energia total absorvida por unidade de tempo dividida pela 

intensidade total da luz incidente. 
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𝛼(𝜔) =

ℏ𝑤𝑎𝑜

𝐼
𝜔 (66) 

 

Em espectroscopia é comum reescrever a seção de choque de absorção em termos do 

coeficiente de extinção molar (67), em que 𝑁𝐴 é o número de Avogadro. 

 

  
ε(ω) =

NA

2303
𝛼(𝜔) (67) 

 

No caso de moléculas mais complexas em solução há uma imensidade de graus de 

liberdade de baixa energia possíveis de serem excitados. O espectro gerado por essas várias 

transições gera uma banda de absorção, cuja estrutura fina dificilmente é identificada em um 

espectrômetro convencional. Para levar em conta todos esses outros possíveis estados 

excitados, é introduzido a densidade de transição (ρ(𝜔)). Assim, ao invés de apenas 

considerarmos o módulo quadrático do potencial (|⟨𝑎|𝑉1|𝑜⟩|
2) na expressão (61), incluímos 

também essa densidade (ρ(𝜔)|⟨𝑎|𝑉1|𝑜⟩|
2) , dessa forma estamos representando a probabilidade 

de uma transição (𝑜 → 𝑎) acontecer na frequência ω (SCHELLMAN, 1975). 

O dicroísmo linear é definido como a diferença no coeficiente de extinção molar ao 

absorver ondas eletromagnéticas planas, linearmente polarizadas, com mesma frequência, mas 

polarizadas em direções diferentes. 
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Anexos 

 

Teste KAISER 

 

Solução A: 5% de ninhidrina em etanol absoluto (w/v) 

Preparo: pesar 0,250g de ninhidrina e diluir em 5mL de etanol absoluto. 

Estocar em frasco âmbar entre 4 à 8ºC.  

Cuidados: o preparo deve ser realizado em fluxo de ar. 

 

Solução B: 80% fenol em etanol absoluto (w/v) 

Preparo: pesar 020g de fenol e diluir em 5mL de etanol absoluto. Aquecer até a diluição 

completa. 

Estocar em frasco âmbar entre 4 à 8ºC.  

Cuidados: o preparo deve ser realizado em fluxo de ar, é necessário a utilização de luvas. Em 

caso acidente com fenol, deixar a região afetada em fluxo de água gelada por ao menos 10 

minutos, trocar as luvas antes de voltar ao preparo.  

 

Solução C: KCN em piridina 

Preparo: Pesar 0,65mg KCN em 1,0mL de água. Diluir 0,1mL dessa solução em 5mL de 

piridina. 

Estocar em frasco âmbar entre 4 à 8ºC.  

Cuidados: o preparo deve ser realizado em fluxo de ar, KCN é tóxico se inalado.  

 

Em caso de acidentes seguir o protocolo descrito por (em inglês): 

ANASPEC INC. (Fremont). Material Safety Data Sheet: ninhydrin test kit. Ninhydrin Test 

Kit. 2018. Disponível em: https://www.anaspec.com/products/product.asp?id=39383. Acesso 

em: 23 maio 2021. 

 

Durabilidade: Estocadas nas condições adequadas (ambiente sem luz e à 4ºC) as soluções 

podem durar até 52 semanas. Mas recomenda-se testar a qualidade das soluções semanalmente 

e refazê-las se necessário.  

 


