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Resumo

Esta Tese teve como objetivo o estudo por meio de espectroscopia Raman de dois
cristais contendo o aminoécido L-arginina em sua constitui¢dao: a L-arginina monohidra-
tada clorohidrato (LARHCL) e a L-arginina dihidratada (LARDH). Na primeira parte
do trabalho foram discutidos aspectos estruturais gerais da LARHCL e da LARDH, em
particular a distribuicao dos modos normais do material em termos das representacoes ir-
redutiveis do grupos fatores Cs e D, respectivamente. Foi realizado um estudo detalhado
dos modos normais de vibracao da LARHCL & temperatura ambiente através de espec-
troscopia Raman polarizada observando-se os modos normais de vibragao do material em
nove diferentes geometrias de espalhamento. Com o auxilio de calculos "ab initio"foi feita
a classificacao tentativa dos modos normais de vibracao da LARHCL ativos no Raman.
Numa outra etapa do trabalho analisou-se os espectros Raman da LARDH sob diver-
sas condigoes de temperatura e de pressao. Realizou-se um estudo dos modos normais
do cristal de LARDH através da espectroscopia Raman no intervalo entre 30° e 200°C.
Deste estudo observou-se a existéncia de algumas anomalias nos espectros Raman, como
mudanga de inclinagao de curvas dw/dT para modos de baixa frequéncia em torno de
459C além do fato de que a partir de 50°C' algumas bandas vao perdendo intensidade.
Estes fatos foram interpretados como uma transicao de fase sofrida pelo cristal entre 45°C
e 50°C. Observou-se que os espectros Raman entre 45°C e 60°C eram diferentes dos es-
pectros Raman para T < 45°C e para T > 60°C sugerindo a coexisténcia de fases neste
intervalo de temperatura. Uma outra hipotese foi que o cristal sofreria uma transicao de
fase em 45°C, ficando nesta fase até a temperatura de 60°C. Foram realizadas medidas
térmicas do tipo anélise térmica diferencial (DTA) e analise termogravimétrica (TG). Da
analise de DTA observou-se que entre 45° e 50°C' inicia-se um evento endotérmico que se
prolonga até cerca de 84°C. A seguir, um segundo evento endotérmico, prolongando-se
até 109°C. Com o auxilio das medidas de TG compreendeu-se que estes dois eventos
endotérmicos estao associados a expulsao das moléculas de agua, embora uma pequena
quantidade permanega no cristal como demonstrado pela espectroscopia Raman. Como
parte final do trabalho estudou-se cristais de LARDH sob condic¢oes de altas pressoes até
cerca de 8 GPa. Deste estudo inferiu-se pela anélise da regiao dos modos externos, que
o cristal sofre uma transi¢ao de fase em torno de 2,5 GPa. Entretanto, para pressoes no
intervalo entre 2,5 e 8,0 GPa nenhuma outra transicao de fase foi percebida, o que aponta
para uma grande estabilidade do cristal quando comparado a outros cristais hidratados de
aminoacidos. Além disso, nas regioes dos modos internos nao foram observadas grandes
mudancas nos espectros Raman, sugerindo que a transicao de fase com a pressao seja do
tipo conformacional.



Abstract

The objective of this Thesis is the study through Raman spectroscopy of two crystals
containing amino acid L-arginine: L-arginine monohydrated hydrochloride (LARHCL)
and L-arginine dihidrated (LARDH). In the first part of the work it was presented struc-
tural and vibrational aspects of LARHCL and LARDH, particularly the distribution of
normal modes in terms of the irreducible representations of factor groups Cy and Ds, res-
pectively. The room temperature normal modes of LARHCL observed through polarized
Raman spectroscopy using nine different scattering geometries was presented. Using ab
initio calculations it was possible to tentatively assign the Raman-active normal modes
of LARHCL. In another part of the work it is presented the analysis of Raman spectra
of LARDH under several temperature and pressure conditions. It was studied the nor-
mal modes of LARDH crystal through Raman spectroscopy in the range between 30°C
and 200°C. From this study it was observed the occurrence of anomalies in the Raman
spectra, such as change in the curves dw/dT related to modes of low frequency (at about
45°C), as well as the fact that, starting from 50°C, in a heating process, some bands
decrease intensity. Such a picture suggested that LARDH crystal undergoes a phase tran-
sition between 45° and 50°C. Also, it was possible to note that the spectra recorded
between 45° and 60°C' were different from those recorded for T < 45°C and for T > 60°C
suggesting the coexistence of phases in this temperature interval. Another hypothesis was
that the crystal undergoes a phase transition at 45°C, remaining in this phase up to the
temperature of 60°C. Additionally, it was possible to perform thermal analysis measure-
ments, differential thermal analysis (DTA) and thermogravimetric analysis (T'G). From
the DTA it was observed that between 45° and 50°C begins an endothermic event that
is observed up to 84°C. A second endothermic event begins and remains up to 109°C.
By using TG data it was possible to understand that these two events are related to
water that left the crystal, although a small quantity remains in the crystal, as pointed
out by Raman spectroscopy. In the final part of the work LARDH crystal under high
pressure conditions was studied up to 8 GPa. From this study, in particular the analysis
of external modes, it was revealed that the crystal undergoes a phase transition at 2.5
GPa. However, for pressures between 2.5 and 8,0 GPa no additional phase transition was
observed, pointing to a great stability of the crystal when compared with other amino acid
hydrated crystals. Additionally, there is no great change in the internal mode region of
the Raman spectrum, suggesting that the phase transition undergone by LARDH under
high pressure conditions can be classified as a conformational one.
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Introducao

Os solidos organicos encontram-se no nosso dia-a-dia de uma forma indiscutivel. As-
sim, substancias como medicamentos, plasticos, pigmentos, entre outros, fazem parte do
cotidiano de qualquer pessoa, por mais humilde que ela seja. Mas partindo de uma idéia
até chegar a casa das pessoas, um longo caminho é percorrido. Em particular, existe a
questao de se descobrir a partir das propriedades moleculares e cristalograficas (quando
for o caso) a fun¢do que uma determinada substancia teré; em outras palavras, a partir
da constituicao molecular e cristalografica, qual a fungao que a substancia podera desem-
penhar? Essa é uma questao central na quimica da atualidade e a sua resposta passa
tanto pela investigagao tedrica/computacional quanto pela caracterizagao fisico-quimica

das substancias em questao [1,2].

No que diz respeito aos calculos tedricos e computacionais, o uso de supercomputa-
dores tem permitido que tarefas anteriormente proibidas hoje sejam efetuadas quase que
corriqueiramente. Entre as técnicas computacionais, para citar apenas uma, pode-se lem-
brar dos célculos envolvendo teoria de funcional de densidade (DFT - density functional
theory) no qual uma excelente previsao das propriedades de moléculas e solidos pode ser

atingida [3, 4].

Por outro lado, no que diz respeito a caracterizacao fisico-quimica, um nimero bas-
tante grande de técnicas experimentais tém sido utilizadas, algumas das quais podem
ser citadas: difracao de raios-X, difracao de néutrons, ressonancia nuclear magnética,
espectroscopia infravermelho, espectroscopia Raman, espalhamento de néutrons, analise
térmica (englobando analise térmica diferencial, calorimetria diferencial de varredura),

microscopia eletronica, etc.

Entre estas técnicas experimentais, aquelas mais comumente utilizadas para descobrir
polimorfos, ou seja, novas estruturas cristalinas de uma mesma substancia crescida sob
uma condigao diferente ou submetida a uma condigao termodinadmica diversa encontram-
se a difracao de raios-X, a espectroscopia Raman e a espectroscopia infravermelho. A
questao do polimorfismo é particularmente relevante quando a substancia em estudo é um

produto da industria farmacéutica, uma vez que o fenémeno esté intimamente relacionado
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com as propriedades quimicas da substancia. Isso significa que se uma determinada sub-
stancia encontra-se numa certa estrutura cristalina ela tem uma determinada atuacao no
organismo, mas se ela for administrada numa outra estrutura cristalina, eventualmente,

a atuagao desejada nao sera conseguida [5].

O fenémeno do polimorfismo, pela sua propria natureza envolvendo diversas variaveis
termodindmicas, é dificil de entender, e mais ainda de ser previsto, apesar dos avangos
nos célculos computacionais conforme citado anteriormente. Entao, a juncao entre pre-
visoes tedricas e experimentos muitas vezes fornece interessantes informacgoes a respeito

de polimorfos de substancias orgénicas.

Muitos trabalhos tém procurado investigar as propriedades vibracionais e estruturais
de substancias organicas e a literatura a esse respeito ¢ bastante grande. Por exemplo,
no trabalho de revisao da Ref. [6] os autores descreveram as investigagoes relacionadas
a caracterizacao de moléculas de uso farmacéutico, as propriedades de estado solido dos
polimorfos através de espectroscopia Raman cobrindo o periodo entre 1978-1999, enquanto
que outro artigo de revisao sobre o mesmo assunto, mas cobrindo o periodo 1999-2004,

foi apresentado na Ref. [7].

Outra classe de s6lidos organicos com diversos trabalhos relacionados as propriedades
fisicas publicados na literatura nos ultimos anos sao os aminoécidos. Estas substancias
sao as moléculas formadoras de todas as proteinas dos seres vivos. Possuem como férmula
quimica geral (NH{) — CH — (CO; ) — R, onde R ¢ um radical que caracteriza todos os
diferentes tipos de aminoécidos. A importancia destas substancias esta no fato de que,
além de serem as unidades basicas das proteinas, elas sao sistemas relativamente simples
nos quais pode-se investigar o comportamento de ligacoes de hidrogénio, simulando o com-
portamento mais complicado de substancias de fundamental importancia na bioquimica,
como as enzimas. Alguns trabalhos de revisao relacionados as propriedades vibracionais
e estruturais apareceram na literatura nos ultimos anos [1, 8-10| e uma réapida revisao é

fornecida a seguir.

O mais simples dos aminoacidos proteicos é a -glicina, cujo radical R é simplesmente
um atomo de hidrogénio. Estudos mostraram que o cristal é estavel sob variacao de tem-
peratura e que quando o mesmo é submetido a condicoes de altas pressoes, ele permanece
com a estrutura original até pressoes de cerca de 23 GPa [11]. Possuindo duplas camadas
que sao estabilizadas por ligagoes de hidrogénio, em virtude da dificuldade em mudar
o arranjo destas camadas, explica-se o porqué da estrutura ser tao estavel. Entretanto,

quando se estudam outros polimorfos da glicina, a situagao é bastante diversa. Por exem-
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plo, a b-glicina quando submetida a condigoes de altas pressoes, apresenta uma transicao

de fase em valores relativamente baixos, 0,76 GPa [12].

O segundo mais simples aminoacido proteico é a alanina, cujo radical R = C'Hz. Di-
versas propriedades vibracionais e estruturais do cristal desta substéancia foram estudadas
tanto com variacao de temperatura quanto com variagao de pressao. Sabe-se que o eixo-
¢ do cristal possui um comportamento anémalo, qual seja, aumenta com a diminui¢ao
de temperatura [13], embora em todo o intervalo de temperatura investigado nao tenha
sido observada nenhuma transicao de fase. Em temperaturas inferiores a temperatura
ambiente foi reportada pela Ref. [14] que o cristal de L-alanina apresenta com as duas
bandas de mais baixas energias ativas no Raman um comportamento que foi interpre-
tado como localizacao de energia vibracional, envolvendo acoplamento de modos de altas
e baixas energias. Por outro lado, quando o cristal é submetido a condi¢oes de altas
pressoes observou-se através de espectroscopia Raman que o cristal sofre uma transicao
de fase entre 2,0 e 2,3 GPa, conforme anunciado pela Ref. [15]. Estes resultados de es-
pectroscopia Raman foram confirmados por medidas de difragao de raios-X no trabalho
da Ref. [16], apesar dos trabalhos das Refs. [17, 18] sugerirem que na verdade em 2,3
GPa o que esta acontecendo é apenas uma coincidéncia nas dimensoes de dois eixos da
célula unitaria, o que daria a impressao de que o cristal sofreria uma transicao de fase
da simetria ortorrombica para a simetria tetragonal, conforme apontado pela Ref. [16].
Os resultados apresentados neste paragrafo mostram, portanto, que mesmo num sistema
simples como é o caso do cristal de L-alanina, a interpretacao dos resultados pode nao ser

trivial.

A L-valina, um outro aminoacido protéico, cujo radical R = CH3; — CHy — C'H,
foi investigada tanto com variacao de temperatura quanto com variacao de pressao. No
primeiro caso, observou-se que o cristal sofre uma transicao de fase em torno de 110 K,
conforme resultados de espectroscopia Raman, em particular, com modificacoes de modos
de baixa frequéncia [19]. No que diz respeito as medidas de altas pressoes, observou-se
também através de medidas de espalhamento Raman um grande aumento da intensidade
de bandas associadas ao estiramento C - H em torno de 3 GPa, bem como modifica-
¢oes - diminuigao de intensidade - em aproximadamente 5,3 GPa [20]. Tais observagoes,
juntamente com modificagoes em bandas de baixa frequéncia foram interpretadas como

transicoes de fase estruturais sofridas pelo cristal de L-valina nestes valores de pressao.

Outro aminoacido cujas propriedades vibracionais no estado sélido foram investigadas

foi a L-leucina, que possui como radical R = (CH3)y — CHy — C'H. Medidas de espectro-
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scopia Raman mostraram que o cristal de L-leucina sofre uma transicao de fase em torno
de 353 K [21] e que sob condigbes de altas pressoes o cristal também sofre modificagoes.
Estas modifica¢oes em altas pressoes ocorrem em trés diferentes intervalos: (a) entre 0,0 e
4,6 GPa; (b) entre 0,8 ¢ 1,5 GPa; (c¢) em torno de 3,6 GPa [22]. Nestes estudos destaca-se
o fato de que a transicao observada entre 0,8 e 1,5 GPa é a mais evidente, haja vista

modifica¢oes tanto na regiao dos modos internos quanto na regiao dos modos da rede.

A L-isoleucina possui o mesmo radical da L-leucina, R = (CH3)s — CHy — CH, com
a diferenca entre eles encontrando-se apenas na posi¢ao ocupada por uma das unidades
CH;. Sob condigoes de baixas temperaturas nao foi verificada nenhuma mudanca nos
espectros Raman que possam ser atribuidas a uma transicao de fase sofrida pelo cristal
[23]. Ja sob condigoes de altas pressoes foi observado que bandas associadas a vibragoes
do tipo rocking do NHS, r(NHy ), e rocking do CO, , r(CO5 ), além de modos da rede,

sofrem modificagoes em pressoes da ordem de 2,3 GPa e 5,0 GPa [24].

Outro cristal de aminoacido investigado foi a L-metionina, R = CH3—S—CHy—CH,,
que possui como caracteristica o fato de possuir um dtomo de enxofre em sua constituicao
(0 outro aminoacido protéico que possui enxofre é a cisteina). Medidas de espectroscopia
Raman foram realizadas na L-metionina a altas pressoes, mostrando que o cristal sofre
uma transi¢ao de fase em cerca de 2,2 GPa [25]. (Esse valor coincide com o valor de pressao
em torno do qual tanto a L-alanina quanto a L-isoleucina parecem também apresentar
uma transi¢ao de fase). A transi¢@o na L-metionina é caracterizada pelo surgimento de

1 ou seja, na regido espectral

um pico bastante intenso em aproximadamente 670 cm™
entre uma banda caracteristica da vibracao CS e uma banda caracteristica da vibracao

do tipo wagging do CO2-.

A L-serina, o aminoéacido protéico com radical R = HO — C' H,, foi também exten-
sivamente investigado nos tltimos anos [27-30]. Descobriu-se, por exemplo, que o cristal
sofre uma transi¢ao de fase em aproximadamente 4,8 GPa, transicao esta cuja principal
caracteristica sdo modificagoes na rede de ligagoes de hidrogénio [27]. O trabalho da
Ref. [30] confirma a existéncia da transicao de fase em 4,8 GPa, embora a corriga para
a pressao de 5,3 GPa, e aponta para a existéncia de uma segunda transi¢ao de fase, feita
em 7,8 GPa. Nesta transicao de fase nas mais altas pressoes observou-se a formacao de

uma nova ligagao de hidrogénio do tipo NH...OH.

Tendo como radical R = HO — CH; — CH, a L-treonina foi outro cristal de ami-
noacido investigado por espectroscopia Raman. Os dados obtidos novamente através de

espectroscopia Raman mostraram que o cristal sofre uma transicao de fase em torno de
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2 GPa [31], embora até o momento nenhum resultado de difra¢ao de raios-X tenha sido

reportado na literatura.

Outro cristal de aminoacido no qual existem muitos resultados na literatura é a L-
cisteina, que possui como radical, R = HS — C'H,. E interessante destacar que mesmo &
pressao atmosférica e temperatura ambiente a L-cisteina apresenta dois polimorfos [32].
Em particular, a forma monoclinica apresenta transi¢oes de fase em 2,9 e 3,9 GPa, ocor-
rendo uma distorcao das ligagoes de hidrogénio. Ja a forma ortorrombica da L-cisteina, foi
observada uma série de transigoes de fase, principalmente com mudancas conformacionais

das moléculas na célula unitaria [32].

Continuando a discussao dos resultados relativos as propriedades vibracionais e es-
truturais de cristais de aminoacidos, o proximo a ser discutido ¢ a L-asparagina, ou mais
especificamente, a L-asparagina monohidratada. Este cristal foi investigado inicialmente
no trabalho da Ref. [33], onde foi possivel observar transi¢oes de fase entre as pressoes
de (i) 0,1 e 0,3 GPa, (ii) 0,3 e 0,6 GPa e (iii) 0,9 e 1,3 GPa. Posteriormente, num tra-
balho bastante recente inferiu-se, estudando-se o cristal de L-asparagina monohidratada

em maiores valores de pressao, que o cristal apresenta ainda mais 5 transi¢oes de fase
entre 2,0 e 30,0 GPa [34].

A L-glutamina, R = NHy — CO — (CHs)s, foi um outro cristal de aminoacido cujas
propriedades vibracionais foram investigadas. Sob condi¢oes de baixas temperaturas nao
foi verificada nenhuma mudanca relevante; entretanto, sob condicoes de altas pressoes
hidrostaticas foi observado que a L-glutamina sofre transigao de fase em torno de 3,0
GPa [35]. Esta transigao foi inferida pela observacao de descontinuidades nas curvas de
frequéncia versus pressao, principalmente relacionadas aos modos de baixa energia, quanto

pela mudanga de intensidades relativas de diversas bandas [35].

Resultados preliminares também foram conseguidos em cristais de L-prolina, R =
(anel)Cy — N H; ou mais precisamente, na L-prolina monohidratada [36]. Estes resulta-
dos mostram que a L-prolina.H20 sofre duas transi¢oes de fase, uma entre 0,0 e 1,5 GPa
e outra entre 6,5 e 7,8 GPa. Tais transi¢coes foram inferidas pela observagao de descon-
tinuidades das frequéncias de diversos modos de vibracao, em particular na regiao dos
modos externos, além da observacao de aparecimento de novas bandas. Estas transicoes
possivelmente estao relacionadas com modificagoes nas ligagoes de hidrogénio, uma vez
que modos relacionados ao grupamento C'O,, sofrem grandes mudangas nas transigoes de

fase.

O &cido L-glutamico, R = HOOC — (C'Hj)s, possui no minimo dois polimorfos em
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condi¢oes normais de temperatura e pressao. A forma foi recentemente investigada sob
condigoes de altas pressoes [37]. Neste trabalho, quando a pressao atingiu uma pressao
méaxima de 21,5 GPa, foi verificada a ocorréncia de uma série de transi¢oes de fase: entre
0.5 e 1,3 GPa; entre 2,6 e 3,1 GPa; entre 5.4 e 6,4 GPa; entre 13,9 e 15,9 GPa. Em todas
as transicoes de fase foram observadas modificagoes em modos relacionados ao rocking do

CO, e aos estiramentos CH e C' Hs.

Finalmente, estudos foram realizados em cristais de L-histidina, R = anel(C5N.H) —
C H,, ou mais especificamente na L — histidina. HCl.H,O. Fazendo-se um experimento
a baixas temperaturas encontrou-se indicios de que o cristal sofra uma transicao de fase
entre 140 e 110 K [38] e realizando-se estudos a altas pressoes, descobriu-se que o cristal

sofre uma transigao de fase reversivel entre 2,7 e 3,1 GPa [39].

Esse quadro mostra o esfor¢co que ja foi feito para entender as propriedades vibra-
cionais e estruturais dos cristais de aminoacidos, mas obviamente, uma lacuna imensa
ainda existe para ser preenchida. O objetivo desta Tese é dar uma contribuicao ao enten-
dimento das propriedades vibracionais de cristais de aminoacidos, mais particularmente,
de cristais nos quais a molécula de L-arginina [R = (NHy)y — C — NH — (CHy)s] esteja
presente. Observe-se que é um radical muito mais complexo do que os radicais dos aminoa-
cidos anteriormente investigados. Neste sentido foram estudados sob diversas condic¢oes
termodinamicas cristais de (i) L-arginina clorohidrato monohidratado (LARHCL) e (ii)
L-arginina dihidratado (LARDH). Assim, esta Tese esta dividida nos seguintes capitulos.
No capitulo 1 sao apresentados alguns aspectos tedricos relacionados ao assunto estudado.
No capitulo 2 descrevem-se os dois materiais investigados. No capitulo 3 descreve-se o
procedimento experimental. No capitulo 4 um estudo de espalhamento Raman polarizado
da LARHCL & temperatura ambiente, enquanto um estudo de espalhamento Raman da
LARDH em condi¢oes ambiente é apresentado no capitulo 5. No capitulo 6 é apresentado
um estudo de espalhamento Raman da LARDH sob altas temperaturas e no capitulo 7
é apresentado um estudo na LARDH sob altas pressoes. Finalmente, no capitulo 8 sao

apresentadas as conclusoes e as perspectivas de trabalhos.
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1 Aspectos Teoricos

1.1 Introducao

Neste capitulo faremos uma abordagem dos aspectos tedricos sobre os aminoacidos
em geral, descrevendo suas formas, suas propriedades fisicas bem como suas estruturas.
Também falaremos sobre a técnica do espalhamento Raman, que é o método experimental
utilizado para a anéalise dos modos vibracionais do material em estudo. Ainda falaremos

sobre as ligagoes que mantém os aminoacidos unidos e as ligacoes que eles fazem entre si.

1.2 O que sao aminoacidos

Um aminoacido é uma molécula organica constituida por &tomos de carbono, hidroge-
nio, oxigénio, nitrogénio e eventualmente, também o enxofre. Os aminoacidos podem ser
divididos em quatro partes: um grupo amina (N Hs)e um grupo carboxilico (COOH), os
quais estao ligados a um atomo de carbono chamado de carbono "alfa” que esta ligado a
um atomo de hidrogénio e a um radical (R). Este radical sera o responsavel pela diferen-
ciagao entre os aminoacidos e suas propriedades. Uma férmula geral de um aminoacido é

mostrada esquematicamente na Figura 1.

'NH, | C H

Figura 1: Esquema geral de um aminoacido de radical R qualquer.
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1.3 Classificagao dos aminoacidos

Quanto aos radicais, os aminoacidos protéicos podem ser classificados como:

e Apolar: alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptofano e me-

tionina;
e Polar nao-carregado: glicina, serina, cisteina, tirosina, asparagina e glutamina;

e Polar carregado: (carregados positivamente) lisina, arginina, histidina, (carregados

negativamente) acido aspartico e acido glutamico.
e Acidos: acido aspéartico e acido glutamico;

e Basicos: arginina, lisina e histidina;

Quanto a forma de obtencao pelo organismo humano se dividem em essenciais, que nao
sao produzidos pelo organismo e devem ser obtidos através da alimentagao ou produtos
que os contenham, e os nao essenciais que sao os que o organismo humano pode produzir

por meio do metabolismo com os aminoacidos essenciais.

Na Tabela 1 temos os nomes dos principais aminoécidos e a letra que os representa.

1.4 Isomeria

Com excec¢ao da glicina, todos os aminoacidos protéicos apresentam atividade otica,
ou seja, quando luz circularmente polarizada incide sobre eles, ela sai com polarizacao
a direita (D) ou a esquerda (L). Esses aminoacidos apresentam quatro gupos diferentes
todos ligados ao carbono central, ou seja, esse carbono ¢ assimétrico, assim esse carbono

é chamado centro quiral.

A existéncia de um centro quiral permite que esses aminoacidos formem esteroiso-
meros. Dentre estes esteroisdmeros existem aqueles que se apresentam como imagem
especulares um do outro sem sobreposicao, a estes chamamos de enantidmeros. Os enan-

tidmeros podem ser D ou L e somente os L-aminoacidos sao os formadores das proteinas.

Uma interessante questao da investigacao cientifica é descobrir o porqué de apenas os
aminoacidos do tipo L serem encontrados nos seres vivos. Mas esse nao ¢ um ponto de

relevancia na presente tese.
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COO-
+ |
NH; —cl:a— H
R

Figura 2: Forma zwitterion de um aminoacido.

Pode-se destacar ainda que dos 20 aminoacidos protéicos trés sao aromaticos: fenila-
lanina, tirosina e triptofano e apenas dois possuem enxofre em sua estrutura: metionina

e cisteina.

Tabela 1: Simbolos dos aminoécidos

Aminoéacido Simbolo de trés letras simbolo de uma letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R

Asparagina Asn N

Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Acido Glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina Ile 1
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M

Fenilalanina Phe F

Prolina Pro P

Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val A%

1.5 As ligagoes de hidrogénio

As ligagoes de hidrogénio ocorrem quando um atomo de hidrogénio esta preso a outros

dois 4tomos em determinadas circunstancias. O hidrogénio possui algumas propriedades
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forma catidnica forma zwitterion forma anidnica

;:'m} H C;{f}(} COO"

H,N* --(§:’-~«-H == HYN*—-C—H = HN—-C—H
! l
R R R

pH acido pH neutro pH alcalino

Figura 3: Esquema geral mostrando as formas cationicas, zwitterion e anidnicas dos
aminoacidos quando expostos a solugoes de PH acido, neutro a alcalino, respectivamente.

que lhe sao peculiares como um nicleo composto por um tnico préton e alto potencial de
ionizagao se comparado com outro elementos como L; (5,39 eV) e K (4,34 €V). Quando na
presenca de atomos com forte eletronegatividade , como o oxigénio ou o fliior, o hidrogénio
¢ fortemente atraido. Os exemplos mais importantes de ligagdes de hidrogénio ocorrem
na molécula de DNA, onde atomos de hidrogénio formam a "ponte"entre as duas cadeias

helicoidais da molécula e na formagao do gelo.

As ligagoes de hidrogénio podem ser intermolecular, quando ocorre entre moléculas,
e intramolecular, quando ocorre entre a&tomos dentro da molécula. Nas ligagoes de hidro-
génio, representadas por X — H...Y, o &tomo de hidrogénio atua como uma "ponte"entre
os atomos de X e Y que sao eletronegativos (F, N, O, etc.). Nos aminoacidos, as liga-
¢oes de hidrogénio sao principalmente do tipo N — H...O onde o hidrogénio pertence ao
grupo amino (N H;") e o oxigénio ao grupo carboxilico (CO; ). Obviamente, quando um
aminoacido se cristaliza na forma hidratada, as moléculas de dgua também participarao

de ligacoes de hidrogénio com as moléculas dos aminoécidos.

Nas Figuras 2 e 3 temos a forma zwiterion de um aminoacido e nas Figuras 4 e 5

temos a representacao de todos os aminoacidos essenciais e suas caracteristicas.

1.6 Espectroscopia

A espectroscopia diz respeito & interacao da radiacao com a matéria, sendo o principal

objetivo a determinagao dos niveis de energia de a&tomos, moléculas ou cristais. O espalha-
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a) Aminodcidos hidrofobicos

GO Coar COO "i?-OD' T‘OO'
*HSN“f:J—H +I—L3N—(:2--H +H3I‘~I—L|‘.?—H +H3N—~<IT-—H THM —fI'J—H
/CH\ CHa H —(J.‘ — CH3 CHa CHe
e Cery o o -
3 | I
HiG™  "CHy S, |S
Valina Leucina Isoleucina Metionina Fenilalani
(Val) (Leu) (Ile) (Met) alanina
(Fen)
lelele) '5]300' ?OO’
THN—C —H +Hel‘1 i +H3N—'C|:——H
|
CH Heth e <|3HL
He e T
Alanina = B I J LI
(Ala) Prolina HC._ - S
(Pro) H
Triptofano
(Tr1)
b) Aminodcidos hidrofilicos
?OO‘ (!:OO' SO ’\I-:OO-
+ e —_—
H H—?—-OH H—%——OH (I;HE
Glicina H CH3 =H
(Gli) Serina Treonina Cisteina
(Ser) . (Ter) (Cis)
COo elele) s
+H3N-—'f.i?~—H : FHN —é—H LJf
i L N
CHp :
CHa
& e
= o o l"h
S Asparagina Hon By
(Asn)
o Glutamina
Tirosina (Gln)
(Tir)

Figura 4: Os vinte aminoéacidos que participam da sintese de proteinas classificados
segundo a polaridade de seus radicais: a) Aminoacidos hidrofébicos b) Aminoécidos
hidrofilicos.
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¢) Aminoacidos acidos
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d) Aminoécidos bésicos
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Figura 5: Continuagdo ¢)Aminoécidos acidos d) Aminoécidos basicos.
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mento Raman consiste do espalhamento inelastico de radiagao de origem eletromagnética
monocromatica que interage com as moléculas. No espalhamento Raman uma radiacao de
origem geralmente na regiao do visivel, interage com a molécula e sofre um espalhamento
sendo que a freqiiéncia de espalhamento é ligeiramente diferente da radiacao incidente.
Esta radiacao espalhada traz consigo informacgoes preciosas sobre os niveis energéticos do

sistema em estudo.

1.6.1 Espectroscopia Raman

O efeito Raman foi previsto teoricamente por Smekal em (1923). No entanto, a
observacgao e interpretacao correta foi feita pela primeira vez por C. V. Raman e K.S.
Krishnan também em 1923, na India. Independente e simultaneamente na Russia, Grigory
Landsberg e Leonid Mandelstam deram contribui¢oes semelhantes, porém trabalhando

com quartzo. A técnica ficou internacionalmente conhecida como espectroscopia Raman.

Quando radiacao eletromagnética incide sobre uma amostra ela poderé ser absorvida
se a energia da radiagao incidente corresponder a separacao de dois niveis de energia do
atomo ou molécula em questao. A origem de uma freqiiéncia modificada encontrada no
espalhamento Raman pode ser explicada em termos da energia transferida entre o sistema
espalhado e a radiacao incidente. Quando um sistema interage com radiagao de freqiiéncia
vy ele podera fazer uma transicao de um nivel de energia mais baixo F; para um mais

alto Ejs.

Esta energia requerida podera ser considerada como sendo provida pela aniquilacao
de um féton da radiagao incidente de energia hyy e a simultéanea criagao de um foéton de

menor energia Fy > [, tal que um espalhamento de baixa freqiiéncia é observado.

Alternativamente, a interacao da radiagao com o sistema podera causar uma transicao
de um nivel de energia mais alto para outro nivel mais baixo (E; — FE7). Novamente,
como no processo anterior, um féton da radiacao incidente de energia hyy é aniquilado,
mas neste instante existe a criagdo simultanéa de um f6ton de maior energia (hvy + hv),

de tal modo que o espalhamento de radiagdo de ntiimero de onda mais alto ocorre [16].

1.6.2 Teoria do espalhamento Raman

Quando radiagdo de freqiiéncia v incide sobre um sistema (que no caso pode ser
qualquer tipo de matéria, ou um gas ) parte desta radiagdo podera ser absorvida pelos

atomos ou moléculas do sistema o qual passam a vibrar com a mesma freqiiéncia 1 da
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radiacao incidente ou com outra freqiiéncia caracteristica do sistema. Dai podemos dar o
nome de espalhamento ao processo de colisao de fétons de energia hry, com as moléculas

do sistema.

Existem dois tipos de espalhamentos : o elastico e o inelastico. No espalhamento
elastico, a molécula atingida pelo féton da radiagao incidente nao vibra e o féton espal-
hado conserva toda a sua energia. No inelastico, parte da energia do féton incidente é
absorvida pela molécula o qual passa a vibrar. Neste caso, a energia do f6ton diminui. O
espalhamento Raman é um tipo de espalhamento inelastico e o espalhamento elastico é
chamado de espalhamento Rayleigh. O parametro que determina o grau de espalhamento
quando a radiacao incide sobre a matéria é a polarizabilidade «. A polarizabilidade é
uma medida do grau de afastamento do centro da nuvem eletronica negativa em relacao
ao nicleo. Em geral, a polarizabilidade é uma propriedade anisotrépica, o que significa
que, a iguais distancias do centro da molécula o podera ter diferentes magnitudes quando

medidas em diferentes diregoes.

H
No espalhamento Raman a radiacao incidente induz um momento de dipolo P ao

qual esta relacionado ao campo elétrico pela equacao:

—

P=aE, (1.1)

onde nesta caso a que é a polarizabilidade da molécula, é um tensor de segunda ordem
—)
cujas componentes tém unidade de CV ! m? e E & o vetor do campo elétrico da radiacao

incidente.

Vamos agora considerar o significado do tensor de polarizabilidade o qual relaciona
— = —
os vetores P e E. A equacao a seguir implica que as magnitudes das componentes de P

—
estao relacionadas com as componentes de E da seguinte maneira:

P, = o, By + agy By + o, E, (1.2)
P, = ay B, + oy By + o B, (1.3)
P, =a,E;, + o, B, + o, F,, (1.4)

os novos coeficientes «;; sao chamados as componentes do tensor de polarizabilidade c.

Este tensor é simétrico ou seja:
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Ay = Olyg; Oz = Qg Olyy = Qlgyy (15)

Vamos agora desenvolver o em uma série em torno da coordenada q que é a coordenada

normal do sistema:

do
dq

onde fizemos a aproximacgao até a primeira ordem. Vamos agora supor que uma radiagao

a=ay+ (=—)g+ .., (1.6)

— —
monocromatica dada por E = Ecos(2miyt) e também a coordenada q seja dada por
um termo oscilatério do tipo ¢ = gqocos(2my,t) onde neste caso v, e também 1, sao,
respectivamente, a freqiiéncia vibracional e a frequéncia da radiagao incidente. Agora

vamos substituir estas duas expressoes em (1.2) e (1.3), entao teremos:

d
P= aoﬁocos(%wot) + (d—a)qgﬁocos(27r1/ot)cos(27wvt) (1.7)
q

onde usando uma identidade trigonométrica conhecida teremos:

— — da. —
P = «ag Eycos(2mipt) + (d—)qug[cos[27r(Vo + vy)t] + cos[2m (v — 1y,)t]] (1.8)
q
Observemos agora que obtivemos trés freqiiéncias diferentes. O primeiro termo contém
a freqiiéncia da radiacao incidente, o qual é conhecido como espalhamento Rayleigh,
que é justamente a parte que corresponde ao espalhamento elastico. As outras duas

correspondem respectivamente, ao espalhamento Raman anti-Stokes e ao espalhamento

Raman Stokes.
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2 AL— Arginina.HCI.H20 e a
L — Arginina.2H20

2.1 Introducao

Neste capitulo iremos discutir alguns aspectos estruturais e vibracionais relacionados
aos cristais de aminoacidos L—Arginina.HCIl.H,O (LARHCL) e L—Arginina.2H,O(LARH).

2.2 L — Arginina.HCI.H,O

A L — Arginina. HCl.H;O cristaliza-se em uma rede monoclinica, pertencente ao
grupo espacial P2;(C%). A Figura 6 mostra a estrutura molecular da L-arginina, onde po-
demos destacar os grupos carboxilico e aménio na forma zwitterion (dipolar). Na Figura 7
temos o arranjo das moléculas na célula unitaria com a adicao de HCl e H,O. Nesta secao

e em capitulos posteriores, iremos usar a sigla LARHCL para a L — Arginina. HC1.H50.

Existem varias formas de estudar a distribuicao das vibragoes de um cristal quanto
a sua simetria. Uma das mais utilizadas consiste no uso de tabelas que facilitam a de-
terminagao das regras de selecao para as transi¢oes vibracionais. A estrutura da célula
unitaria da LARHCL consiste de duas moléculas de CgH140oN4. HCl. H,O, num total de
62 atomos. Na célula primitiva da LARHCL todos os 4tomos ocupam sitios de simetria
(' e teremos um total de 186 modos normais de vibracao. Para o célculo destes modos
devemos lembrar que a LAHCL é composta de 62 atomos, e que cada dtomo contribui
com trés graus de liberdade sendo que teremos entao um total de 186 modos normais de
vibragao. Da tabela 3A da ref. [40] vemos que na célula unitaria existem sitios de simetria
(' ocupados por 2 atomos C(4). Da tabela 3B, da mesma referéncia, vemos que os sitios

de simetria C; dao origem aos modos translacionais da rede:

I = 3A+ 3B, (2.1)



2.2 L — Arginina. HCl.H,0O 32

Figura 6: Molécula de L-Arginina na forma zwitterion.

A distribuigao dos modos em termos da representagoes irredutiveis do grupo fator Co

sao dadas por:

' = 93A + 93B (2.2)

onde neste caso estamos considerando tanto modos 6ticos como modos actsticos. Olhando
para a tabela de caracteres do grupo Cy (Tabela 2), teremos que os modos actsticos sao

dados por:

Facustico =A + 2B (23)

descontando estes modos actsticos da distribuicao total dos modos da LARHCL teremos

a seguinte distribuicao dos modos 6ticos como se segue:

Ty = 92A + 91B (2.4)

Tabela 2: Tabela de caracteres para o grupo C5

Cy | E C3 | atividade no IR | atividade no Raman
Al 11 T.;R, oy Oy Oy 7,00,
B 1-1 1., 1T,;R;, R, ay Yo

Como podemos ver da Tabela 2 fonons com simetria A e B sao ativos tanto no Raman

como no infravermelho.
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2.2 L — Arginina.HCI.H2O
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Figura 7: Disposi¢ao da LAHC'L na estrutura cristalina.
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2.3 L — Arginina.2H,0

A L-arginina, (HoN)C(NH )o(CHy)3sCH(NH3)TCOO~ é um dos aminoacidos essen-
ciais para o crescimento animal[41|. Nesta segao e em capitulos posteriores, iremos usar
a sigla LARDH para a A L-arginina, di-hidratada. A LARDH, segundo a referéncia [41],
cristaliza-se em uma estrutura ortorrémbica, com grupo espacial P2,2,2; (Dj) e as di-
mensoes da célula unitaria sdo: a = 5,86, b = 11,87, ¢ = 15,74. A célula unitéaria comporta

quatro moléculas [42]. A Figura 8 mostra a molécula da LARDH na forma zwitterion.

A estrutura da célula unitaria da LARDH consiste de quatro moléculas CgH1409Ny.
Da tabela 6B, da mesma referéncia, vemos que os sitios de simetria C; dao origem aos

modos translacionais da rede:

['=3A+3B; + 3By + 3B (2.5)

Entao para a distribuicao dos modos em termos das representacoes irredutiveis do

grupo fator Dy sao dadas por:

I'=124A+ 1248y + 12485 + 12483 (2.6)

onde estamos a considerar tantos os modos 6ticos como os acusticos. Observando a Tabela

de caracteres do grupo D, (Tabela 3), teremos que modos acusticos sao dados por:

Tabela 3: Tabela de caracteres para o grupo Dy

Dy | E C5 CY CF | atividade no IR | atividade no Raman
A 1111 Oz, Oy, Ozy
By 11-1-1 TR, az,
By 1-11-1 T,;R, o,
Bs 1-1-11 T.:R, Q.
Lacustico = B1 + By + Bs (27)

e quando descontamos estes modos actisticos da distribuicao total dos modos da LARDH

teremos a seguinte distribuicao dos modos 6ticos como se segue:

Ty = 124A + 1238, + 1238, + 123B; (2.8)
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- SR

Figura 8: Molécula de LARDH na forma zwitterion.

Observando a tabela de caracteres do grupo Dy (Tabela 3), observamos que todos os

modos sao Raman ativos, enquanto os modos ativos no IR sao somente By, By, ¢ Bs.
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3 Procedimento Experimental

3.1 Introducao

Neste capitulo descreveremos a parte experimental, onde falaremos sobre a técnica de
crescimento usada no processo de crescimento dos cristais de LARHCL e LARDH, além

dos equipamentos usados no processo de medidas do espalhamento Raman.

3.2 Crescimento da amostra LARHCL

Quase todos os aminoacidos protéicos podem formar cristais produzidos a partir de
solucoes aquosas. O método geral consiste em dissolver uma determinada quantidade
de reagente, escolhida pelo conhecimento da curva de solubilidade, em uma quantidade
também pré-determinada de dgua. Essa solugao é agitada mecanicamente mantendo-se a
temperatura um pouco acima da temperatura ambiente, cerca de 35°C'. Depois que todo
o reagente é dissolvido na agua, a solugao é filtrada por um filtro de papel e a seguir é
colocada em um becker, onde fica & temperatura constante durante o tempo necessério
para que crescam as amostras. Obviamente, nem todas as solu¢oes preparadas produzirao
cristais de boa qualidade 6tica. Alguns problemas podem surgir durante o processo de
crescimento como a falta de energia (que provocara uma grande variagao de temperatura
da solu¢@o), choque mecénico na mesa onde a solugao repousa, desenvolvimento de fungos

dentro do becker, etc.

As amostras de LARHCL foram crescidas a partir de uma solugao aquosa conforme
descrigao anterior. Esta solucao foi colocada para evaporar pelo método de evaporagao
lenta & temperatura controlada, em aproximadamente 20°C'. Tipicamente apos 2 a 3
semanas obteve-se os referidos cristais de LARHCL[43]. Na Figura 9 vemos o cristal de

LARHCL e a orientacao do cristal.
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Figura 9: Detalhe da orientagao do cristal.

3.3 Crescimento da amostra LARDH

Para o crescimento das amostras de LARDH, utilizamos o método de difusao a vapor
sem gel (semente). O nosso procedimento experimental consistiu nos seguintes passos: foi
medido em uma balanca eletronica 9,29 gramas de L-arginina em po; foi colocado em um
bequer de 100 ml (pyrex) 50 ml de d4gua miliqué e este bequer foi colocado num agitador;
foi observado depois de um certo tempo que o soluto nao se dissolveu totalmente, com a
conseqiiente formagao de um corpo de fundo; a temperatura de dilui¢ao foi medida como
sendo 26°C; foi medido na balanca eletronica 2,37 gramas de L-arginina em pd que foi
colocada na solu¢ao; novamente colocamos mais 5 ml de dgua miliqué em um bequer de
20 ml e adicionamos a nossa solucao. Foi adicionado a solu¢ao um pouco de azida de sédio
para evitar a formacao de fungos; foi medido o pH da solugao e encontramos pH = 11,5;
foi feito um processo de filtracao em um bequer de 50 ml; cobrimos a boca de bequer com
um plastico e fizemos alguns furos; foi colocado alcool etilico em um bequer de 250 ml na
altura do bequer de 50 ml. Foram feitos ainda furos no bequer interno; cobrimos a boca
do bequer externo; colocamos na bancada para o processo de crescimento. Apoéds duas
semanas observamos a formacao de pequenos cristais de LARDH. A Figura 10 mostra o

cristal apos o crescimento.
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|

Figura 10: Morfologia da amostra de LARDH.

3.4 Medidas de Espectroscopia Raman

As medidas de espalhamento Raman apresentadas nesta Tese foram realizadas utilizando-

se um sistema micro - Raman preparado para a geometria de retroespalhamento num es-
pectrometro triplo da Jobin - Yvon T64000 equipado com um detetor CCD (coupled charge

o qual é resfriado a nitrogénio liquido.

O diagrama em blocos da Figura 11 mostra os componentes de um equipamento
necessario para a observacao de um espectro Raman. O sistema é constituido de uma
fonte de radiacao monocromaética, um dispositivo apropriado para suportar a amostra,
um espectrometro para dispersao da radiagao espalhada, e um dispositivo de deteccao
da luz que pode ser de natureza fotografica, de natureza fotoelétrica ou de natureza de

cargas acopladas (CCD).

Para excitacao da amostra usamos um laser de argénio operando na linha 514,5 nm.
A Figura 12 mostra o espectrometro usado nas medidas de espalhamento Raman. O feixe
do laser foi focalizado utilizando-se um microscopio OLYMPUS BH-2 equipado com uma
lente de distancia focal f=20,5 mm e abertura numérica de 0,35. Apds a luz ser espalhada
pela amostra ela entra na entrada do espectrometro atravessando a fenda, sendo a seguir
dispersada por uma grade GG;. A fenda de saida do primeiro monocromador é a fenda de
entrada do segundo monocromador, que seleciona radiacao com comprimentos de onda
entre A\; e \o. Esta radiagao atinge, entao uma segunda grade Gy que recombina toda

a radiacao dispersada sobre uma terceira fenda. Este processo produz uma radiacao

device),
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Radiagao policromatica

Fenda de entrada

Grads 7

Fenda intermediaria 1 - 2

Fenda intermediaria 2 - 3

Detetor CCD

Figura 11: Diagrama em blocos da configuracao do espectrémetro utilizado nos
experimentos de espalhamento Raman.

novamente policromatica, mas limitada ao intervalo espectral A\; - A2. Finalmente esta
iltima radiacao é dispersada por uma grade (G, e finalmente ¢é direcionada ao detector.
Um esquema geral desta configuracao, conhecida como configuracao de modo subtrativo

(ou duplo subtrativo + espectrografo), é apresentado na Figura 11.

Os dados obtidos foram arquivados em um computador que se encontra conectado ao
espectrometro, de onde pudemos analisar os graficos utilizando as plataformas ORIGIN
e Peakfit.

3.5 Medidas de altas temperaturas na LARDH

Para as medidas de espalhamento Raman sob altas temperaturas foi utilizado um
forno construido no proéprio Departamento de Fisica da UFC, que é controlado por um
controlador digital eletrénico microprocessado modelo HW4200. Na Figura 13 vemos o

esquema da montagem para o aquecimento da amostra.

Para as medidas foi usada a lente de 20 mm, com uma poténcia de saida de 175 mW
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Figura 12: Aparelho T64000 utilizado na realizacao dos experimentos de espalhamento
Raman.
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Figura 13: Equipamento utilizado no aquecimento da amostra para a realizagao dos
experimentos de espalhamento Raman.

e o tempo de acumulacao de 4 acumulacoes de 45 segundos para cada medida. O tempo
de espera para a amostra atingir o equlibrio térmico com o forno foi de aproximadamente

15 minutos.

3.6 Medidas de altas pressoes para a LARDH

A pressao é uma variavel termodindmica que, como a temperatura, pode ser usada
como um parametro para a observacao da ocorréncia de mudancgas na energia de um

sistema.

Existem dois tipos possiveis de aplicagao de pressao, sendo uma uniaxial onde existem

componentes de cisalhamento, e outra hidrostética, onde as componentes de cisalhamento
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sao nulas. Na pressao uniaxial existe a possibilidade de se atingir pressoes que ultrapassem
a rigidez mecanica do material levando & destruicao da amostra em estudo. Na pressao
hidrostatica usamos um liquido compressor o qual exerce uma pressao igual em todos os
pontos da amostra. Neste método produz-se uma reducao das distancias interatomicas
e a conseqiiente reducao do volume. Esta reducao do volume implica em um trabalho

realizado sobre a amostra o que leva a um aumento na energia interna do sistema.

Em amostras cristalinas, o efeito do aumento de energia do sistema leva os atomos do
cristal & uma configuracao em que minimize a sua energia para aquela dada configuracao,
preservando (nem sempre) a simetria que ele possuia antes da aplicagao da pressao. Existe
porém uma situacao limite onde a simetria da estrutura nao é conservada, ou seja, a
energia nao consegue mais ser minimizada ao serem atigindos altos valores de pressao.
Neste caso os atomos da estrutura da amostra véem-se obrigados a se organizar em uma
nova configuracao que possibilite a minimizagao da energia do sistema. Assim, podemos

esperar que a amostra sofra uma transicao de fase estrutural.

Durante o aumento de pressao observa-se no espectro Raman uma diminuicao da
intensidade das bandas que aparecem no espectro. Este é o comportamento geral da
maioria dos materiais. Geralmente, esta perda de intensidade esté relacionada a perda de

luz espalhada devido as heterogeneidades induzidas pelo gradiente de pressao|23].

3.7 Procedimentos experimentais para as medidas de
pressao hidrostatica

Para as medidas de altas pressoes hidrostaticas foi utilizada uma cela de pressao do
tipo bigorna de diamantes (DAC). O intervalo de pressdes suportado pela cela utilizada
varia nos experimentos de 0 a 10 GPa. As Figuras 14, 15 16, 17 mostram o esquema
deste tipo de cela de pressao onde os niimeros indicam os componentes basicos para que
se possa entender os procedimentos experimentais. Este equipamento é constituido dos

seguintes elementos:
1. Um parafuso principal;
2. Algumas arruelas e uma alavanca;

3. Um diamante inferior;

4. Um diamante superior;
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5. Uma gaxeta metalica;

6. Uma cavidade (no interior da gaxeta).

O parafuso principal é o responsavel direto pelo controle da pressao durante a execucao
do experimento. Ao aumentarmos a pressao devemos ter muito cuidado, pois a pressao
nao aumenta linearmente com o ntmero de voltas do parafuso. Devemos apos cada
aperto sobre o parafuso (geralmente algumas dezenas de graus), esperar pela acomodagao
das arruelas e da gaxeta, que faz com que resultem em incrementos na pressao bastante

diferentes.

As arruelas, a alavanca e mais alguns periféricos sao os responséveis pela transmissao
de pressao aos diamantes. Estes, por sua vez, sao os componentes de maior valor do
equipamento, pois como sabemos, apesar da sua alta dureza, os diamantes podem sofrer
danos irreparavéis no caso de exercemos uma pressao excessiva sobre a cela de pressao
resultando no trincamento e quebra dos mesmos. Os diamantes sao os responséveis diretos
(via fluido transmissor de pressao) pela aplicagao da pressao sobre a amostra. Eles sao
desenhados de modo que a area de contato com a gaxeta seja a menor possivel. Quanto
menor for a drea de contato, maior a pressao efetiva sobre a gaxeta e, por conseguinte,

sobre a amostra.

A gaxeta é uma peca metalica feita de aco inoxidavel, no interior da qual colocamos
a amostra junto com o liquido transmissor que exercera a pressao sobre a amostra. Esta
peca é confeccionada de modo a ficar com dimensoes de 1,0 cm X 1,0 cm X 1,0 cm. Em
seguida é aberta uma cavidade de 200 ym de diametro onde ficara a amostra, utilizando-se
de uma broca apropriada. Existe também um outro processo para a abertura da cavidade
que é a fusao a laser. Porém, o processo de fusao a laser gera detritos originados da
carbonizacao do material, o qual devem ser removidos por meio da aplicacao de ultra-
som. A gaxeta é posta entre os diamantes durante a montagem do experimento e sofre
deformagoes considerdveis no decorrer do mesmo. Esta peca nao pode ser reaproveitada
para outro experimento, devendo ser substituida. A pressao entre a gaxeta e os diamantes

impede a saida do fluido transmissor de pressao.

O fluido transmissor de pressao hidrostatica mais usado é composto de uma mistura
de metanol e etanol na proporg¢ao de quatro por¢oes de metanol para uma de etanol. Para
realizarmos as medidas de altas pressoes hidrostaticas utilizamos como meio compressor
oleo mineral nujol, de modo a evitarmos problemas com a pequena quantidade de agua

existente no alcool sobre a amostra.
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Durante o processo de montagem dos experimentos os diamantes devem ser cuida-
dosamente alinhados e limpos utilizando-se para isto uma agulha, papel e acetona, para
evitarmos que a luz do laser seja obstruida por particulas microscopicas resultantes de
sujeira ou corpos estranhos na superficie ou na lateral dos diamantes. Apds o processo de
limpeza, a gaxeta é colocada sobre o diamante inferior; a amostra e o rubi sao colocados
cuidadosamente no interior da cavidade e o liquido transmissor de pressao é colocado na
cavidade com a ajuda de uma seringa. Este trabalho deve ser feito com muito cuidado e
destreza, pois o escoamento do liquido transmissor de pressao ocorre muito rapidamente,
e a imprecisao dos passos anteriores pode ocasionar o surgimento de bolhas de ar no
interior da cavidade que, por sua vez, irao interferir no experimento. Como o diamante
e o liquido compressor sao transparentes, o feixe de laser os atravessa com facilidade,

atingindo a amostra.

Finalmente, uma rapida discussao sobre o procedimento de calibracao da pressao no
interior da célula de pressao, ou seja, como é possivel conhecer a pressao no interior do
compartimento da gaxeta onde se encontram a amostra e o liquido compressor. Embora
existam diversos materiais que possam ser utilizados com o objetivo de se fazer esta cali-
bracao, o método mais utilizado, e que foi usado neste trabalho é o da luminescéncia do
rubi. De fato, sabe-se que o Cry existente na matriz de 6xido de aluminio, Al,O3 (o rubi)
possui uma luminescéncia caracterizada por duas linhas intensas, R; e Rj, oriundas da
transigao eletronica E? — A2. Os autores da Ref.[45] descobriram que estas linhas se
movimentam linearmente para a regiao de mais altas energias até aproximandamante 20
GPa. Para pressoes mais altas ainda, posteriormente, descobriu-se que o comportamento
nao ¢ linear mas é conhecido que pelo menos até 150 GPa ¢ possivel utilizar-se a lumi-
nescéncia do rubi para fazer calibragao [46]. No caso dos experimentos realizados nesta,
Tese, uma vez que as pressoes maximas atingidas foram inferiores a 10 GPa, utilizou-se a
seguinte equagao para se determinar a pressao no interior da célula:

Wp — Wo

p=2r_*0
7,565

onde w, é o valor da energia da linha R; (em ¢m™!') na pressdo P, wy é a energia da linha
Ry (em cm™') na pressio atmosférica (1 atm = 107> GPa) e P é a pressdo em unidades
GPa. Pelo formato das linhas R; e Ry também é possivel inferir sobre a hidrostaticidade

do ambiente onde esté imerso o rubi.
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Figura 14: Representacao esquematica do diamante e da marca que o mesmo deixa
sobre a gaxeta metalica apds o experimento.

Figura 15: Representacao esquematica da disposicao dos diamantes em uma célula de
pressao a extremos de diamante.
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Figura 16: Fotografia de uma célula de pressao a extremos de diamante.

Figura 17: Representacao esquemética de uma célula de pressao a extremos de diamante
montada sobre uma mesa com deslocamento XYZ.
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4  FEspalhamento Raman polarizado
da LARHCL a temperatura
ambiente

4.1 Introducao

Os cristais de aminoacidos possuem um complexo espectro vibracional uma vez que
estes materiais sao moléculas com varios atomos e, na célula unitaria, geralmente, existem
de duas a oito moléculas. Assim, o ntmero de modos normais de vibragao é bastante
grande e o entendimento do significado das varias bandas que aparecem no espectro Raman

do material pode ser conseguido com algumas dificuldades.

Existem diversas maneiras de se fazer a identificacao das bandas Raman de um cristal.
Entre estes métodos um dos que fornecem resultados mais precisos é o de deuteracao do
cristal. Por exemplo, consideremos o caso da L-alanina, C HsCNN H; CO, . E possivel
deuterar parte da molécula ou mesmo deuteréd-la completamente formando as substancias
CD3CHNH;CO; (alanina-d;); CDsCDNH; CO; (alanina-dy) ou CD3CDN D CO;
(alanina-d7). Ao analisar-se os espectros Raman destas trés diferentes substéncias e
comparé-los entre si e com a amostra nao deuterada (alanina-d;) é possivel descobrir
que vibragoes correspondem por exemplo, ao estiramento do C'Hs, ao estiramento C'H,
ao bending do NH, etc. No caso da L-alanina, um tal estudo foi realizado e apresen-
tado na Ref. [47]. Obviamente, esta metodologia pode ser aplicada a qualquer cristal de

aminoacido que seja parcial ou totalmente deuterado.

Uma segunda maneira de se identificar os modos normais de vibracao é através do
uso de calculos do tipo "ab initio"em moléculas, com a extrapolagao para a estrutura
cristalina. Tal calculo foi realizado, entre outros, para a L-metionina [48], onde foi possivel
inclusive fazer a previsao de diversas conformacoes da molécula, como sera discutido mais
adiante. No caso da LARHCL, calculos "ab initio"foram realizados para auxiliar na

identificagao dos diversos modos normais de vibragao.
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Uma terceira possibilidade de identificacao das bandas Raman ¢é através da dissolucao
do reagente na agua e a comparacao do espectro Raman da solugao com o espectro Raman
do cristal. Os modos que estiverem ausentes na solu¢ao podem ser atribuidos aos modos da
rede. Obviamente, neste caso, devido a grande luminescéncia produzida no espalhamento
do laser na solugao, necessariamente a técnica de Raman por transformada de Fourier
devera ser utilizada. Esta metodologia foi utilizada no estudo dos modos normais de

vibragao da seselina [49].

Neste ponto é interessante destacar que os valores das frequéncias de vibracao depen-
dem do estado i6nico (ou de protonagao) da molécula, ou em ultima anélise, do pH da
solugao produzida com o aminoacido. Por exemplo, o estado idnico da L-histidina varia
de espécies duplamente protonadas, em solugoes com alta acidez; para espécies zwitte-
rionicas em pH neutro; para espécies duplamente desprotonadas, em solugoes altamente
alcalinas [50]. Num estudo realizado com absor¢ao de infravermelho, observou-se que a
vibracao do tipo wagging do C'H, possui as seguintes frequéncias: 1.365 ecm ™!, para pH
= 0,0 (His*"); 1.361 cm™!, para pH = 3,9 (His"); 1.355 cm ™! para pH = 7,6 (His"),
pH = 11,4 (His™) e pH = 14,0 (His*"). J4 a banda associada ao estiramento simétrico

do CO; apresenta uma maior variacio com o pH, sendo vejamos: 1402 cm ™!

, para pH
= 3,9; 1409 em™!, para pH = 7,6; 1410 em ™!, para pH = 11,4 e 1419 ¢cm ™!, para pH =
14,0 [50]. No caso especifico do estudo dos aminoécidos no estado solido, sabe-se que as
moléculas encontram-se na forma zwitterionica, por tanto, se alguma comparagao entre
as moléculas no estado sélido e no estado liquido fosse permitida, seria com a solugao pH

neutro.

Finalmente, como consequéncia do fato de que os aminoacidos possuem agrupamen-
tos comuns de atomos, também é possivel inferir-se num determinado tipo de vibragao,
observando-se o valor da frequéncia dessa vibracao em substancias semelhantes. No caso
dos aminoacidos, para citar apenas um exemplo, sabe-se que as vibracoes do tipo rocking
do CO; estao em torno de 530 cm™'. Assim, ao se estudar um determinado aminoacido
que apresenta uma banda Raman isolada nessa regiao, pode-se fazer a suposicao de que

a referida banda esteja associada a um modo tipo rocking do C'O; .

Vamos neste capitulo analisar os espectros Raman do cristal de L-arginina. HC1. H,O
(LARHCL) para varias geometrias de espalhamento e identificar os modos vibracionais

do cristal.
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4.2 Espectros Raman da LARHCL

As moléculas de aminoacidos possuem espectros bem caracteristicos devido a unidades
comuns a todos eles [43]. Espera-se observar diversos modos de vibra¢do os quais sdo
resultantes das interacoes entre carbonos que pertecem ao esqueleto da estrutura, e entre
carbonos e atomos pesados como o oxigénio e nitrogénio (C-O e C-N ) [43], e modos
devido a ligages entre hidrogénio e carbono, nitrogénio e oxigénio (C-H, N-H e O-H)
[43]. No caso dos cristais também aparecem modos vibracionais produzidos por ligagoes

de hidrogénio que interligam as moléculas na célula unitaria , além dos modos da rede.

Na tabela 4 temos um quadro geral das regioes onde aparecem modos vibracionais da

LARHCL e a identificagao de alguns dos modos mais importantes segundo a ref. [43].

Tabela 4: Quadro geral das regioes e modos vibracionais da LARHCL.

Regiao espectral

20cm ! - 200em ! modos externos e grande ntimero de bandas de baixas energias
50cm ™t - 600cm ! estiramentos das unidades X-H...Y

200cm ! - 450em =" | vibracoes associadas ao esqueleto da estrutura

250cm 1 7(COy)

350cm ™! - 420em™! | 7(NHJ")

600cm~1-1000cm =1 | vibragoes do grupo CO,

700cm™? vibragao do tipo bending 6(CO5)

800cm ~1-850cm 1 duas vibragoes do tipo rocking r(COy)
1000cm~1-1300cm ™! | bandas do tipo v(CN), r(NHJ"), w(C Hs)
2900cm~1-3600cm ™! | modos do estiramento simétrico v(N Hs)

A identificacao dos modos normais do cristal foi feita com auxilio do métodos ”ab initio”.
Todos os calculos foram realizados usando o Gaussian 98 e os resultados foram analisados
utilizando o programa MOLFEKFEL. Os calculos da geometria de otimizacgao e freqiiéncia
para a LARHCL na fase gasosa foram feitos com métodos auto-consistentes e Hartree-Fock

(HF). Foram usados como conjunto base 6-31+G(d,p) e 6-311++G(d,p).

Antes de comecar a discussao propriamente dita sobre a identificacao dos modos, umas
poucas palavras devem ser ditas sobre o método de calculo. Como afirmado no paragrafo
anterior os célculos foram realizados para a fase gasosa da L-arginina. Consequentemente,
modos de baixa energia que estao associados a vibragoes da rede nao aparecerao nestes
calculos. De uma forma geral, os calculos "ab initio"tém limitagoes, além do fato de nao
prever os modos da rede, também necessitarem de um fator de escala para ajustar os

valores calculados aos valores experimentais obtidos com cristais. Isto porque na estru-
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tura cristalina ocorrem ligagoes de hidrogénio, que em tltima analise, sao os reponsaveis
pela estabilidade das moléculas de aminoéacidos (ou moléculas de aminoacidos e dgua nos

materiais hidratados) na estrutura cristalina.

De acordo com a literatura, nos ultimos 14 anos os chamados métodos hibridos SCF-
DFT se tornaram bastante populares, conseguindo fornecer previsoes razoaveis dos espec-
tros vibracionais de diversos materiais. Entretanto, as tentativas de se usar estes métodos
para otimizar as estruturas zwitterionicas dos aminoécidos nao forma felizes, resultando
na transferéncia de um préton do N Hy para o CO; , produzindo uma espécie neutra que,
obviamente, esté bastante distante da situagao real [51]. Para contornar estes inconve-
nientes o uso de alguns funcionais novos tem se mostrado uma estatégia razoével, embora
esta estratégia esteja ainda em fase inicial de teste como aquele realizado na L-alanina
[51]. No caso da LARHCL, entretanto utilizou-se um célculo com bases convencionais,

como ja explicado, e os resultados sao mostrados a seguir.

A Figura 18 apresenta os espectros Raman da LARHCL na regiao espectral entre
25 e 255 em ™! em varias geometrias de espalhamento. Modos de frequéncia entre 20 e
200 em ™! podem ser classificados de uma maneira geral como modos externos ou modos
da rede, conforme discussido apresentada em diversos trabalhos ja publicados [23,52-54].
O modo em torno de 189cm ™! foi identificado como sendo uma vibracao torsional do
grupo CO5, 7(COy). Esta suposigao esta baseada em estudos feitos em outros cristais
de aminoaciods hidrogenados [23,53,54] como também naqueles que sofreram deuteragao
[47]. Uma discuss@o mais pormenorizada sobre o modo 7(C'Os) vai ser feita quando da

discussao da descri¢ao dos modos normais de vibragao da L-arginina.2H50.

A Figura 19 apresenta os espectros Raman da LARHCL na regiao entre 200 e 600
em~! para nove geometrias de espalhamento. Nesta regiao encontramos, entre outras, as
bandas associadas a vibragoes torsionais do NH; 7(NHy ). Outra importante vibragao
esta associada ao rocking do N Hy, r(N Hs), o qual por calculos de ”ab initio” entende-se

que ela deve estar entre 445 em™! e 465 em™'. Um bending da unidade NH também

1

tem a possibilidade de ser encontrado nesta regiao espectral , em cerca de 530 cm™",

enquanto que um bending do N — C — N, )N — C' — N, foi identificado como estando

1

em aproximadamente 551 e¢m™". Nesse ponto se faz necessaria uma observagao sobre a

banda em 530 em ™. O calculo "ab initio” realizado com a base 6-311G apresentou uma

! na Tabela 5 exatamente na linha correspondente a 513 em ™! que

vibragao em 513 ecm™
é identificada pelo calculo como bending N-H. Entretanto, como também sera discutido

no capitulo 5 durante a classificagdo dos modos da LARDH, existe uma vasta literatura
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que aponta para o fato de que bandas em torno de 530 cm™! devem ser associadas a
uma vibracdo do tipo rocking do CO;, r(CO5 ). Apenas para citar o caso dos cristais
de aminoacidos alifaticos, na a-glicina o 7(CO; ) foi observado em 503 em™! [11]. J4
na L-alanina, esta vibragao foi observada em 531 em ™! [47] enquanto que nos cristais de
L-leucina [21], L-isoleucina [23] e L-valina [45], o r(C'O; ) foi observado respectivamente,

em 536, 536/556 (duas bandas) e 542 cm ™!,

A Figura 20 apresenta os espectros Raman da LARHCL na regiao espectral entre 650
e 1750 em~! para nove geometrias de espalhamento. O pico observado em 678 cm™! ¢
associado a uma vibracao de estiramento da ligacao do C2 — C3, v(C2 — C3). De acordo
com nossos céalculos uma vibracao do tipo wagging relacionada com a unidade ¢'— N — C'
est4 associada com a banda em torno de 751 cm™!. Vibracoes do tipo estiramento C-C, na
verdade, podem ser encontrados numa gama bastante grande de frequéncias, dependendo
dos tipos de ligacao que o carbono forma com outro carbono. Por exemplo, vibragoes C-C
no diamante, que sao ligagoes o (isto é, o carbono nessa substancia assume hibridizagao
do tipo sp?), sdo encontradas em 1322 cm~!. Esta ¢ a vibragao que num experimento de
espectroscopia Raman a altas pressoes deve ser evitada, ja que este é um pico bastante
intenso. Ja nos materiais grafiticos nanotubos de carbono e grafeno as vibragoes C' = C
sdo observadas em torno de 1600 cm ™. Geralmente esta banda é denominada de banda
G, sendo resultado de uma hibridizagao do tipo sp? (compreeendendo uma ligagao o e
uma ligagdo 7). No caso de nanotubos de carbono a banda G é composta por duas
componentes (i) a banda G*, localizada em 1590 cm™' e associada as vibragoes dos
atomos de carbono ao longo do eixo do tubo (féonon LO); (ii) a banda G, localizada

1

em aproximadamente 1570 cm ™, que estéa associada a vibragoes dos atomos de carbono

ao longo da circunferéncia dos nanotubos (fénons TO) [55]. Obviamente, no caso da

L-arginina, existem apenas ligacoes o envolvidas na molécula. Isto explica o fato das

vibragoes de estiramento C-C serem observadas em frequéncias inferiores a 1300 cm™!.

Alias, na maioria dos aminoacidos as ligacoes C-C consistem de ligagdes o e, portanto, as

1

vibragoes de estiramento C-C encontram-se abaixo de 1300 ¢m ™, como veremos adiante.

O bending da unidade CO;, 6(COy3 ), foi observado em torno de 843 em™!. As bandas
observadas em torno de 930 cm ™! e 940 em ™! estao associadas & vibracao do tipo wagging

do NH,, w(NH,). A vibragao de estiramento da ligacdo C2 — N1, v(C2 — N1), foi

1

associada a uma banda em torno de 1052 e¢m ™", e uma vibracgao rocking fora do plano da

unidade N Hy , r(NHy), foi observada em torno de 1090 ¢m™![5]. Uma vibragao fora do

plano da unidade N H foi observada em torno de 1250 em ™.

Pode-se ainda observar muitas bandas no intervalo de freqiiéncias entre 1300 e 1400
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em™!, sendo que nele temos uma vibracdo do tipo twist da unidade C Hy, 7(C Hy)[5]. E

sugerido ainda pelos célculos uma vibragao do tipo stretching da ligagao C2 —C3, v(C2 —
C3), observada em torno de 1388 cm ™. E possivel que este valor esteja superestimado,
haja vista que o calculo é realizado na molécula livre. De qualquer forma é um valor
aceitavel para a ocorréncia deste tipo de vibracao. Uma banda em torno de 1406 c¢m ™!
esté associada com um bending da unidade CO5, §(COy ), e ainda uma vibragao rocking

L conforme sugerido

da mesma unidade, r(COy ), foi observada em torno de 1472 em~
pelos calculos ”ab initio”. Finalmente nesta mesma regiao segundo os mesmos calculos,

uma vibragao da unidade H — N — C foi observada entre 1600 e 1650 cm ™!,

A Figura 21 apresenta os espectros Raman da LARHCL na regiao entre 2800 e 3600
em™! para nove geometrias de espalhamento diferentes. A regidao espectral entre 2800
a 3000 cm~! é muito rica em vibracoes do tipo estiramento da unidade C' — H. Na L-
arginina o carbono quiral faz uma ligacao com um atomo de hidrogénio, além obviamente
do CO;, do NH e do radical. Na estrutura do esqueleto existem trés dtomos de car-
bono ligados por ligagoes o a dois atomos de hidrogénio, C'H,. Logo, é esperado que a
unidade CH e trés unidades C'Hy contribuam com vibragoes para o espectro Raman do
material. E interessante destacar que ao mudar a conformacio da molécula de L-arginina,
ocorre uma mudanga nos valores de vibragao das unidades C'Hs. Isto ja foi percebido de
uma forma bem clara num trabalho tedrico realizado com a L-metionina [48]. Ou seja,
mudanga conformacional implicaré na variacao das intensidades e frequéncias dos modos
de vibracgao associados ao estiramento do C'H,, conforme serd tembém discutido mais
adiante. Finalmente, as bandas com alto niimero de onda centradas em 3200 cm ™! e 3400
em™1, estao associadas a vibragoes de estiramento da agua, v(H,0O), como é esperado

para cristais que contenham &agua.

Nas Tabelas 05 e 06 temos a identificacao dos modos vibracionais da LARHCL.
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L-arginine.HCL.H,O

X(yy)x

Intensidade (u.a.)

50 100 150 . 200
Numero de onda (cm )

Figura 18: Espectros Raman da LARHCL em varias geometrias de espalhamento na

regiao espectral 25-225 cm ™!
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L-arginine.HCLH,O

Intensidade (u.a.)

200 300 400 500 , 600
Numero de onda (cm')

Figura 19: Espectros Raman da LARHCL em varias geometrias de espalhamento na
regiao espectral 200-650 cm L.
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L-arginine.HCL.H,O

Intensidade (u.a.)

x2 y(zx)y

800 1000 1200 1400 1600
Numero de onda (cm™')

Figura 20: Espectros Raman da LARHCL em varias geometrias de espalhamento na
regiao espectral 650-1750 cm 1.
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L-arginine.HCI.H,O

intensidade (u.a.)

2800 3000 3200 3400 3600
Numero de onda (cm™)

Figura 21: Espectros Raman da LARHCL em varias geometrias de espalhamento na
regiao espectral 2800-3600 cm !
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Tabela 5: Identificacao dos modos vibracionais da LARHCL.
v(em™ 1) 6 — 311 + +G** 6-311G x(yy)x z(yy)z y(xx)y z(xx)z x(zz)x y(zz)y x(yz)z z(yx)z y(zx)y
44 43 43 41 43 42 43
48 7(N17 — C19) 43 43 41 43 42 43
57 59 59 60 59 58 59 58 59 61
61 r(NHF) 63 63 63 61 63 62 63
68 68 71 71 69 70 68 70 71
78 r(H16-C15-H18) 75 75 85 75 74 75 74 75 7
86 r(H15-C12-H18) 87 83 85 87 86
94 96 96 95 96 95 96 90
105 102 102 102 101 102 105 102 100
109 106 106 106
120 120 118 118 117 119 118 119 119
131 r(H13-C12-H14) 132
137 r(H13-C12-H14) 142 142 140 141 138 139 141 142
149 151
163 w(H13 — N17 — H14) r(N1-H7-H26) 158 159 159 162 156 158 158 162
185 190 189 189 189 192 189 191
237 T(NH;) 244 245 243 245 243 243 243 244
261 r(H10 — C9 — H11) 43
262 r(H10-C9-H11) 268 273 269 274 267 270 273
305 §(C9 — C12 — C15) 307 307 306 307 303 303 305 307 303
308
326 321
327 T(skel.)
334 r(NHF) 331 331 332 335
340 340 341 340 340 340
389 377 378 378 379 377 377 380 378
394 §(C3 —C2— N1)
415 415
419 417 419 418 422 425
446 r1 (N Hy) r1(NHy) 446 446 448 445 447 446 447
457 ro(NH2) 466 465 465 465 470
513 §(N17 — H20) 529 531 532 533 533 530 535
545 §(N17 — C19 — N22) 539 537 539
557 v(C2—-C3— N1) 551 553 550 551 552 552
558
567 §(C2 — C9 — C12)
585 §(N17 — C19 — N21) 621 620 618 619 619 621 619
625 629
692 701 702 702 700 701 700 702
717 w(N21 — C19 — N17 — N22)
732 w(N17 — C19 — N22) 751 753 751 748 783
786 T(skel.) 784 784 782 782 783 783 T
799
829
831 831 831 830 830
846 S(CO;) 843 843 843 843 842 843 842 843 841
885
890 6(N21 — H23) 892 897 898 890 892 890 892 891
894 T‘(NH;’) 897 898 897 898 897 898 898
900
902
904
929 w(NHsy) 930 931 931 930 929 930 930 930 930
939 940 939 939 939 939 939 940 940
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Tabela 6: Identificacao dos modos vibracionais da LARHCL.
V(cmfl) 6 — 311 + +G™** 6-311G x(yy)x z(yy)z y(xx)y z(xx)z x(zz)x v(zz)y x(yz)z z(yx)z y(zx)y
950 955 953 955
957 960 960 959 959 958 959 958 959 957
1001 r(NH)
1006
1029 1029 1027 1028 1028 1029 1029 1021 1029
1049 1049 1049 1049 1049 1049 1049 1050
1053 v(C2 — N1) 1052 1053 1059 1052 1052
1073 1062 1059 1060 1060 1057 1064
1096 ri(NHT) 1089 1092 1092 1090 1090 1090 1093 1091
1099 1100 1099 1099 1100 1101 1099 1099 1101
1112 61(N1 — H26)
1132 1134 1135 1136 1133
1120 ro(NHF)
1144 w(N1— H5 — H26) 1139 1138 1138 1140 1142
1163 v(C19 — N22)
1172 52(N1 — H26)
1180 ro(NHZ) 1179 1181 1177 1179 1176 1178 1179 1180 1179
1211 r(NHJ) w(NHF)
1231 1231 1232
1247 ro(NHZ) 1253 1250 1250 1253 1253
1257 71 (N Ha)
1259 ro(NHj)
1275
1282 S(N21 — H23)
1294 (N Ha) 1297 1298 1297 1298 1297 1298
1309 1307 1307 1308
1312 1312 1312 1312 1313 1312 1313 1313
1326 1326 1325 1326 1324 1325 1326 1326 1326
1337 T(CHQ) 1341 1342 1341 1342 1340 1341 1340 1342
1344 7(CHa) 1349 1349 1349 1349 1348 1349 1348 1349
1358
1371 1371 1370 1371 1370 1371 1389
1388 v(C2 — C3) 1388 1389 1389 1390 1391 1389
1404 5(CHy) 1406 1406 1406 1405 1406 1405 1406 1409
1450 1450 1449 1450 1449 1450 1449 1450
1456 1456 1456 1456 1455 1456 1455 1456 1457
1474 r(CHy) 1472 1474 1472 1471 1472 1473
1534 w(CHa) 1535 1535 1535
1572 5(NHs) 1567 1565 1568 1564 1564 1566
1588 §(H—C— N) §(H—C = N) 1591
1605 1605 1604 1607
1613 §(H10 — C9 — H11) 1614 1615
1623 S(H14 — C12 — H13) 1619 1623 1624 1621 1625 1621
1650 S(H18 — C15 — H16) | 6(H14 — C12 — H13) 1654 1655 1655 1655 1657 1652 1655
2853 2854 2855 2854 2854 2854 2854 2854 2855
2879 2879 2879 2879 2879 2878 2879 2879 2878
2890 2891 2891 2891 2890 2890 2890 2891 2891
2904 2904 2904 2004 2905 2904 2904 2904 2904
2917 2018 2917 2917 2018 2017 2918 2918 2917
2944 2947 2943 2945 2940 2942 2944 2944 2944
2953 2054 2952 2053 2953 2953
2962 2062 2962 2062 2062 2062 2062 2062 2960
2970 2970 2970 2971 2970 2970 2970 2970 2971
2991 2991 2991 2991 2091 2991 2991 2991 2991
3169 5(C12 — H14) 3176
3179 3183 3183 3181 3183 3183
3194 v(H16 — C15 — H18) 3188 3193
3335 3332 3335 3334 3336 3335 3332
3347 3344
3392 3391 3390 3398
3482 3482 3481 3483 3483
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5 FEspectros Raman da LARDH em
condicoes ambiente

5.1 Introducao

Neste capitulo vamos destacar a anélise dos espectros vibracionais da LARDH em
condi¢ao de temperatura ambiente, tentando fazer a identificacao dos varios modos de
vibragao. Para isso vamos fazer uso de diversos trabalhos, em especial o da referéncia
[56], onde foi realizado um estudo das propriedades vibracionais do nitrato de L-arginina

semihidratada com a utilizacao de calculos ”ab initio” e medidas Raman e infravermelho.

A anélise dos modos dos grupos funcionais da LARDH, seré feita levando-se me conta
a existéncia dos grupos carbozilico, amino, metil, metileno, esqueleto da estrutura, e as

duas moléculas de agua presentes na estrutura do cristal.

5.2 Espectro Raman da LARDH em condigoes ambiente
- assinalamento dos modos

Nas Figuras de 22 a 26 apresentamos os espectros Raman em condigoes ambientes de
temperatura e de pressao do cristal de LARDH em todo o intervalo onde podem aparecer

modos normais de vibragao.

Na Figura 22 apresentamos os modos Raman da LARDH em condi¢oes ambientes

1

na regiao espectral entre 0 e 600 ecm ™, onde é possivel observar-se 12 bandas. Para

os cristais de aminoacidos, de uma forma geral, as bandas que aparecem abaixo de 200

1 sdo classificadas como modos da rede. Obviamente, alguns modos internos podem

cm”~
aparecer nessa regiao espectral, como vibragoes de um conjunto de atomos formando uma
ligacao de hidrogénio. A banda observada em torno de 39 cm ™! pode ser classificada
como um modo da rede. Outras bandas de baixa energia foram observadas em 61, 97,

119, 141 e 191 em~!. No caso do nitrato de L-arginina semihidratada foi observada uma
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banda em 108 em™! que foi associada a uma vibragao do tipo N...O [56]. Uma banda
no espectro Raman, bastante intensa, observada em 139 em ™! foi associada a vibracoes

! também ativa no Raman, foi

0...0 e N...O, enquanto que uma banda em 159 c¢m™
associada a vibragoes O...0 e a torcao do NO3 . Obviamente, as ligagoes de hidrogénio
no cristal aqui investigado, a L-arginina.2H,0, sao diferentes das ligacoes de hidrogénio
no nitrato de L-arginina semihidratado, mas certamente h& contribuicoes das ligagoes de
hidrogénio para os modos de baixa frequéncia da LARDH. Futuros estudos com calculos
de primeiros principios poderao auxiliar na identificagao mais precisa da contribuicao das
ligacoes de hidrogénio aos modos de baixa energia. A banda em 191 em ™! é identificada
como uma torgao da unidade CO;, 7(COy) [57|. De fato, bandas associadas a 7(COy)
foram observadas na L-asparagina monohidratada em 200 cm ™! [53], na L-isoleucina em

177 em™! [21], na L-valina em 185 cm™! [54], e na forma 3 do 4cido glutamico em 206
em~t [37).

A banda em torno de 295 cm ™! esta associada a uma torgao da unidade H,O, 7(H,0),
conforme a ref. [56]. A banda em torno de 362 cm™! ¢ identificada como uma torgao da
unidade COO~, 7(COO™) [56], enquanto que a banda em torno de 408 cm ™! esta asso-
ciada a uma torgao do NHy , 7(NH; ). Este tipo de vibragio aparece em diversos cristais

' e 496 cm™! [54]; na L-asparagina monohi-

de aminoécidos: na L-valina, em 471 ¢m™
dratada, em aproximadamente 390 cm ™! [53]; na L-histidina. HCl. H,O, em 384 cm ™! [43,
38]. Esta banda ¢ importante porque nos aminoacidos a unidade N Hj participa de liga-
¢oes de hidrogénio e, como consequéncia, o seu comportamento pode fornecer informacgao
sobre esta ligacao na estrutura cristalina. Na maioria dos cristais a banda associada a
(N Hj ) possui baixa intensidade nos espectros Raman. Sendo a baixa intensidade uma
regra geral entre os cristais de aminoacidos é razoavel supor que a banda em 408 ecm~! é
que seja associada ao modo 7(NH;) em vez da banda em 492 ¢m™'como sugerido pela
ref. [56]. Como sera visto na segdo 5.4 o comportamento dessa banda com a pressao
pode ser correlacionado com as dimensoes médias das ligagoes de hidrogénio. Ja com
a temperatura, um estudo realizado pelo autor da ref. [58] mostrou que a evolucao da
frequéncia e da largura de linha no intervalo entre 110 e 350 K permite calcular a energia

de ativagao da reorientagao do grupo N H5 , em bom acordo com medidas de ressonancia

nuclear magnética.

Vemos uma banda em torno de 492 em ™! que foi associado a torgao do N Hy, 7(N Hy).
Tal identificacao foi feita baseada novamente no estudo realizado no nitrato de L-arginina

semihidratado.
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Uma outra banda observada em torno de 549 ¢m™! esta associada a uma vibracao
do tipo rocking da unidade COO~, r(COO™) [56]. Tal banda, de intensidade média,
aparece nesta regiao em praticamente todos os aminoacidos investigados até o momento.
Assim, por exemplo, na L-alanina o modo r(CO;) é observado em 531 ¢m™'; na « -

glicina é observado em 503 cm ™! [11]; na L-metionina [46], em 543 cm™!; na L-valina [45],

1 1

em 542 ¢m™; na L-histidina clorohidrato monohidratada, em 530 ¢m™"; na L-isoleucina
(forma monoclinica) [23], em 536 e 556 cm ™', etc. Note-se que na forma monoclinina da
L-isoleucina esta vibragao é representada por duas bandas, mas naqueles cristais que sao
representados apenas por uma banda, eventualmente ela pode ser separada em duas sob
uma diferente condigdo termodindmica. Assim, por exemplo, quando a L-valina [45] é
submetida a condigoes de pressoes superiores a 1,8 GPa, ocorre um "splitting "de banda
associada ao r(COy ). Na « - glicina também ¢é observado um "splitting "com a pressao,
mas apenas no intervalo entre aproximadamente 6 e 13 GPa. Ja num estudo levado a
cabo na L-metionina [46] observou-se que o modo r(COy ) se separa em dois para pressoes
acima de 2,1 GPa. Finalmente, na L-leucina [22], com o aumento da pressao acima de
4 GPa observou-se um alargamento da banda associada ao modo 7(COy ), embora nao

" splitting "da referida banda. O comportamento da

tenha sido possivel enxergar-se o
banda r(CO; ) da LARDH com a pressao sera discutida numa se¢do mais a frente. Para
finalizar esta regido, a banda em torno de 564 cm~! foi associada a um rocking da unidade

NH,, r(NHy), [56].

Na Figura 23 temos o espectro Raman da LARDH na regido entre 600 e 1200 cm~! em
condi¢ao ambiente de temperatura e pressao, onde podemos ver nitidamente 14 bandas. A

! ¢ identificada como uma vibracdo do tipo wagging da unidade

banda em torno de 613 cm™
CO;, w(COy) |57]. Vemos uma banda em torno de 655 em™! que foi identificada como
um "bending"da unidade CO; , w(COy ) [57,59]. Temos uma banda em torno de 754 cm ™!
que pode ser associado a uma vibragao do tipo bending da unidade CO5, §(CO5) |56].
Uma banda em torno de 805 em ™! foi identificada como uma vibracao do tipo rocking da
unidade N Hy, (N Hs) [59]. A banda em torno de 844 em™' corresponde a uma vibragao
da unidade C-C [59]. A banda em torno de 870 ecm ™" corresponde a uma vibragao do tipo
estiramento da unidade C-C, v(C — C') [56]. Na verdade, na regido compreendida entre
800 1000 em ™! aparecem modos relacionados a vibracao C-C do esqueleto da estrutura
em praticamente todos os cristais de aminoacidos estudados até hoje. Na L-asparagina
monohidratada os modos de estiramento C-C, v(C' — ('), s@o encontrados entre 890 e 1008

em~! [53]. Na L-treonina, estes sao observados entre 910 e 946 cm ™' [60]. No cristal de

L-valina os modos v(C' — (') foram encontrados entre 904 e 906 cm ™" [54]; na L-leucina,
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entre 919 e 1004 cm™! [21]; na L-isoleucina, entre 872 e 1018 cm ™! [23], e na L-alanina
em 852 e 917 em~!. Como sera visto nos estudos realizados com a temperatura e com
a pressao, as frequéncias destes modos possuem um comportamento bastante linear com

estes dois parametros termodinadmicos.

Temos no mesmo espectro bandas em torno de 924 e 984 cm™! que foram associa-
das a vibragoes do tipo rocking da unidade C'Hs, r(CH,). Esta classificacao tentativa
esta baseada no fato de que no nitrato de L-arginina semihidratado a vibragao associada
ao r(C'H,) é encontrada entre 965 e 1065 cm™! [56], embora num outro cristal de ami-
noacido, a L-asparagina monohidratada, a mesma vibragao tenha sido observada em 800
em~ 1 [53]. De fato, nessa regiao, ha uma certa ambiguidade na classificagao entre modos
de estiramento C-C e modos rocking do C'H,, eventualmente podendo haver contribuigao
dos dois tipos de vibracao. Por esta razao, na classificacao tentativa das bandas nessa
regiao espectral, as vezes nem a todos eles é atribuida uma classificagao, como no caso
da L-hisitidina clorohidrato monohidratada [38]. J4 a banda em 1420 em™! foi associada
a um "bending"do NH;", §,(NHS ), em analogia com a Ref. [56]. Vemos a ocorréncia

! no espectro da LARDH que foi classificada como

de uma banda em torno de 1011 em™
um rocking da unidade C' Hg, r(C Hj3) [56]. Observamos, a seguir, uma banda em torno de
1065 ecm™! que corresponde a uma vibracio do tipo wagging da unidade N Hy , w(NHJ).
Tal classificacao esta baseada principalmente no fato de que no nitrato de L-arginina se-
mihidratado uma vibracdo em 1051 ¢m ™! foi associada ao w(NH;) [56]. E interessante
destacar que nessa regiao 1100 - 1300 em~! pode-se observar entre os aminoacidos vibra-
coes do tipo r(N Hy"), como na L-leucina [21], na L-valina [54] e na L-isoleucina |23], entre
outros. Observa-se ainda uma banda em torno de 1081 cm ™! que, juntamente com uma
banda que aparece em torno de 1099 cm ™! correspondem a vibracao do tipo estiramento
da unidade C-N, v(C' —N) [59]. De fato, vibragoes do tipo estiramento do C-N, v(C'— N),
foram observadas na L-asparagina monohidratada em 1075 em™! [53]; na L-valina entre
1029 e 1068 cm ™! [57]; na L-isoleucina, entre 1033 cm ™! e 1091 cm ™! [23]; na L-leucina,
entre 1033 e 1082 em™' [21] e na L-alanina, em 1114 ¢m ™! [61]. Podemos observar tam-
bém a ocorréncia de uma banda em torno de 1102 em ™! que devido a discussao anterior
foi identificada como um v(C'— N). Para finalizarmos esta regiao do espectro observamos
uma tltima banda em torno de 1138 em ™! que corresponde a um rocking da unidade
unidade C'Hs, r(C'Hj) [57].

Na Figura 24 apresentamos o espectro Raman da LARDH na regiao espectral entre
1100 em™! e 1600 em ™!, tomados em condicoes de pressao e de temperatura ambiente,

onde se verifica a existéncia de dez a doze bandas. Para comegar a identificacao dos modos
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vibracionais desta regido espectral, podemos observar uma banda em torno de 1183 ¢m ™!

que é a terceira banda mais intensa do espectro. Podemos associar a esta banda um
modo de vibragao do tipo wagging da unidade N Hy, w(N H3). Vibragao do tipo w(N Ha)
foi observada na Ref. [56] entre 1170 cm™! e 1215 cm ™!, enquanto que no cristal de L-
asparagina monohidratado o valor de frequéncia tenha sido um pouco superior, qual seja,
1300 em™! [53]. Podemos observar uma banda pouco intensa em torno de 1281 em ™! que
associamos a uma vibrac¢ao do tipo wagging da unidade C' Hs, w(C' Hy) [56]. Temos uma
banda que aparece em torno de 1309 cm ™!, que nao foi possivel fazer a sua identificacao
apesar da possibilidade de ser outra vibragdo w(CHs). Vamos agora tentar identificar a

banda observada com frequéncia de 1381 em~!

. No nitrato de L-arginina semihidratado
foi observada uma banda Raman de baixa intensidade em 1408 em ™! que foi associada a
um estiramento simétrico do CO5, vs(CO5) [56]. Na L-metionina [62] um modo em 1410
em~! foi associado tanto com um v(C' —C') quanto com v, (C'—O) do grupamento C'O; ; de
fato, através de um célculo do tipo potential energy distribuition (PED) percebeu-se que
a distribuic@o ¢ 38 por cento v(C' — C') + 35 por cento v4(C' — O). Em outras palavras,
é um modo que tem contribuicdo de varias partes da molécula. Assim, a banda 1381
em~! na L-arginina.2H,0 vai ser classificada tentativamente como nug(C'O;). Vemos
a existéncia de uma banda em torno de 1439 em™! que tentativamente foi classificado
como sci(C'Hy). Temos na mesma regiao a ocorréncia de um modo em torno de 1451
em™! que é o segundo mais intenso desta regido do espectro. Quanto a classificacdo,
ele também foi associado a uma vibracao do tipo scissoring da unidade unidade CHs,
sci.(C'Hy) [56]. A banda em torno de 1491 ¢m™' corresponde a um modo vibracional
do tipo bending simétrico da unidade H>0O, d,(H,0) [56]. Temos um modo em torno
de 1557 em™! nao identificado e por tltimo vemos uma banda em torno de 1587 e¢m ™!
que foi classificada como uma deformagao assimétrica da unidade (N Hy"), d,(N H5) [56].
Num outro cristal de aminoécido hidratado, no caso a L-asparagina monohidratada [53],
as vibragoes associadas & deformagdo assimétrica da unidade NHS, 6,(NHS), foram
observadas bandas entre 1670 em ™! e 1694 em ™!, enquanto que uma vibracao associada

a deformagao da agua, 6(H,0), foi observada em 1600 cm 1.

Na Figura 25 temos os modos da LARDH na regiao espectral entre 2700 cm™! e
3000 em~! tomados em condicoes de pressao e temperatura ambiente. Esta regiao é
caracterizada por modos de estiramento do CH e do C'H,, conforme pode-se verificar
analisando-se os espectros Raman da a-glicina [11], da L-alanina [63], da L-valina [54],
da L-leucina [21], da L-isoleucina [23], da L-treonina [60], da L-metionina [46], e da L-

asparagina monohidratada [53], entre outros. Para inicio de caracterizagdo dos modos,
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I ¢ outro em torno

vemos dois picos de baixa intensidade, um em torno de 2707 cm~
de 2749 em™! que devido a intensidade e a relativamente grande largura podem estar
associados a um modo de combinacao ou a harmonicos. Vemos uma banda em torno de
2867 cm ™!, e uma banda em torno de 2893 em ™!, que tentativamente foram classificados
como estiramento simétrico da unidade C'Hy, v,(C'Hs) [56]. A banda em 2915 cm™!
possivelmente esté associada a uma vibracao do tipo v4(C' Hs), similarmente ao que foi
identificado tentativamente para o cristal de L-isoleucina [23], que possui uma vibragao
deste tipo com o mesmo valor de frequéncia. E interessante ainda destacar que na L-
leucina [21] vibragoes do tipo estiramento do agrupamento C'H, foram observadas em
2906 e 2928 em ™!, o que torna o nosso assinalamento para essa banda bastante razoavel.
A banda em torno de 2937 em ™! esta associada a um estiramento da unidade C' — H,
v(C — H) [56]. Por altimo temos uma banda em torno de 2955 em™! que foi classificada

tentativamente como um estiramento do tipo C-H, v(C — H), em analogia com resultados

na L-leucina [21].

Na Figura 26 temos os espectros Raman para a LARDH na regiao espectral entre 3000

em~t e 3400 em ™!

, onde ¢é possivel observar apenas duas bandas. Nesta regiao espectral
também sao observados bandas que podem estar associadas a estiramentos da unidade
NH; e da unidade HyO. Por exemplo na L-metionina sao previstas vibragoes do tipo
estiramento simétrico do NHy , v(NHy ), em aproximadamente 3050 cm™'. No trabalho
da Ref.[62]| a referida banda nao foi observada no espectro Raman, mas uma banda de
absorcao no infravermelho foi observada em 3040 em~!. Esta ¢, na verdade, uma das ca-
racteristicas das bandas associadas a vibragoes envolvendo o estiramento do agrupamento
amina: ser de muito baixa intensidade nos espectros Raman. Similarmente, o estiramento
anti-simétrico do NH", v, (N H5), também nao foi observado no espectro Raman da L-
metionina, mas uma banda no infravermelho foi identificada associada a ela em 3155 em ™!
[62]. No cristal de L-asparagina monohidratado bandas asssociadas ao estiramentos do
N H; foram observadas em todas as geometrias de espalhamento, embora todas de muito
baixa intensidades [53|. Por outro lado, as bandas associadas a estiramentos da agua
sao mais intensas, podendo ser relativamente finas, como no proprio caso da L-asparagina
monohidratada [53] ou um pouco mais largas, como na L-arginina clorohidrato monohidra-
tada, discutida na secao anterior. Entretanto, na L-asparagina monohidratada, as vibra-
¢oes de estiramento simétrico e anti-simétrico, vs(H20) e v(H50), foram observadas em

aproximadamente 3400 e 3440 cm ™!

, respectivamente. Na propria L-arginina.HCl. H,O,
as vibragoes de estiramento da agua encontram-se acima de 3300 cm ™! [43]. Isto mostra

que, no minimo, a banda em 3347 cm~! observada na L-arginina.2 H>O pode ser atribuida
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a um estiramento da unidade H,O. Como a outra banda a ser identificada esté localizada

! vamos fazer a seguinte identificacdo tentativa: a banda com este tltimo

em 3291 em™
valor de frequéncia ¢ devida a um estiramento simétrico da agua, vs(H20), e a outra, em
3347 em™!, é devida a um estiramento anti-simétrico, v,(H,0). Com isso, encerramos
a identificacao tentativa dos modos normais da LARDH e apresentamos um resumo na

Tabela 5.

Na figura 27 temos o difratograma de raio-X da LARDH feito no Laboratério de
raios-x do Departamento de Fisica da UFC. Através da comparacao com um banco de

dados foi possivel identificar o cristal de l-arginina como sendo do tipo dihidratado
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L-arginina.2H20

Intensidade(u.a.)
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Figura 22: Espectro Raman da LARDH em condigbes ambiente para a regiao espectral
entre 0 e 600 cm L.
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L-arginina.2H20
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Figura 23: Espectro Raman da LARDH em condigbes ambiente para a regiao espectral
entre 600 e 1200 cm ™!,
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L-arginina.2H20
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Figura 24: Espectro Raman da LARDH em condigbes ambiente para a regiao espectral
entre 1100 e 1650 cm ™.
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L-arginina.2H20

Intensidade(u.a.)
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Figura 25: Espectro Raman da LARDH em condigbes ambiente para a regiao espectral
entre 2650 e 3050 cm L.



5.2 FEspectro Raman da LARDH em condi¢oes ambiente - assinalamento dos modos 70

L-arginina.2H20

Intensidade(u.a.)
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Figura 26: Espectro Raman da LARDH em condigbes ambiente para a regiao espectral
entre 3000 e 3400 cm ™.
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L-arginina_2H20
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Figura 27: Difratograma de raio-x da amostra de LARDH.
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Tabela 7: Identificagao tentativa dos modos vibracionais da LARDH.

Freqiiéncia (em™')  Identificagao

39 rede

61 rede

97 rede
119 rede
191 r(COy)
295 T(H50)
362 7(COO™)
408 T(NHJ)
492 r(NH,)
549 r(COO™)
564 7(NHy/NH)
613 w(COy)
655 (COy)
754 5(COy)
805 r(NH,)
844 v(C—C)
870 v(C —C)
924 r(CHs)
984 r(CHs)
1011 r(CHsj)
1033
1065 w(NH)
1081 v(C — N)
1099 v(C — N)
1102 v(C — N)
1138
1183 w(NH; /NH,)
1281 w(CH,)
1309 w(C'Hs)
1381 vs(COO™)
1420
1439 sci.(CHy)
1451 sci.(C'Hs)
1491 5,(H,0)
1557
1587 das(NHY)
2707 combinac¢ao
2749 combinag¢ao
2867 vs(C'Hy)
2893 vs(C'Hs)
2915 vs(C'Hy)
2937 v(C — H)
2955 v(C — H)
3201 vs(H50)
3347 va(H50)
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6 FEspalhamento Raman da LARDH
sob altas temperaturas

6.1 Introducao

Neste capitulo iremos discutir as principais caracteristicas dos espectros Raman da
LARDH sob condicao de altas temperaturas, além de discutir a possibilidade da ocorréncia

de uma possivel transicao de fase sofrida pelo material.

O fato do cristal possuir 4gua em sua estrutura aponta para a possibilidade da ocor-
réncia de transicoes de fase a altas temperaturas, ou seja, acima de aproximadamente
60°C. Tais transicoes de fase sao caracterizadas pela perda parcial ou total das molécu-
las de 4gua existentes na estrutura. Sao varios os exemplos que podem ser citados. A
metoclopromida.HCL. H,O comega a perder 4gua no aquecimento em torno de 78°C, [64].
Muitas substéancias organicas, na verdade, perdem agua entre 50° e 138°C' [65]. Quando a
agua entra como impureza, ela comeca a sair a temperaturas mais baixas, como ocorre no
composito LiFePO,/C, que perde agua entre 35° e 150°C' [66]. Quando a 4gua ¢ estrutu-
ral, a temperatura em que ocorre a perda pode ser bem mais alta, como no fosfato de célcio
dihidratado, em que o fendmeno ocorre entre 385 e 428K [67]. Entre os cristais de ami-
noacidos uns poucos ja foram investigados a altas temperaturas. Entre eles podemos citar
a L-asparagina. H,O, que foi estudada entre 300 e 383K [68|. Desse estudo concluiu-se
que em torno de 363K o cristal sofre uma transicao de fase, com modificagoes em prati-
camente todas as regioes do espectro Raman do material incluindo o desaparecimento de
bandas relacionadas ao estiramento da &dgua. Finalmente, como exemplos de cristais de
aminoacidos que nao apresentam transicoes de fase a altas temperaturas podemos citar a
L-alanina e a L-valina [59], além da L-treonina [60], que atingem a temperatura de fusao

mantendo a mesma estrutura da pressao e temperatura ambientes.
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6.2 Principais caracteristicas dos espectros Raman da
LARDH sob altas temperaturas

Na Figura 28 apresentamos os espectros Raman da LARDH na regiao espectral entre
0 e 600 em~!. Os picos nos espectros de mais baixas temperaturas possuem mais alta
intensidades e a medida que o cristal é aquecido as intensidades de todas as bandas vao
diminuindo. Além disso, com o aumento da temperatura observam-se mudancgas nas
intensidades relativas de todas as bandas, em particular daquelas entre 0 e 200 cm~*. Por
exemplo, a banda de mais baixa frequéncia possui cerca de 1/10 da intensidade da banda
localizada em 119 em ™! no espectro obtido em T = 25°C'. No espectro registrado em T=

85°C' observa-se que a intensidade das duas bandas ¢ praticamente a mesma.

Mudangas de intensidade relativas de bandas associadas a modos de baixa energia ja
foram anteriormante reportadas na literatura. O primeiro caso talvez tenha sido o da L-
alanina que foi estudada em fungao da temperatura através de espectroscopia Raman [14].
No referido estudo observou-se a ocorréncia de varia¢oes de intensidade entre os picos de
41 e 48 cm~!. Tal variacdo de intensidade foi associada a localizacao de energia vibracional
no modo de 41 em~!. O interessante é que num estudo de pressao realizado no mesmo
material uma variagao de intensidade bastante grande entre duas bandas também foi
observada pela mesma técnica espectroscopica [15]. Voltando as situagoes de inversao de
intensidades com a temperatura também podemos citar o caso da L-valina, que apresentou

este fendmeno para modos de baixa frequéncia entre as temperaturas de 12 e 300K [54].

Nesta regiao podemos verificar a existéncia de doze bandas a temperatura ambiente.
Observamos duas bandas mais intensas, uma em torno de 127 em™! e outra em torno de
149 em~!. Observa-se que em torno de 40°C' estas duas bandas perdem intensidade, e ao
aumentarmos a temperatura estas bandas se transformam em uma s6. A banda em torno
de 41 ¢m™! perde intensidade a partir de 40°C' e a partir de 50°C comeca novamente
a ganhar intensidade até a temperatura de 175°C. Similarmente a banda vizinha a ela,

1

que ocorre em torno de 63cm ™!, perde intensidade até 45°C' e ganha novamente até a

temperatura de 175°C'.

As quatro bandas em torno de 192, 301, 358 e 411 em ™!, perdem intensidade a partir
de 40°C e assim continuam até a temperatura de 175°C. As trés bandas em torno de
495, 550 e 564 cm~! perdem intensidade proximo de 40°C e assim permanecem até a

temperatura de 175°C. A ultima banda, que esta localizada em torno de 611 em ™!,
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Figura 28: Espectros Raman da LARDH em fun¢ao da temperatura para a regiao
espectral entre 0 e 650 cm L.
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Figura 29: Grafico de w x T dos experimentos de espalhamento Raman na LARDH.
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permanece praticamente inalterada durante todo o processo. Como podemos observar,
estes modos possuem um comportamento bastante peculiar com a temperatura o que

pode indicar algum tipo de modificacao na estrutura.

Um grafico das frequéncias das bandas entre 20 e 320 cm ™! é apresentado na Figura
29. Nesta figura observa-se claramente que a partir de aproximadamente 45°C' mudanca
de inclinagao nas curvas g—; sao observadas. Por exemplo, a banda originalmente em torno
de 100 em ™! vai diminuindo de frequéncia com o aumento da temperatura e a partir de
50°C' comeca a se manter constante até o mais alto valor de temperatura. De uma forma
geral com as outras frequéncias apresentadas na figura 29, o comportamento é o mesmo, ou
seja, mudancas sao observadas a partir de 45°C, se estendendo até o intervalo 60° — 80°C.
Tais mudangas nas frequéncias dos modos externos, e mesmo do modo em torno de 300

em ™!, indica a ocorréncia de uma transicao de fase sofrida pelo cristal de LARDH.

Na Figura 30 apresentamos os espectros Raman da LARDH na regiao espectral com-

1

preendida entre 600 e 1200 em~!. A banda em torno de 612 cm™! apresenta pouca

modificacdo com o aumento da temperatura. Ja a banda em torno de 654 cm™*

, que esta
associada a um bending do C'O;, tem uma queda abrupta de intensidade em torno de
40°C' e desaparece completamente para temperaturas maiores. As bandas em torno de 754
em ™! e 804 em~! diminuem suas intensidades e assim continuam durante todo o processo.
A banda em torno de 870 cm ™! tem sua intensidade diminuida na temperatura de 40°C
e assim continua durante todo o aquecimento. J4 a banda em torno de 844 em™!, que
aparece no ombro da anterior, diminui sua frequéncia em torno de 40°C' e ndo apresenta
nenhuma outra variacao. A banda em torno de 918 ¢m~! também nao apresenta nenhuma
mudanca significativa a ndo ser uma diminuicao na sua intensidade a partir de 40°C e um

1

aumento da largura de linha. A banda intensa em 984 ¢m™" similarmente nao apresenta

grande mudanca na sua intensidade e em sua frequéncia. Ja o modo vizinho a este modo,

1

que aparece em torno de 1013 cm ™, perde intensidade até desaparecer completamente e

1 aumenta sua frequéncia, assim permanecendo durante

a banda em torno de 1034 cm~
todo o processo de aquecimento. As bandas intensas em torno de 1081 em ™! e 1097 em ™!
sofrem mudancas significativas em torno da temperatura de 40°C. Adicionalmente em
torno de 50°C estas duas bandas ganham novamente intensidade e assim permanecem até
170°C; entretanto, ha uma clara inversao de intensidade entre as bandas observadas em
1081 e 1065 cm™t. A banda em torno de 1141 em ™! sofre uma mudanca pouco significa-
tiva e assim continua durante todo o processo. Por iltimo a banda intensa em torno de
1184 em~! perde intensidade entre 40°C e 50°C sendo desmembrada em duas bandas a

partir desta tultima temperatura. Tal comportamento geral sugere que alguma mudanca
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esteja ocorrendo com a estrutura entre 40°C' e 50°C.

Com o objetivo de explicitar melhor o comportamento das frequéncias dos modos
normais de vibracdo de LARDH no intervalo entre 600 e 1200 em ™!, na Figura 31 apre-
sentamos um grafico de frequéncia em funcao da temperatura. Para a maioria dos mo-
dos, as frequéncias nao sofrem grandes variagoes a altas temperaturas. Entretanto, para
duas bandas entre 800 e 900 cm~! observam-se variacoes significativas. Adicionalmente
observam-se grandes mudancas nas frequéncias das bandas observadas entre 1100 e 1200
em~ !, tanto com um salto na frequéncia de uma das bandas como a formacao de um
dubleto a partir da banda de mais alta frequéncia neste intervalo. Uma vez que as modi-
ficacoes descritas acima ocorrem no intervalo de temperatura entre 45 e 60° afirmar que
as mudangas observadas nas Figuras 30 e 31 corroboram a existéncia de uma transicao

de fase na LARDH no intervalo de temperatura descrito.

A Figura 32 apresenta os espectros Raman da LARDH na regiao compreendida entre
1150 e 1600 em~!. Nesta regiao vemos um pico de grande intensidade e outros dois de
intensidades intermediarias. A primeira banda nesta regiao espectral aparece em torno
de 1184 em™! que a partir de 40 °C' perde intensidade e aumenta a frequéncia conforme
ja discutido. A partir do espectro registrado com o cristal em 7" = 45°C, observa-se que a
banda é separada em duas outras de baixas intensidades conforme discussao anterior. H4
uma banda em torno de 1261 cm ™! que 4 temperatura ambiente é pouco expressiva, porém
com o aumento da temperatuta esta banda se torna um pouco mais intensa mas nao varia
sua frequéncia. Interessante nesta regiao é o pico de grande intensidade que ocorre em
torno de 1309 ¢m™!; ao aumentarmos a temperatura a sua intensidade cai bruscamente
sendo que em torno de 45°C podemos ver nitidamente o aparecimento de uma outra
banda. Vizinhas a banda anterior temos duas bandas uma & esquerda, em torno de 1281
em ™!, e outra a direita, em torno de 1333 em~!. A primeira pode ser vista & temperatura
ambiente, e a0 aumentarmos a temperatura sua intensidade é diminuida; ja a segunda,
a temperatura ambiente, mal pode ser identificada, e ao aumentarmos a temperatura se
torna mais nitida. A segunda banda mais intensa desta regido, que aparece em torno de
1449 em ™!, diminui drasticamente sua intensidade com o aumento da temperatura e assim
permanece durante todo o processo. A banda & esquerda da banda anterior, que aparece
em torno de 1438 em™!, tem sua intensidade aumentada em torno de 45°C embora sua
frequéncia permaneca invariante. Temos ainda uma banda em torno de 1479 em ™! que a
temperatura ambiente é imperceptivel, sendo vista somente a partir da temperatura de
45°C.
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Figura 30: Espectros Raman da LARDH em fun¢ao da temperatura para a regiao
espectral entre 600 e 1200 cm 1.
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A Figura 33 apresenta a evolugao das frequéncias dos modos vibracionais da LARDH
no intervalo entre 1150 e 1630 cm~!. Aqui, claramente, uma série de modificacoes é ob-
servada nas frequéncias, em destaque o aumento do nimero de bandas entre 45 e 60°C.
Este fato corrobora os indicios apresentados anteriormente que mostram que o cristal de
LARDH sofre uma transi¢ao de fase no intervalo de temperatura ja especificado. Um
detalhe que se destaca no grafico da Fig.33 é o fato de que varias bandas se separam em
duas, além da ocorréncia do surgimento de novas bandas. Embora na regiao dos modos
externos (w < 200cm ™) nao tenha sido observado o dobramento de modos internos pode
significar que apoés a transigao de fase as moléculas (ou algumas delas) passem a ocupar
sitios de simetria nao equivalentes. Esta hipotese sera revisitada quando estivermos dis-

cutindo o comportamento das bandas associadas as vibracoes de estiramento de agua.

Na Figura 34 temos os espectro Raman da LARDH na regiao espectral compreendida
entre 2650 e 3000 e¢m~'. E importante destacar que esta regido é conhecida por fornecer
importantes informacgoes relacionadas & conformacoes das moléculas na célula unitéria.
De fato, de acordo com a Ref. [48], diferentes bandas e diferentes intensidades de picos na
regiao 2800 - 3100 cm !, implicaria em diferentes conformacoes da molécula de aminoacido
na célula unitaria. Na verdade, a Ref. [48] apresentou resultados para o caso especifico
da L-metionina, via calculos de primeiros principios, mas pode-se supor que os resultados
valham para qualquer cristal de aminoacido. De fato, aplicando-se esta suposicao aos
resultados de espalhamento Raman num cristal de L-leucina, ja foi possivel entender
o comportamento "conformacional” das moléculas na célula unitaria, a medida que a
pressao era aumentada [22]. Assim, mudanca na forma das linhas nesta regiao pode ser
associada a alguma mudanca conformacional. Para comecar a nossa discussao podemos
ver duas bandas de baixas intensidades, uma em torno de 2717 em ™! e a outra em torno
de 2751 em~!. Tais bandas, com o aumento da temperatura, perdem intensidade e assim
permanecem durante todo o aquecimento. As duas bandas em torno de 2865 cm ™! e
2890 cm~! tém suas intensidades diminuidas com o aumento de temperatura, sendo que
a primeira permanece com uma intensidade razoavel e a segunda perde sua intensidade

até fazer parte do "ombro” do modo anterior. O mesmo processo ocorre nas duas bandas

1 1

seguintes localizadas em torno de 2914 em™" e a outra em torno de 2936 ¢m ™", onde a
primeira continua com sua intensidade inalterada e a outra se torna parte do "ombro” da
outra. Observa-se ainda uma banda em torno de 2954 cm ™! que também, como as outras
bandas, perde intensidade com o aumento de temperatura e nao sofre mais nenhuma

alteragao durante o processo. O importante, entretanto, é que embora acontega uma



6.2 Principais caracteristicas dos espectros Raman da LARDH sob altas temperaturas

82

L-arginina.2H20

Intensidade(u.a.)

170

! : ! : ! : ! : !
1200 1300 1400 1500 1600

Numero de onda (cm™)

Figura 32: Espectros Raman da LARDH em fun¢ao da temperatura para a regiao
espectral entre 1150 e 1650 cm ™.
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Figura 33: Grafico de w x T dos experimentos de espalhamento Raman para um cristal
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mudanca de intensidade nas bandas a partir de 40°C, apenas a partir de 45°C' é que as

intensidades relativas sao modificadas.

A Figura 35 apresenta as frequéncias das bandas Raman da LARDH no intervalo 2700
- 2950 em~! para temperaturas entre 20 e 200°C. Como nas outras regices, observam-
se mudancas nas frequéncias de todos os modos em torno de 45°C. Este fato também
fortalece a hipotese de que o cristal de LARDH sofre uma transicao de fase entre 45 e
60°C.

Na Figura 36 apresentam-se os espectros Raman da LARDH na regiao espectral com-
preendida entre 3000 a 3400 cm ™! onde sao esperados os modos de estiramento da agua.
Podemos ver a temperatura ambiente duas bandas, uma em torno de 3290 cm ™! e outra
em 3346 cm~!. Estas duas bandas, como os outros modos da LARDH sob altas tem-
peraturas, sofrem reducao em suas intensidades. O mais intrigante destes espectros é o
aparecimento de uma banda em torno da segunda banda. Observa-se que ao lado desta
nova banda uma banda pouco intensa que se encontra exatamente na posicao da banda
originalmente em 3346 cm ™! permanece num intervalo de 15°C' (entre 45°C e 60°C'). Isto
pode significar que neste intervalo de temperatura as duas fases estejam presentes no
cristal, ou seja, ocorra uma coexisténcia das fases da temperatura ambiente e de alta

temperatura.

A coexisténcia de fases é um tema que acompanha algumas discussoes acerca das
transigoes de fase. De uma forma geral, quando ocorre uma transicao de fase de primeira
ordem, nao existe a possibilidade de coexisténcia de fases. Por outro lado, em transigoes de
fase de segunda ordem, que sao mais suaves, eventualmente parte da estrutura cristalina
pode ser encontrada numa fase e parte da estrutura cristalina pode ser encontrada em
outra. Na maioria das vezes, mesmo nos casos de transicao de segunda ordem, nao é facil

observar-se indicios de coexisténcia de fases.

Um exemplo que pode ser citado para exemplificar a coexisténcia de fases é o do
cristal de L-metionina quando submetido a altas pressoes. Num estudo realizado através
de espectroscopia Raman verificou-se que o cristal de L-metionina sofre uma transicao de
fase em torno de 2,1 GPa [25]. Nesta transigao, no espectro de 2,1 GPa sao observadas
trés bandas entre 650 e 700 cm~!. Entretanto, na pressao de 1,8 GPa apenas duas bandas
sao observadas enquanto que no espectro de 2,7 GPa apenas uma banda foi observada.
Claramente, as trés bandas vislumbradas simultaneamente na pressao de 2,1 GPa apontam

para a ocorréncia simultanea das fases de baixa e alta pressao na L-metionina.
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Figura 34: Espectros Raman da LARDH em fun¢ao da temperatura para a regiao
espectral entre 2650 e 3000 cm™*.
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Figura 35: Grafico de w x T dos experimentos de espalhamento Raman num cristal de
LARDH.
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Para além da coexisténcia de fases, existe uma outra hipotese que também poderia
explicar o comportamento das bandas na Fig.36. Pode-se imaginar que o cristal sofre uma
transicao de fase em 45°C ficando nesta nova fase até a temperatura de 60°C'; para mais
altos valores de temperatura o cristal de LARDH sairia da fase metaestavel (45 —60°C') e
passaria para uma nova fase. Observa-se que, inicialmente, existem duas bandas associa-
das aos estiramentos da dgua. Admitindo que uma delas esteja associada ao estiramento
simétrico e a outra ao estiramento anti-simétrico, pode-se afirmar que as moléculas de
agua ocupam um Unico sitio de simetria. Depois de 45°C' observa-se a ocorréncia de no
minimo trés bandas, o que implica dois sitios de simetria nao-equivalentes para a agua.
Isto porque a banda de mais alta frequéncia, que corresponde ao estiramento antissimé-
trico da dgua apresenta-se dobrado, conforme as Figs.36 e 37, esta ultima apresentando
as frequéncias dos modos de estiramento H,O em funcao da temperatura. Acima de 60°C
novamente sao observados um modo relativo ao estiramento simétrico e um modo relativo
ao estiramento antissimétrico da agua, implicando que novamente, as moléculas de dgua
estao ocupando um tunico sitio de simetria. Estas duas bandas de estiramento (simétrico e
antissimétrico) permanecem até cerca de 200°C, embora, claramente as bandas diminuam

bastante de intensidade.

Com o objetivo de lancar luz a este problema resolveu-se realizar medidas térmicas no
cristal de LARDH no intervalo de temperatura entre 30 e 350°C. Mais especificamente,
o cristal investigado foi submetido as técnicas de analise térmica diferencial (DTA) e
analise termogravimétrica (TG). A primeira técnica permite calcular a energia envolvida
nas reagoes quimicas e nas transi¢oes de fase que ocorrem num determinado material,
enquanto que a segunda técnica fornece a massa perdida pela amostra nas reagoes e

transformacoes pelas quais ela passa.

Vamos comegar discutindo o grafico de DTA da amostra de LARDH, que é apresentado
na Figura 39. Na préatica, a técnica DTA permite a medida continua das temperaturas
da amostra e de um material de referéncia, ao mesmo tempo em que eles sao aquecidos
numa taxa constante. Registra-se, entao, a diferenca de temperatura entre a referéncia e a
amostra (dT) em fungao da temperatura ou do tempo. No grafico da Figura 39 observa-se
que a medida que o cristal é aquecido, verifica-se a ocorréncia de um evento endotérmico
que comeca pouco antes de 50°C' e termina em aproximandamente 84°C. Logo a seguir

um segundo evento endotérmico inicia-se, terminando em 109°C.

Lembrando que através da medida de espalhamento Raman foram observados modi-

ficagoes a partir de 45°C', é de se supor que o evento comeca pouco antes de 50°C' na
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medida de DTA é o mesmo vislumbrado pelo Raman. A diferenca é que na medida de

espectroscopia Raman as modificagoes ocorrem num menor intervalo de temperatura.

Para melhorar o entendimento desta transicao de fase que ocorre a partir de 45°C, fez-
se uma medida TG na amostra de LARDH, que é apresentada na Figura 38. Desta figura
observa-se que a partir de aproximadamente 50°C o cristal de LARDH comeca a perder
massa, processo este que continua até cerca de 130°C. Neste intervalo de temperatura
aproximadamente 15 por cento da massa do cristal LARDH é perdida, o que corresponde
a massa de duas unidades de agua. Em outras palavras, de acordo com as medidas
de TG, quase toda a agua esta sendo expulsa do cristal no intervalo entre 50 e 130°C.
Retornando ao grafico de DTA observa-se que a saida de dgua ocorre em duas etapas,
uma entre v~ 52°C' e 84°C', consumindo 91,5 J/g, e outra entre 84°C' e aproximadamente
110°C, consumindo 157 J/g. Admitindo que metade da agua esta saindo até 84°C e a
outra metade até 110°C' (ou até 130°C' de acordo com a medida de T'G) isso significa que
menos energia ¢ necessaria para a saida inicial da dgua. Isso pode ser entendido supondo-
se que a saida da segunda metade de moléculas de dgua envolve a difusao das moléculas

do interior até a superficie, o que exigiria mais energia.

Observa-se ainda no grafico de TG que mesmo apos 130°C' a massa da amostra conti-
nua diminuindo, o que implica que as moléculas de 4gua continuam saindo da amostra
mesmo ap6s 130°C. Isto ¢ confirmado pelos espectros Raman apresentados na Figura 36,
onde se observam claramente bandas associadas aos estiramentos O - H da agua até a
temperatura de 185°C". Poder-se-ia pensar que acima de 130°C' nao existisse mais 4gua na
estrutura cristalina, mas os espectros Raman apontam para a ocorréncia, mesmo em pe-
quena quantidade, destas moléculas no cristal. Em suma, pode-se entender a transicao de
fase sofrida pela LARDH como a saida das moléculas de 4gua em duas etapas, entre 45°C
e cerca de 135°C, embora uma pequena parte continue presente até aproximadamente
185°C.

Acima de 220°C a amostra de LARDH comeca a se decompor pois a massa vai di-
minuindo sucessivamente até cerca de 50 por cento em 350°C'. Isso pode ser visto tanto
no grafico TG quanto no grafico DTA, onde aparece um pico endotérmico centrado em
231°C.

Nas Tabelas 8 e 9 temos os parametros w, wy ¢ @ = dw/dT como também a identifi-

cagao destes modos para a LARDH.
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Figura 36: Espectros Raman da LARDH em fun¢ao da temperatura para a regiao
espectral entre 3000 e 3400 cm™*.
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Tabela 8: Valores de w, wy e a para os ajustes lineares do tipo w = wy + a1" dos modos
Raman da LARDH na regido espectral entre 32 a 1099 cm L.

wliem™)  wo(lem™)  alem™/GPa)

32 32,45 0,00
39 54,56 20,44
63 64,30 20,03
64 64,70 0,00
86 87,35 -0,01
107 150,05 -1,27
113 113,24 20,04
119 133,14 10,35
130 133,44 -0,05
148 156,35 -0,20
192 188,08 0,11
198 199,32 -0,01
295 277,03 0,47
302 306,58 20,02
355 352,60 0,01
361 372,94 -0,30
406 413,22 20,13
492 493,25 -0,03
549 551,85 -0,01
566 956,95 0,25
270 574,79 0,01
610 611,88 -0,02
612 613,60 20,03
653 655,24 1,41
755 755,10 -0,04
803 801,45 -0,04
845 839,86 0,20
850 851,69 20,03
870 862,96 0,26
876 875,93 0,00
922 923,44 -0,02
983 984,75 -0,03
1009 1009,45 0,00
1031 1033,39 -0,02
1062 1058,35 0,16
1066 1066,38 0,00
1080 1081,14 0,00
1097 1095,90 0,07
1099 1101,53 -0,02
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Tabela 9: Valores de w, wy e « para os ajustes lineares do tipo w = wy + 1" dos modos
Raman da LARDH na regiao espectral entre 1222 a 3359 em ™.

wlem™)  wo(em™)  alem™t/GPa)
1122 1121,3 0,00
1135 112812 0,24
1172 1172,69 -0,01
1176 1179,87 -0,05
1181 1178,40 0,10
1182 1184,56 -0,09
1190 1189,89 0,00
1193 1193,95 -0,01
1263 1262,84 0,00
1277 1268,68 0,36
1284  1285,18 0,00
1297 1296,83 0,00
1308 1308,89 0,00
1330 1330,39 -0,01
1378 1378,12 0,00
1420 142251 -0,03
1436 1436,73 0,00
1450 1450,7 0,00
1474 1475,15 0,00
2712 27143 0,00
9745 274625 20,02
2748 2750,77 -0,07
2867 2866,45 0,00
2888 2889,17 -0,02
2891 2890,82 0,02
2913 2913,22 0,02
2917 2917,86 0,00
2950 2950,59 0,00
2954 2956,19 -0,05
3280  3287,38 0,08
3297 3298,21 0,00
3346 334571 0,02
3359 3360,32 -0,01
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7 Medidas de espalhamento Raman
na LARDH sob altas pressoes

7.1 Introducao

O estudo de propriedades vibracionais de cristais de aminoécidos submetidos a altas
pressoes foi inaugurado ha cerca de 16 anos quando os autores da Ref.[70] mostraram que
o cristal de L-asparagina monohidratado sofre trés transicoes de fase entre 0,0 e 1,3 GPa.
Mais recentemente o trabalho da Ref.[34] mostrou que entre 2,0 e 30,0 GPa a propria
L-asparagina monohidratada apresenta mais cinco diferentes transigoes de fase (entre 2,1
e 3,1 GP; entre 5,3 e 6,6 GPa; entre 9,3 e 9,9 GPa; entre 15,0 e 17,0 GPa; entre 25,1 e
28,2 GPa), algumas das quais envolvendo mudangas conformacionais, outras envolvendo
modificagdes nas ligacoes de hidrogénio e outras ainda envolvendo mudanca estrutural

com modificagao do grupo espacial.

Com excegao da a-glicina [11], que parece ser estéavel entre 0,0 e 23,0 GPa, pelo menos
tal como revelado pela espectroscopia Raman, todos os outros cristais de aminoacidos
estudados até hoje sofrem alguma transicao de fase sob condigoes de altas pressoes. Assim,
a L-alanina aparentemente apresenta uma transicao de fase em aproximadamente 2,3 GPa
[15], quando ela passaria de uma estrutura ortorrdbmbica para uma estrutura tetragonal
[71]. Além disso, acredita-se que em cerca de 15 GPa a L-alanina sofra amorfizacao [16],

ou seja, perde a ordem de longo alcance.

Os outros aminoacidos alifaticos j& investigados através de medidas de altas pressoes
foram a L-valina, a L-leucina e a L-isoleucina. No que diz respeito a L-valina [45], verificou-
se que o cristal sofre transicoes de fase em 3 e em 5,3 GPa. Ja a L-leucina apresenta
modificagoes entre 0 e 0,46 GPa, entre 0,8 e 1,4 GPa e em 3,6 GPa [45], enquanto que

a L-isoleucina apresenta modificagoes em torno de 2,3 e 5,0 GPa [63].

Na lista de cristais de aminoécidos investigados sob altas pressoes muitos outros exem-

plos poderiam ser dados. Um outro que revelou uma transicao de fase de uma forma
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muito clara na espectroscopia Raman foi o cristal de L-metionina [46]. Neste aminoéacido
observou-se que em torno de 2,1 GPa o cristal sofre uma transicao de fase, com o apa-
recimento de uma banda bastante intensa entre as bandas originalmente associadas ao
estiramento S - C, v(SC) e ao wagging do CO;, w(COy ). Além disso, ocorre o desapa-
recimento destas duas bandas, bem como a separacao em dois picos da banda associada
ao rocking do CO5 , r(CO; ). Outro aspecto interessante desta transigao de fase é que ela
é reversivel, mas com uma histerese de cerca de 0,8 GPa, que é uma valor bem grande
quando comparado com os valores de histerese de outras transi¢oes com pressao. Esta
questao, alias, pode ser bem complexa quando se investiga, por exemplo, a v-glicina: ela
apresenta uma transicao de fase que comeca em 2,7 GPa e se estende até 7,8 GPa, se
transformando na fase . Ao se descomprimir o cristal completamente até 1 atm, uma
parte da fase 0 permanece, apesar da maioria do cristal retornar para a fase y. Além
disso, decrescendo a pressao, uma nova fase, denominada de ¢, aparece em cerca de 0,62
GPa [72|. Tal quadro mostra quao complexo pode ser o comportamento de cristais de

aminoacidos submetidos a altas pressoes.

Nesta secao iremos abordar o estudo realizado no cristal de LARDH pelo método de
espalhamento Raman sob altas pressoes. Para estas medidas a variacao de pressao na
compressao foi de 0,0 GPa até 8,12 GPa. O tempo de acomodacao para cada medida na
compressao foi de aproximadamente 15 minutos, enquanto que para a descompressao foi
de aproximadamente meia hora. A seguir discutiremos as principais caracteristicas dos

espectros Raman neste experimento.

7.2 A amostra de LARDH sob altas pressoes

Na Figura 39 apresentamos os espectros Raman da amostra de LARDH para a re-
gidao espectral entre 50 em ™! e 600 cm™t. Como j4 especificado anteriormente esta regiao
compreende os modos externos e parte dos modos internos. Podemos notar algumas
mudancas nas intensidades e frequéncias das bandas. Umas das caracteriticas mais inter-
essantes dessas mudancas estao relacionadas a banda representada pela letra A. Como
comentado no Capitulo 5, tal banda pode estar associada a uma vibracao do tipo N...O,
mas estudos mais precisos serao necessarios para descobrir a origem destas bandas de
baixa frequéncia. De qualquer maneira, é uma banda que deve estar associada a modos
externos. Ao aumentarmos a pressao, vemos a partir de 2,76 GPa o aparecimento de uma
outra banda marcada com asterisco dando origem a um dubleto; esta nova banda ganha

intensidade ao aumentarmos a pressao. Ao mesmo tempo em que a banda vai ganhando
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intensidade, a banda A original vai perdendo intensidade. No espectro em 4,13 GPa
percebe-se que a itensidade das duas bandas é equivalente. Com o aumento adicional da

pressao a intensidade da banda A original vai praticamente a zero.

A banda B, que corresponde a um modo externo, perde intensidade com o aumento
da pressao. Entretanto esta diminuicao de intensidade é muito mais suave do que a
diminuicao da banda A. Na verdade, parecem existir trés picos que ja estariam presentes
no espectro obtido & temperatura ambiente. De fato, observando-se o espectro Raman da
LARDH & temperatura ambiente (Figura 22) observa-se que antes do pico mais intenso
(que corresponderia & banda A na Figura 40) existem trés picos de baixa intensidade.
Assim devido ao grande espalhamento quase-elastico no espectro tomado em 0,0 GPa
(Figura 22) nao foi possivel vislumbré-los dentro da célula de pressao. Mais interessante
é o fato de que a partir de 0,2 GPa essas trés bandas podem ser acompanhadas até um
determinado valor de pressao, cerca de 4,0 GPa. Entretanto o aparecimento destas trés
bandas em 0,2 GPa e o desaparecimento em torno de 4,0 GPa nao pode ser associado a
mudanca de simetria e a ocorréncia de transicoes de fase, haja vista que a intensidade das

bandas é bastante baixa.

E interessante destacar que embora nada possa ser dito a respeito da estabilidade da
estrutura olhando-se estas bandas de baixa intensidade, a separacao da banda A em duas
diferentes bandas é um forte indicativo de que o cristal LARDH sofra uma transicao de
fase em torno de 2,7 GPa. A Figura 42 apresenta um grafico da frequéncia das bandas de
menor energia da LARDH em fungao da pressao, onde mais claramente se nota a separagao
da banda A em duas outras bandas. A linha tracejada na figura ilustra exatamente a

separagao entre as duas fases do cristal.

Um ponto de interesse no estudo das transicoes de fase diz respeito & reversibilidade
ou nao das mesmas. Geralmente, transi¢oes de fase irreversiveis sao transigoes de fase
de primeira ordem. Transicoes de fase reversiveis podem ser de primeira ou de segunda
ordem. Geralmente quando a transicao de fase ocorre com histerese, ela é classificada
como de primeira ordem. Apenas por recordacao, numa transicao de primeira ordem
o parametro de ordem varia descontinuamente na temperatura de transi¢ao, ou como é
definido na teoria de Landau das transicoes de fase, as derivadas primeiras da energia

livre de Gibbs (G) em torno do ponto de transicao:
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apresentam descontinuidade. J& numa transi¢ao de fase de segunda ordem a descontinui-

dade é nas derivadas segunda da energia livre de Gibbs.

Observando-se os espectros Raman das Figuras 40 (compressao) e 41 (descompressao)
nota-se que (i) o aparecimento e o desaparecimento da nova banda separada de A durante,
respectivamente, a compressao e a descompressao, ocorre ao longo de um grande intervalo
de pressao e (ii) nao ocorre histerese detectéavel neste ciclo. Embora nao conhegamos quem
seja o parametro de ordem de transigao de fase e nao tenhamos estudado o comportamento
das derivadas da funcao de Gibbs para este cristal, podemos fazer a suposi¢ao de que a

transicao de fase apresentada pelo LARDH seja de segunda ordem.

Em resumo,da andlise das bandas de baixa frequéncia (30 a 150 cm™!) podemos inferir
que o cristal sofre uma transicao de fase em aproximadamente 2,7 GPa, com caracteristicas

do tipo segunda ordem.

Vamos agora analisar o comportamento das bandas C, que é associada a 7(H0), e
D, que é associada & 7(COO™). Destaca-se inicialmente que na verdade também existe
uma banda associada a 7(COO™), que a pressao atmosférica ¢ observada em 191 em™?,

mas que mal é vista nos espectros do material dentro da célula de pressao.

Da anélise da Figura 39 observa-se que a medida que a pressao é aumentada as bandas
C e D, a semelhanca do ja discutido com as bandas A e B, vao perdendo intensidade.
Entretanto, a perda de intensidade da banda C' parece apresentar um ponto critico em
cerca de 2,76 GPa, onde a banda apresenta-se bastante alargada. J& no espectro obtido na

pressao de 3,12 GPa, novamente a largura da banda é semelhante ao resto do experimento.

Este fato sugere que em 2,76 GPa a estrutura deva estar sofrendo alguma modificacao.
Recorde-se nesse ponto que nos estudos realizados na L-metionina submetida a altas
pressoes verificou-se que na pressao da transicao de fase o cristal apresenta caracteristicas
espectrais das duas fases, ou seja, da fase da pressao atmosférica e da fase de alta pressao.

Pode-se, entao, imaginar que a largura de linha anormal da banda C' esteja refletindo esta
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coexisténcia de duas fases.

Por outro lado, esta banda esta associada a uma vibragao da agua, uma unidade que
forma ligacoes de hidrogénio. E provavel que num valor de pressao proximo ao ponto em
que o material sofre uma transicao de fase, as ligacoes de hidrogénio estejam mudando,

implicando em diferentes valores para a energia de vibracao de tor¢ao da agua.

A banda E que corresponde a uma torgdo da unidade NH;™ e que no nosso espectro

aparece em torno de 492 cm™!

, nao sofre nenhuma modificagao significativa. Isto é cu-
rioso, ja que seria esperado que uma banda associada a tor¢ao da unidade N H; sofresse
grandes mudancas com a variacao de pressao. Isto sugere porque em todos os cristais
de aminoacidos as unidades N H, participam de ligagoes de hidrogénio, geralmente com
unidades C'O; de moléculas vizinhas. No caso de cristais de aminoéacidos com agua em
sua estrutura, ou seja, cristais hidratados ou dihidratados, as ligagoes de hidrogénio entre
os hidrogénios do grupamento amoénia podem ser feitas com os oxigénios das moléculas de
agua. Uma observacao que se faz necessaria nesse ponto é a seguinte. Diferentemente do
que acontece com a maioria dos aminoacidos na forma zwiteridnica, a molécula de arginina
na LARDH forma ligagao de hidrogénio com o N Hs do grupo guanidil, da extremidade
da molécula, e nao com o N Hy do grupo amina que esta ligado ao carbono alfa. Isto sera
discutido mais a frente. De qualquer forma, uma ligagao de hidrogénio entre um N Hy
de uma molécula e um grupo caboxilico de uma outra molécula é sempre possivel de ser

formada no cristal.

Uma vez que as ligagoes de hidrogénio sao bastante afetadas pela variagao da pressao,
isso se reflete muitas vezes na frequéncia da vibragao da torgao do N H". Inclusive, existe
uma hipétese de que o comportamento das frequéncias de tor¢ao do N H;™ com a pressao
estejam correlacionados com as dimensoes médias das ligagoes de hidrogénio na célula
unitaria [10]. De fato, descobriu-se que parece existir um limite, em torno de 2,83 , acima
do qual os cristais de aminoacidos apresentam uma variagao positiva de (dw/dP) enquanto
que cristais com valores de hidrogénio inferiores aquele limite apresentam um (dw/dP)

negativo, como ¢ o caso da L-alanina [10].

No caso do cristal de L-arginina.2H50, claramente a variacao da frequéncia com a
pressao é positiva, ou seja, & medida que o cristal é comprimido verifica-se que a frequéncia
da vibragdo de tor¢io N H; aumenta. Isto coloca a L-arginina.2H,0 na mesma classe

dos cristais de L-treonina, taurina e a-glicina, que apresentam dw(7(NHy))/dP > 0.

A banda F' (r(COO™T)) consegue manter a sua intensidade e sua frequéncia quase

inalteraveis durante toda o processo do aumento de pressao. E interessante destacar que
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em alguns cristais de aminoacidos, ocorre a separacao desta banda quando o material é
comprimido. Para pressoes abaixo da pressao de transi¢ao claramente s6 é observada uma
banda no espectro Raman associada ao r(COO™), enquanto que para pressoes superiores
duas bandas sao observadas. No caso da LARDH durante todo o intervalo de pressao no
qual o cristal é estudado, nao é observado nenhum desdobramento da banda, significando
que mesmo apos a ocorréncia da transicao de fase o ambiente no qual se encontra a unidade
C'O; ésimilar ao do ambiente & pressao atmosférica. Isto, de certa forma, reforca o fato de

que a transicao de fase nao modifica bastante o ambiente no qual a molécula se encontra.

A banda G (w(COy5)) sofre pouca modificagdo durante toda a variagdo de pressao.
Para finalizar o estudo desta regiao podemos observar que a maioria das bandas aumenta
sua freqiiéncia com a variagao de pressao. O mais importante em toda essa discussao é
a separacao da banda A em duas outras, indicando que a partir de 2,79 GPa, o cristal

LARDH comeca a sofrer uma transicao de fase induzida por pressao.

Na Figura 40 apresentamos o grafico de descompressao, onde vemos a presenca das
mesmas bandas observadas durante o processo de compressao. Isto nos diz que o efeito
da aplicagao de pressao no cristal de LARDH é um processo reversivel. Para completar
a anélise, na Figura 41 temos a evolugao das freqiiéncias dos modos Raman da LARDH

em funcao da pressao para o intervalo de freqiiéncia apresentado na Figura 40.

Na Figura 42 temos o espectro da amostra de LARDH para a regiao espectral entre

! nao é apresentada porque

600 em~! e 1200 em~!. A regidao em torno de 1300 cm~
centrada em 1322 cm ™! existe uma banda bastante intensa oriunda do diamante da célula
de pressao. Embora o laser esteja focalizado na amostra, uma vez que ele atravessa
completamente um dos diamantes, entao a gema contribui para a luz espalhada. Esta
contribuicao é na verdade provocada pela vibracao de estiramento C-C onde os carbonos
estao ligados por ligagbes o. Vemos nesta regiao, como na regiao anterior, uma forte
dependéncia da intensidade e frequéncia das bandas com a variacao de pressao. Em
particular como as bandas vao perdendo intensidade, o perfil do espectro que é bem
definido em P = 0,2 GPa, vao se tornando bastante difuso, de tal modo que no espectro
de 8,12 GPa o perfil do espectro guarda apenas uma leve lembranca do espectro original.
A banda H quase nao sofre alteracao de intensidade durante o aumento de pressao. Jé as
bandas I e J que & pressao ambiente aparecem no espectro como um dubleto, fundem-se
numa s6 banda, exatamente na pressao de 2,79 GPa. A banda L tem a sua intensidade

lentamente diminuida e da pressao de 5.34 GPa em diante desaparece completamente do

espectro. A banda M que aparece como a banda mais intensa do espectro nesta regiao



7.2 A amostra de LARDH sob altas pressoes

100

Intensidade(u.a.)

L-arginina.2H20

E F

0,0

0,2
1,33

6,67

12

100 200 300 400 500 600

Numero de onda (cm™)

Figura 39: Espectros Raman da LARDH em funcao da compressao para a regiao

espectral entre 50 e 600 cm ™! .
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Figura 40: Espectros Raman da LARDH para a regiao espectral entre 50 e 600 cm !

para o processo de descompressao da amostra.
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Figura 41: Grafico de w x P dos experimentos de espalhamento Raman.
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espectral, diminui de intensidade, porém continua presente no espectro até o ultimo ponto
de pressao. A banda NN sofre o mesmo processo que a banda anterior. As trés bandas O, P
e (), que a pressao ambiente aparecem como trés bandas, diminuem suas intensidades até
serem fundidas numa s6 banda como mostra a Figura 42. Por tdltimo a banda marcada
com um asterisco, que nao é vista & pressao ambiente, tem sua intensidade diminuida
até desaparecer do espectro. Podemos ainda observar que todas as bandas tém suas
freqiiéncias deslocadas para valores maiores. Isto se deve as ligagdes no cristal serem

rigidas, mantendo a estrutura estavel.

Na Figura 43 apresentamos os espectros no processo de descompressao para esta regiao
espectral onde vemos novamente que adquirimos as mesmas bandas como no processo de
compressao. Completando a analise nessa regiao espectral na figura 44 temos o grafico de

w x P para esta regiao espectral.

Apresentamos na Figura 45 os espectros Raman da amostra LARDH na regiao espec-
tral compreendida entre 1350 em~! e 1650 cm ™! com o aumento de pressao, onde sao vistas
nitidamente 3 bandas. A banda marcada com um asterisco aparece para a pressao de 0,5
GPa e em torno de 2,76 GPa ela nao é mais observada no espectro. Observamos ainda que
esta banda sofre um deslocamento para os nimeros de ondas menores, tendo neste caso
um comportamento de um softmode. Esta banda corresponde ao estiramento simétrico
da unidade C'O; , pois da mesma forma que aqui ele se desloca para os ntimeros de onda
mais baixos [24]. As bandas R e S s@o devidas ao 6leo mineral nujol que foi utilizado
como liquido compressor. Na Figura 46 temos o grafico de w x P para a regiao espectral

entre 1400 e 1500 em 1.

Na Figura 47 apresentamos os espectros Raman da LARDH compreendido na regiao

1e 3050 cm ™! para o processo de compressao. A banda T tem

espectral entre 2600 cm™
sua intensidade diminuida e sua frequéncia, como esperado, aumentada com o aumento de
pressao. A banda U aparece no espectro como uma pequena saliéncia e com o aumento
da pressao desaparece completamente do espectro. As bandas V, X, Y e Z que sao
muito nitidas na pressao ambiente embora possivelmente estejam associadas ao nujol e,
consequentemente, nao serao analisadas aqui. Na Figura 48 apresentamos o grafico de w

x P para a regiao espectral entre 2650 - 2750 ¢cm ™!, onde aparecem duas bandas que sao

realmente identificadas como pertencentes a LARDH.

Na Figura 49 apresentamos os espectros Raman da LARDH para a regiao espectral
compreendida entre 3100 em™! e 3450 em ™! para o processo de compressdao, enquanto

que para a descompressao ¢ apresentado na Figura 50. Vemos somente duas bandas
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Figura 42: Espectros Raman da LARDH em funcao da compressao para a regiao
espectral entre 600 e 1200 cm 1.
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Figura 43: Espectros Raman da LARDH para a regiao espectral entre 600 e 1200 ¢m ™!
para o processo de descompressao da amostra.
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Figura 44: Gréfico de w x P dos experimentos de espalhamento Raman.
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Figura 45: Espectros Raman da LARDH em funcao da compressao para a regiao
espectral entre 1350 e 1650 cm ™.
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Figura 46: Gréfico de w x P dos experimentos de espalhamento Raman.
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Figura 47: Espectros Raman da LARDH em funcao da compressao para a regiao
espectral entre 2600 e 3050 cm ™.
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Figura 48: Gréfico de w x P dos experimentos de espalhamento Raman.
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nesta regiao espectral que sao bandas associadas a vibragoes das duas moléculas de agua
presentes na amostras. Podemos notar que nao houve nenhuma mudanga significativa
nesta regiao do espectro, sendo a tinica mudanca a diminuicao das intensidades de ambas

as bandas, marcadas com as letras do alfabeto grego I' e A.

Na Figura 51 apresenta-se o grafico da frequéncia em fungao de pressao para as duas

bandas que aparecem na regiao de mais alta frequéncia.

Encerrando este capitulo podemos tecer alguns comentarios sobre a transi¢ao de fase
apresentada pela LARDH a altas pressoes. Em primeiro lugar vale a pena uma compa-
racao com o comportamento de um outro cristal de aminoacido hidratado submetido a
condicoes de altas pressoes. Trata-se da L-asparagina monohidratada, que foi estudada no
intervalo de pressao entre 0 e 30 GPa [34]. Nestes estudos mostrou-se que no intervalo de
pressao coberto pelo experimento apresentado nesta Tese, a L-asparagina monohidratada
apresenta nada menos que cinco transicoes de fase, trés delas abaixo de 1,3 GPa. Ou
seja, a LARDH é muito mais estavel do que a L-asparagina monohidratada, pelo menos

no intervalo de 0 a 8 GPa. Como entender este fato?

A resposta pode estar na forma como as ligagoes de hidrogénio se distribuem entre
as moléculas dos aminoacidos e as moléculas da dgua na célula unitaria do cristal. Sabe-
se que sob varia¢ao de temperatura (ou de pressao) as ligagoes de hidrogénio podem se
tornar mais curtas ou mais longas dependendo da ligacdo especifica [73]. Inclusive, a
competicao entre as diferentes interagoes numa estrutura pode produzir a compressao
das interacoes mais fracas e o alongamento das ligagoes de hidrogénio mais fortes. No
caso dos aminoacidos e de outras moléculas orgéanicas a situacao pode se tornar mais
complexa porque a molécula pode girar em torno de um determinado eixo, sofrer mudanca

conformacional, etc.

Na L-arginina dihidratada a molécula de arginina é caractetizada por dois planos, um
que contém o grupo carboxilico e o outro que contém a cadeia lateral que termina com o
grupo guanidil [41]. O interessante é que a féomula zwiteriénica da molécula de arginina é
conseguida com o grupo guanidil, ou seja, NHy —C(NH)y—(CHy)3—CH — NH,—COy,
ao invés do grupo amina ligado ao carbono alfa, ou seja, ao invés de ficar na forma
NH,—C—(NHy)—(CHy)3—CH— NH; —CO, . Sabe-se que nos outros de aminoécidos
a forma zwiterionica ¢ conseguida com os grupos carboxilico e amina (RCHN H; COy5),

onde R apresenta o radical.

Dos resultados de difracao de raios-X sabe-se que o empacotamento das moléculas

na LARDH é caracterizado por uma complexa rede de liga¢oes de hidrogénio (ver figura
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52) [41]. As moléculas de arginina estendem-se ao longo do eixo ¢ formando infinitas
cadeias em virtude de ligacoes de hidrogénio entre dois NH do grupo guanidil e dois
oxigénios do grupo carboxilico. O grupo guanidil e o grupo carboxilico envolvidos na
ligacao de hidrogénio, de acordo com a Ref.[41], sdo aproximadamente coplanares. Além

disso, ligacoes de hidrogénio entre moléculas de arginina ocorrem paralelos ao eixo b.

No que diz respeito as moléculas de agua, elas formam infinitas cadeias perpendicu-
lares as cadeias da arginina, mas paralelas ao eixo a por meio de ligagoes de hidrogénio.
Adicionalmente, as moléculas de 4gua formam ligacoes de hidrogénio laterais com as molé-
culas de arginina [41]. Uma visao geral da estrutura da L-arginina dihidratada, mostrando

em destaque as ligacoes de hidrogénio no plano bc, é apresentada na Figura 52.

Esta estrutura, portanto, ¢ toda amarrada nas trés diregoes pelas ligacoes de hidro-
génio, de tal modo que sobra pouca possibilidade de mudanca de posi¢ao relativa das
moléculas de arginina na célula unitaria. Apesar disso, é possivel que a propria molé-
cula sofra uma mudanca conformacional, sem necessariamente destruir ou criar alguma
ligacao de hidrogénio. Isto acontencendo, ou seja, apenas uma mudanca conformacional
da molécula, seriam esperadas unicamente pequenas mudancas nos espectros Raman do
cristal. De fato, conforme apresentado nos espectros da LARDH com pressao, durante
a compressao do cristal, as mudangas que ocorrem sao bastante pequenas. Este quadro,
portanto, aponta para a ocorréncia de uma transicao de fase confomacional da LARDH

em funcao da pressao.

Finalmente vamos revisitar a questao relativa ao comportamento com a pressao do
modo de vibragao associada a tor¢ao do N Hy . Lembramos novamente que o agrupamento
NH; que participa das ligagoes de hidrogénio no cristal de LARDH encontra-se na ex-
tremidade da molécula de arginina (na por¢ao guanidil) e nao ligado ao carbono alfa do
aminoacido. Lembramos tembém que o comportamento de (j—]“;) depende das dimensoes
das ligagdes de hidrogénio conforme suposi¢ao dos autores da ref.[10]. Assim, foi visto
que os cristais de L-treonina, taurina,e a-glicina apresentam (j—]ﬁ) positivo, enquanto que
o cristal de L-alanina apresenta (57“;) negativo para o modo de torgao do N H, . Por outro
lado, sabe-se que para os trés primeiros aminoacidos, a dimensao média das ligagoes de
hidrogénio ¢ maior ou igual a 2,86 A, enquanto que para a L-alanina esta dimensao média
¢ de 2,83 A. Supos-se, entdo, que haveria um limite entre 2,83 A e 2,86 A que separa-

dw

ria o comportamento das bandas de tor¢ao do NHy em (45) negativo e positivo [41].

Destaca-se, adicionalmente, que num estudo bastante recente realizado na L-asparagina

)

monihidratada, que possui dimensao média de suas ligacoes de hidrogénio de 2,87 A, (55
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do modo de torgao do NH;" também ¢ positivo [34]. Seria, entdo, o comportamento da
L-arginina dihidratada compativel com a hipotese do limite entre as dimensoes de 2,83 A
e 2,86 A?

Dos dados anteriormente apresentados vimos que para a banda associada ao modo de
torgao do N H;", presente no grupo guanidil, ( =)>0. Isto implicaria que as dimensoes
médias das ligagoes de hidrogénio estariam préximas de 2,86 A. Ora, da Ref. [41], onde
se apresentam os dados de difragao de raios-X da LARDH temos como dimensoes das

ligacoes de hidrogénio os dados apresentados na Tabela 10.

A partir destas dimensoes descobre-se que a distancia média das ligagoes de hidrogénio
¢ 2,86 A, o que significa que o exemplo da LARDH se encaixa perfeitamente na hipotese
da existéncia de uma correlacao entre as dimensoes médias das ligacoes de hidrogénio na
célula unitaria do cristal e o comportamento da frequéncia do modo associado a torcao

do NHS com a pressao.

Resumindo, podemos afirmar (i) que a LARDH se enquadra na hipotese de que li-
gacoes de hidrogénio com dimensdes médias da ordem de 2,86 A ou maiores terdo a
frequéncia da banda associada a vibracao de tor¢ao do NH, crescente com a pressao e
(ii) que a transicao de fase induzida pela pressao em aproximadamente 2,6 GPa é do tipo
conformacional. Como sugestao de trabalho futuro fica a idéia de realizar medidas de
difragao de raios-X a altas pressoes para confirmar a mudanga conformacional observada

neste trabalho através da técnica de espalhamento Raman.

Finalmente, complementando a analise quantitativa dos resultados a altas pressoes
na Tabela 11 fornecemos os parametros w, wy € @ = dw/dP como também a identificagao

destes modos para a LARDH.

Tabela 10: Dimensoes dos comprimentos das ligagoes de hidrogénio da LARDH.

Ligacao dimensao
N(9)H(10)...N(5) 2,888
N(12)H(14)...0(2) 2,897
N(11)H(13)...0(1") 2,869
N(11)H(12)...0(2") 2,887
W(1)H(15)...0(1") 2,739
N(11)H(11)...W(1) 2,912
W(2)H(18)...W(1) 2,954
W(1)H(16)...W(2') 2,709
W(2)H(17)...0(1) 2,890
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Figura 49: Espectros Raman da LARDH em funcao da compressao para a regiao
espectral entre 3100 e 3450 cm ™.
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Figura 50: Espectros Raman da LARDH para a regido espectral entre 3100 e 3400 cm !
para o processo de descompressao da amostra.
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Figura 51: Gréfico w x P dos experimentos de espalhamento Raman.
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Figura 52: comprimentos das ligagoes de hidrogénio da LARDH.
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Tabela 11: Valores de w, wy e o para os ajustes lineares do tipo w = wy + aP dos modos
Raman da LARDH na regiao espectral entre 104 a 3347 cm ™.

wlem™)  wo(em™)  alem™t/GPa)
104 99,32 6,17
128 124,59 6,34
139 121,97 6,23
158 136,13 7.13
162 158,19 9,47
196 176,08 4,87
185 169,07 12,82
200 199,5 2,60
845 845,01 1,65
855 843,57 4,88
873 871,42 8,45
885 879,62 5,96
894 895 -2,42
913 869,01 6,12
925 925,51 4,12
984 986,92 3,95
1012 1011,58 3,70
1034 1035,80 4,65
1063 1043,96 2,72
1081 1082,40 3,38
1097 1098,86 3,50
1134 1131,34 3,59
1157 1149,42 1,53
1414 1416,06 -2,11
1440 1439,87 1,58
1448 1434,79 2,83
1456 1456,54 3,79
1474 1455,44 4,52
2665 2666,64 0,50
2724 272427 3,92
3290 3289,52 6,12
3347 3346,99 5,96
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8 Conclusoes e Perspectivas

Nesta Tese foram estudados dois cristais que possuem o aminoacido L-arginina em
sua constituigoes: (i) L-arginina cloridrato monohidratado; (ii) L-arginina dihidratada
(LARDH).

Na primeira parte do trabalho forams discutidos aspectos estruturais gerais da LA-
RHCL e da LARDH, em particular a distribuicao dos modos normais do material em
termos das representacgoes irredutiveis do grupos fatores Cy e D, respectivamente. A
seguir foi realizado um estudo detalhado dos modos normais de vibragao da LARHCL
a temperatura ambiente através de espesctroscopia Raman polarizada. Diversos modos
normais de vibracao do material foram observados em nove diferentes geometrias de es-
palhamento, cobrindo desta forma as quatro representacoes irredutiveis do grupo fator
Dy. Com o auxilio de calculo ab initio” e o conhecimento de diversas vibragoes similares
em outros cristais de aminoécidos foi feita a classificacao tentativa dos modos normais de

vibragao da LARHCL ativos no Raman.

Numa outra etapa do trabalho analisou-se os espectros Raman da LARDH sob di-
versas condi¢oes termodinamicas. Inicialmente fez-se a identificacao tentativa dos modos
normais de vibragao do material sob codigoes de temperatura ambiente e pressao atmos-
férica. A seguir realizou-se um estudo dos modos normais do cristal através da espec-
troscopia Raman no intervalo entre 30° e 200°C. Deste estudo observou-se a existéncia
de algumas anomalias nos espectros Raman. Por exemplo, observou-se que as curvas g—;
para modos de baixa frequéncia mudam de inclinacao em torno de 45°C, além do fato de
que a partir de 50°C' algumas bandas vao perdendo intensidade. Estes fatos foram inter-
pretados como uma transicao de fase sofrida pelo cristal entre 45° e 50°C. Além disso, o
fato de que os espectros Raman entre 45° e 60°C' eram diferentes dos espectros Raman
para T < 45°C e para T > 60°C sugeriam, a principio, a coexisténcia de fases neste
intervalo de temperatura. Uma outra hipotese aventada seria que o cristal sofreria uma
transicao de fase em 45°C, ficando nesta fase até a temperatura de 60°C. Para dirimir

esta duvida foram realizadas medidas térmicas do tipo analise térmica diferencial (DTA)
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e anélise termogravimétrica (TG). Da analise de DTA observou-se que entre 45° e 50°C
comeca um evento endotérmico que se prolonga até cerca de 84°C. A seguir, um segundo
evento endotérmico se inicia, prolongando-se até 109°C. Com o auxilio das medidas de
TG compreendeu-se que estes dois eventos endotérmicos estao associados a expulsao das
moléculas de agua, embora uma pequena quantidade permaneca no cristal, haja vista que
a espectroscopia Raman aponta para a existéncia de vibragoes de estiramento da agua
até cerca de 190°C.

Como parte final do trabalho estudou-se cristais de LARDH sob condig¢oes de altas
pressoes até cerca de 8 GPa. Desta investigagao inferiu-se, principalmente pela analise da
regiao dos modos externos, que o cristal sofre uma transicao de fase em torno de 2,5 GPa.
Entretanto para pressoes no intervalo entre 2,5 e 8,0 GPa nenhuma outra transigao de fase
foi percebida, o que aponta para uma grande estabilidade do cristal quando comparado
a outros cristais hidratados de aminoacidos. Além disso, nas regioes dos modos internos
nao foram observadas grandes mudangas nos espectros Raman, sugerindo que talvez a

transicao de fase com a pressao seja do tipo conformacional.

Como perspectiva de trabalhos futuros esta a investigacao das caracteristicas estru-
turais dos novos polimorfos a altas pressoes e a altas temperaturas, com os objetivos
de confirmar os resultados de espectroscopia Raman, bem como o de identificar as no-
vas estruturas da LARDH. Para isso medidas de difracao de raios-X, em particular com

radiagao sincrotron associadas a medidas de altas pressoes, sao sugeridas neste trabalho.

Fica também como sugestao de trabalho futuro o estudo da dindmica da dgua no pro-
cesso que ocorre a partir de 45°C' na LARDH. Em amostras comuns (nao-deuteradas) serd
importante o estudo de difracao de raios-X e numa eventual amostra deuterada, o estudo
de espalhamento de néutrons, além da identificagao das modificacbes nas temperaturas e
pressoes criticas das transi¢oes de fase induzidas pelas diferentes dimensoes das ligacoes

de hidrogénio nas amostras hidrogenadas e deuteradas.



121

Referéncias

[1] S.A. Moggach, Simon Parsons, P.A. Wood, Cryst. Reviews 14, 143-184 (2008).
[2] S. Datta, D.J.W. Grant, Nature Rev. Drug Disc. 3, 42- 53 (2004).
[3] M. Wierzbowska, J.A. Majewski, Phys. Rev. B 84, 245129 (2011).

[4] T. Frauenheim, G. Seifert, M. Elstner, Z. Hajnal, G. Jungnickel, D. Porezag, S.
Suhai, R. Scholz, Phys. Status Sol. B 217, 41-62 (2000).

[5] R. Hilfiker, (Ed.) Polymorphism in the Pharmaceutical Industry. Wiley-VCH:
Weinheim, 2006.

[6] A.C. Williams. In Handbook of Raman Spectroscopy: from the research laboratory
to the Process Line, Practical Spectroscopy Series, vol. 28, [.LR. Lewis, E.M.G. Howell
(eds.) Marcel Dekker: New York, 2001; 575.

[7] S.C. Pinzaru, I. Pavel, N. Leopold, W. Kiefer, J. Raman Spectrosc. 35, 338 (2004).

[8] E.V. Boldyreva, Cristalline Amino Acids : A Link between Chemistry, Materials
Science and Biology, In: Models, Mysteries, and Magic of Molecules, J.C.A. Boeyens, J.F.
Ogilvie, 167-192, Springer: Netherlands (2007).

[9] P.T.C. Freire, Pressure-Induced Phase Transitions in Crystalline Amino Acids,
In: High Pressure Crystallography - From Fundamental Phenomena to Technological
Applications, E.Boldyreva, P. Dera, 559-572, Springer: New York (2010).

[10] P.T.C. Freire, F.E.A. Melo, J. Mendes Filho, R.J.C. Lima, A.M.R. Teixeira,
Vibrational Spectroscopy 45, 99 (2007).

[11] C. Murli, S.K. Sharma, S. Karmakar, S.K. Sikka, Physica B: Condensed Matter,
Vol. 339, pp. 23-30 (2003).

[12] S.V. Goryainov, E.N. Kolesnik, E.V. Boldyreva, Chemical Physics Letters 419,
496 (2006).

[13] Destro, R.; Marsh, R.E. Bianchi, R. Journal of Physical Chemistry, 92, 966, 1988.

[14] Migliori, A.; Maxton, P.M.; Clogston, A.M.; Zirngiebl, E. Lowe, M. Physical



Referéncias 122

Review B, 38, 13464 (1988).

[15] A.M.R. Teixeira, P.T.C. Freire, A.J.D. Moreno, J.M. Sasaki, A.P. Ayala, J.
Mendes Filho, F.E.A. Melo, Solid State Commun. 116(2000) 405.

[16] J.S. Olsen, L. Gerward, , P.T.C. Freire, J.M. Filho, F.E.A. Melo, A.G. Souza
Filho Journal of Physics and Chemistry of Solids 69, 1641-1645 (2008).

[17] Funnel, N.P.; Dawson, A.; Francis, D.; Lennie, D.R.; Marshall, W.G.; Moggach,
S.A.; Warren, J.E. Parsons, S. CrystEngComm, 12, 2573, 2010.

[18] Tumanov, N.A.; Boldyreva, E.V.; Kolesov, B.A.; Kurnosov, A.V. and Quesada
Cabrera, R. Acta Crystallogr. B 66, 458, 2010.

[19] J.A. Lima Jr, P.T.C. Freire, R.J.C. Lima, A.J.D. Moreno, J. Mendes Filho, F.E.A.
Melo, J. Raman Spectrosc. 36, 1076-1081, Issue 11 (2005).

[20] J. Herminio da Silva, V. Lemos, P. T. C. Freire, F. E. A. Melo, J. Mendes Filho,
J. A. Lima Jr., P. S. Pizani, Physica Status Solidi (b) 246, 553-557 (2009).

[21] P.F. Faganha Filho, P.T.C. Freire, K.C.V. Lima, J. Mendes Filho, F.E.A. Melo,
P.S. Pizani, Brazilian Journal of Physics 38, 131-137 (2008).

[22] P.F. Faganha Filho, P.T.C. Freire, F.E.A. Melo, V. Lemos, J. Mendes Filho, P.S.
Pizani, D.Z. Rossatto, J. Raman Spectrosc. 40, 46 (2009).

[23] F.M. Almeida, P.T.C. Freire, R.J.C. Lima, C.M.R. Remédios, J. Mendes Filho,
F.E.A. Melo, J. Raman Spectrosc. 37, 1296 (2006).

[24] A.S.Sabino, G.P. De Sousa, C. Luz-lima, P.T.C.Freire, F.E.A. Melo, J. Mendes
Filho, Solid State Commun. 149, 1553 (2009).

[25] J. A. Lima, P. T. C. Freire, F. E. A. Melo, V. Lemos, J. Mendes Filho, P. S.
Pizani, J. Raman Spectrosc. 39, 1356 (2008).

[26] Moggach, S.A.; Allan, D.R.; Morrison, P.A.; Parsons, S. Sawyer, L. Acta Crys-
tallogr. . B 61, 58 (2005).

[27] Moggach, S.A.; Marshall, W.G. Parsons, S. Acta 5 Crystallogr. B 62, 815 (2006).

[28] Boldyreva, E.V.; Kolesnik, E.N.; Drebushchak, T.N.; Ahsbahs, H.; Beukes, J.A.
Weber, H.- Zeitschrift Kristallogr. 220, 58 (2005).

[29] Boldyreva, E.V.; Kolesnik, E.N.; Drebushchak, T.N.; Ahsbahs, H. Seryotkin, Y.V.
Zeitschrift Kristallogr 221, 150 (2006).



Referéncias 123

[30] Boldyreva, E.V.; Sowa, H.; Seryotkin, Y.V.; Drebushchak, T.N.; Ahsbahs, H.;
Chernyshev, V. Dmitriev, V. Chem. Phys. Lett. 429, 474 (2006).

[31] B.L. Silva, P.T.C. Freire, F.E.A. Melo, J. Mendes Filho, M.A. Pimenta, M.S.S.
Dantas, J. Raman Spectrosc. 31, 519 (2000).

[32] Minkov, V.S.; Goryainov, S.V. ;Boldyreva, E.V. Gorbitz, C.H, J. Raman Spec-
trosc. 41, 1458 (2010).

[33] Moreno, A.J.D.; Freire, P.T.C.; Melo, F.E.A.; Araujo-Silva, M.A.; Guedes, L;
Mendes Filho, J., Solid State Commun. 103, 655 (1997).

[34] J.A.F. Silva, Tese de Doutorado, Departamento de Fisica - Universidade Federal
do Ceara (2012).

[35] R.O. Holanda, Dissertacao de Mestrado, Departamento de Fisica - Universidade
Federal do Ceara (2010).

[36] P.T.C. Freire, J.A. Lima Jr, B.T.O. Abagaro, G.S. Pinheiro, J.A.F. Silva, J. M.
Filho, F.E.A. Melo, in Vibrational Spectroscopy, Dominique de Caro (Ed.) InTech, 2012,
p. 37 - 58.

[37] C. Luz-Lima, G.P. De Sousa, J.A. Lima Jr., F.E.A. Melo, J. M. Filho, A. Polian,
P.T.C. Freire, Vib. Spectrosc. 58, 181 (2012).

[38] J. L. B. Faria, F. M. Almeida, O. Pilla, F. Rossi, J. M. Sasaki, F. E. A. Melo, J.
Mendes Filho, P. T. C. Freire, J. Raman Spectrosc. 35, 242 (2004).

[39] G.P. De Sousa, P.T.C. Freire, J.A. Lima Jr., J. Mendes Filho, F.E.A. Melo, Vib.
Spectrosc. 57, 102 (2011).

[40] Roussean, D.L; Bauman, R.P; Porto, S.P.S. Journal of Raman Spectroscopy, v.
10, p. 253, 1981.

[41] I. L. Karle and J.Karle, Acta Cryst. B 17, 835 (1964).

[42] Tapati Mallik; Tanusree Kar; Gabriele Bocelli; Amos Musatti. Crystal Research
Technology. 41, No.3, 289-284 (2006).

[43] Tapati Mallik; Tanusree Kar; Gabriele Bocelli; Amos Musatti. Crystal Research
Technology. 41, No.3, 289-284 (2006).

[44] J.L.B. Faria, P.T.C. Freire, R.O. Gongalves, F.E.A. Melo, J. Mendes Filho, R.J.C.
Lima, A.J.D. Moreno, Braz. J. Phys. 40, 288 (2010).



Referéncias 124

[45] J. H. da Silva et al., Phys. Status Solidi B 246, 553 (2009).
[46] J. A. Lima Jr. et al., J. Raman Spectroscopy 39, 1356 (2008).
[47] H. Susi, D.M. Byler, J. Mol. Struct. 63, 1 (1980).

[48] X. cao, G. Fisher, J. Phys. Chem. A 106, 41 (2002).

[49] R. R. Franca Bento, Propriedades vibracionais de cristais de seselina por espec-
troscopia Raman e F-T Raman. Disertacao de Mestrado, Universidade Federal do Ceara,
2003.

[50] E. Deplazeo, W. van Bronswijk, F. Zhu, L. D. Barron, S. Ma, L. A. Nafie, K. J.
Jalkenen, Theor. Chem. Account 119: 155 (2008).

[51] B. Z. Chowdhry, T. J. Dines, S. Jabeen, R. Withnall, J. Phys. Chem. A 112,
10333 (2008).

[52] R.J.C. Lima, P.T.C Freire, J.M. Sasaki, F.E.A. Melo, J.Mendes Filho, J. Raman
Spectrosc. 33, 625 (2002).

[53] A.J.D. Moreno, P.T.C. Freire, I. Guedes, F.E.A. Melo, J.M. Filho, J.A. Sanjurjo,
Braz. J. Phys. 29, 380 (1999).

[54] J.A. Lima Jr., P.T.C. Freire, R.J.C. Lima, A.J.D. Moreno, J.M. Filho, F.E.A.
Melo, J. Raman Spectrosc. 36, 1076 (2005).

[55] P. Corio, P. S. Santos, V. W. Brar, Ge. G. Samsonidze, S. G. Chou, M. S,
Dreselhaus, Chem. Phys. Lett. 370, 675 (2003).

[56] T. Vijayakumar, I. Hubert Joe, C. P. Reghunadhan Nair, V. S. Jayakumar.
Journal of Raman Spectroscopy. 2009, 40, 18 - 30.

[57] J. A. L. Junior. Espectroscopia Raman de dos aminoacidos L-metionina, DIL-
alanina, e de nanotubos de carbono. Tese de Doutorado, Universidade Federal do Cear4,

2008.
[58] S. Forss, J. Raman Spectrosc. 12, 266 (1982).

[59] Z. H. Sun, L. Zhang, D. Xu, X. Q. Wang, X. J. Liu, G. H. Zhang. Spectrochimica
Acta Parte A 71. 2008, 40, 663 - 668.

[60] B. Lopes da Silva, Estudo por meio de espalhamento Raman de cristais de L-
treonina com temperatura e pressao hidrostatica. Tese de Doutorado, Universidade Fe-

deral do ceara, 1997.



Referéncias 125

[61] K. Machida, A. Kagayana, Y. Saito, T. Uno, Spectrochim. Acta A 34, 909 (1978).
[62] A. Grunemberg, D. Bougeard, J. Mol. Struct. 160, 27 (1987).
[63] A. S. Sabino et al. Solid State Commun. 149,1353 (2009).

[64] S. L. Wang, Y. C. Wong, W. T. Cheng, S. Y. Lin, J. Therm. Anal. Calorim.
104, 261 (2011).

[65] C. Tanase, L. Odochian, N. Apostolescu, A. Pui, J. Therm. Anal. Calorim 103,
1079 (2011).

[66] M. Yang, Q. Gao, J. Alloys Compd. 509, 3690 (2011).

[67] M. J. Peres-Filho, M. P. N. Gaeti, S. R. Oliveira, R. N. Marreto, E. M. Lima, J.
Therm. Anal. Calorim. 104, 255 (2011).

[68] I. C. V. Bento et al. Solid State Commun. 141, 29 (2007).

[69] J. H. da Silva et al. J. Phys. Condens. Matter 21, 415404 (2009).

[70] A. J. D. Moreno et al., Solid State Commun. 103, 655 (1997).

[71] T. Arakawa, K. Tsumoto, Biochem. Biophys. Res. Commun. 304, 148 (2003).

[72] S. V. Goryainov, E. N. Kolenisk, E. V. Boldyreva. Chem. Phys. Lett. 419, 496
(2006).

[73] M.-L Putkonem, R. Feld, C. Vettier, M. S. Lehmann, Acta Cryst. B 41, 77 (1985).
[74] N. P. Funnell, W. G. Marshall, S. Parsons, Cryst. Eng. Comm. 13, 5841 (2011).

[75] J. M. de Souza. Espalhamento Raman em cristais de taurina parcialmente deu-
terado e de policristais de L-alanina parcial e totalmente deuterados em funcao da tem-

peratura. Tese de Doutorado, Universidade Federal do Ceara, 2005.

[76] Santos Kumar, S. B. Rai. Indian Journal of Pure and Applied Physics, vol. 48,
April 2010, pp. 251-255.

[77] E. V. Boldyreva, H. Sowa, Yu. V. Seryotkin, T. N. drebushchak, H. Ahsbahs, V.
Chernyshev, V. Dmitriev, Chem. Phys. Lett. 429, 474 (2006).

[78] V. S. Minkov, A. S. Krylov, E. V. Boldyreva, S. V. Goryainov, S. N. Bizayev, A.
N. Vtyurin, J. Phys. Chem. B 112, 8851 (2008).

[79] P. F. Facanha Filho, Estudo de espalhamento Raman em cristais de L-leucina

submetidos a altas temperaturas e a altas pressoes. Tese de Doutorado, Universidade



Referéncias 126

Federal do Ceara, 2007.

[80] J. M. Sousa, P. T. C. Freire. H. N. Bordallo, D. N. Argyriou, J. Phys. Chem. B
111, 5034 (2007).

[81] S. Mukerji, T. Kar. Mater. Chem. Phys. 57, 72 (1998).

[82] S. Haussuhe, J. Chrosch, F. Gnamam, E. Fiorentini, K. Recker, F. Wallrafen,
Cryst. Res. Technol. 25, 617 (1990).

[83] S. B. Monaco, L. E. Davis, S. P. Velsko, F. T. Wang, D. Eimerl, A. zalkin, J.
Crystal Growth 85, 252 (1987).

[84] C. C. Hsu, H. M. Hguyen, D. A. Yeung, D. A. Brooks, G. S. Koe, T. A. Bewlwy,
R. Pearlman, Pharm. Res. 12, 69 (1994).

[85] M. Mumenthaler, C. C. Hsu, R. Pearlman, Pharm. Res. 11, 12 (1994).

[86] K. Seguro, T. Tamiyam, T. Tsuchiya, J. J. Matsumoto, Cryobiology 27, 70 (1990).



