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Resumo

No presente trabalho o dipeptided.-Aspartil-L-alanina ¢-Asp-Ala), cuja férmula
molecular € @H1:N.0s, foi estudado através de espectroscopia vibralc{®aman e de
infravermelho) e analise térmica. Os experimentesadalise térmica (calorimetria
diferencial de varredura e termogravimetria) forasalizados no intervalo de
temperatura de 113 a 513 K. Experimentos de egsecipia Raman sob condicbes
extremas de temperatura (18 a 413 K) foram realzamb intervalo espectral de 20 a
3400 cnt. Como técnica complementar, experimentos de asseopia de
infravermelho no intervalo de temperatura de 822K na regido espectral entre 400 a
4000 cni foram realizados. Da andlise dos resultados, éiyelsconcluir que: (i) o
cristal dea-Asp-Ala manteve-se estavel a baixas temperaturdsa(293 K); (ii) o
material estudado sofre uma transicéo de fasesi@eéde primeira ordem (tipo ordem-
desordem) em 373 K, onde sdo observadas variasngaglaos espectros vibracionais,
principalmente nos modos vibracionais das unidaples participam diretamente das
ligacdes de hidrogénio. (iii) A transicdo de fas&ida pelo cristal dei-Asp-Ala (em
torno de 373 K) envolve modificacbes nas ligacOeshiirogénio, possivelmente a
ruptura de pelo menos uma delas, além de mudancanf@armacdo das moléculas na

célula unitaria.



Abstract

In the present study the dipeptidd_-aspartyl-L-alanine -Asp-Ala) whose molecular
formula is GH12N,Os, was studied using vibrational spectroscopy (I8 Raman) and
thermal analysis. The thermal analysis experiméiféerential scanning calorimetry
and thermogravimetric analysis) were performedhm temperature range 113-513 K.
Raman spectroscopy experiments under extreme comgliof temperature (18-413 K)
were performed in the spectral range 20-3400'.cis complementary technique,
spectroscopy experiments infrared in the tempezatange 83-413 K in the spectral
region between 400 and 4000 twere performed. From the analysis of the resillts,
is possible to conclude that: (i) no indicationaophase transition undergone by the
Asp-Ala crystal at low temperatures (18 to 293 Kaswobserved, (ii) the studied
material undergoes a reversible first order phemesition from order-disorder type at
373 K, where several changes were observed inibnatnal spectra, especially with
vibrational modes of the units that participateedily of the hydrogen bonds; (iii) The
phase transition undergone by thésp-Ala crystal (about 373 K) involves changes in
hydrogen bonds, possibly rupture of at least onethwfm, and change in the

conformation of the molecules in the unit cell.
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valores de temperatura entre 298 € 428 K. .euueeeeeiiiiiei i 90
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Capitulo 1 — Introducéao

Estudos de moléculas biolégicas tém despertadomgaldata o interesse
cientifico interdisciplinar. De fato, numerososuests experimentais tém sido relatados
sobre esses compostos usando uma série de téenat®dos diferentes para explorar
as suas caracteristicas fisico-quimicas e biolégteato a partir de uma base de
conhecimento fundamental quanto do ponto de vistaaglicacdo (industrial e
medicinal). Estas investigacdes incluem diversaasatais como sintese (nos estados
sélidos e liquidos), bem como mecanismos de reagfpesducao de estruturas analogas
(e derivados) [1-3]. Além disso, a sua diversaréceia, isoladamente e determinacao
estrutural a partir de fontes naturais (incluindecrorganismos [4,5], mamiferos
superiores [6,7] e em alimentos [8,9]) tém chamaatencéo dos pesquisadores. Sem
surpresa, 0 seu potencial farmacoldgico tambémesé&apou a atencdo [10-12].

Por definicdo, molécula biologica é qualquer mdcue é produzida por
um organismo vivo, incluindo macromoléculas, tasno proteinas, polissacarideos,
lipidios e acidos nucleicos, assim como as molécutzenores, tais como o0s
aminoacidos e peptideos, onde o ultimo é o objetestlido deste trabalho.

As funcdes biologicas dos peptideos em sistemass \@gtdo relacionadas
com as suas estruturas tridimensionais. Proprisdadeformacionais dos peptideos
biologicamente ativos sdo importantes para a igaso da sua estrutura funcional.
Além disso, as propriedades eletrdnicas e vibratsorde uma molécula estdo
relacionadas com a sua conformacao [13].

Investigacbes teodricas, estruturais e espectras®pi tém sido
extensivamente relatadas, incluindo estudos utidiaadifracdo de raios-x, ressonancia
magnética nuclear, espectroscopia de dicroismalairou de uma combinacgéo destas
técnicas [14-19]. Apesar disso, experimentos kiatlals de espectroscopia vibracional
em peptideos tém, até a data, sidos menos comumsalgumas excec¢des [1,13,20—
26].

A alanina desempenha um papel importante no sisteanaso central,

atuando na formacao de neurotransmissores. Tamti&ama regulacdo dos niveis de



glicose e no sistema imunoldégico, através da p@ulug linfocitos. Este aminoacido
ativa a gluconeogénese, acelerando o metabolismatcdol e do acetaldeido. A mesma
tem se mostrado um farmaco antibacteriano promissor

O dipeptideon-L-aspartil-L-alanina ¢-Asp-Ala) € um neurotransmissor e
desempenha um papel fisioldgico na transmissa@tiiaa E interessante notar que o
dipeptideo é uma parte da sequéncia de muitosdeegtique ocorrem naturalmente,
incluindo VIP (peptideo intestinal vasoativo), ACTI8-39, DSIP (peptideo indutor do
sono delta) e eledoisina [27].

No presente trabalho, foi desenvolvido um estudpe&soscopico
vibracional do dipeptide@-Asp-Ala, no estado solido, em condi¢cdes extremas d
temperatura, suportado por andlise térmica. Apgsaspectroscopia vibracional ter se
tornado uma importante técnica para caracterizagtatural de moléculas bioldgicas,
estudos deste material ainda ndo foram relatadoscapitulo 2 é apresentada a
estrutura detalhada do cristal estudado. O apeeaperimental utilizado nos é
apresentado no capitulo 3. Em seguida, no capffidéo apresentados os resultados da
analise térmica obtidos para o cristal estudadocd@yitulo 5, a teoria de grupos para o
cristal estudados é feita, além da classificacdomnada dos modos vibracionais a
temperatura ambiente. Na sequéncia, no capitulos Gesultados de espectroscopia
vibracional (Raman e infravermelho) a baixas temoeas do cristal sdo discutidos. No
capitulo 7, os resultados obtidos de espectroseogitas temperaturas sdo apresentados
e discutidos. Finalmente, no capitulo 8 sdo aptadan as conclusdes e perspectivas do
presente trabalho.



Capitulo 2 — A Estrutura do Dipeptideoa-Asp-
Ala

Neste capitulo sdo apresentadas as caracteriettrasurais do cristal de

Asp-Ala estudados neste trabalho.

A temperatura ambiente, o dipeptided-Aspartil-L-alanina ¢-Asp-Ala),
cuja férmula molecular é #:,N,Os, tem estrutura monoclinica com duas moléculas
por célula unitéria. A férmula estrutural da molécde Asp-Ala esté representada na
Figura 1. O cristal de-Asp-Ala pertence ao grupo espacial ndo-centro$grnéC,”
(P2) e as dimensdes da célula unitaria sdo: a = 4y98(b = 16,493(4) A e c =
5,807(1) A; e angulp = 107,55° [28]. Os principais dados cristalogmsi s&o
apresentados na Tabela 1. A célula unitaria deatrie a-Asp-Ala, determinada por
Gorbitz [28]a partir de difracdo de raios-X, é mostrada nargig@) assim como as
interacbes intermoleculares no cristal deéAsp-Ala. As moléculas der-Asp-Ala
formam uma rede tridimensional através de ligag@ekidrogénio entre as carboxilas e
0 grupo amino. A Figura 2 mostra que a estrutuisiatina € estabilizada por ligagbes
de hidrogénio intermoleculares do tipo O-H...O, N-®l e C-H...O, que estéo tracejadas
em verde, vermelho e azul, respectivamente. A wilsaoélula unitaria do cristal de

Asp-Ala ao longo do eixo a € mostrada na Figura 3.

Z 4 NH; OH
HO N
s

Figura 1 — Férmula estrutural da Asp-Ala.
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Tabela 1 -Dados cristalogréficos para o cristala-Asp-Ala.

Formula molecule C;H12N20s
Massa mole 204,2 g/mol
Estrutura monoclinica
Grupo espaci P2 (G
Parametros de re a=4,788(1) A
b =16,493(4) A
c=5,807(1) A
B =107,55°
Volume da célula unitar 4492(2) B
Numero de moléculas por célt 2
unitaria

Figura2 — Célula unitaria do cristal deAsp-Ala.



Figura 3 —Célula unitaria do cristal ca-Asp-Alavista ao longo do eixa.

Na Figura 4esta representada a conformacgéo zwitteridnica décuia de
a-Asp-Ala coma identificacdo dos seus respectivos atomos, ondengeracao dc
atomos de hidrogénio foi omitida. E possivel obaegue, nessa conformacdo, um
hidrogénios pertencentes a carboxila é deslocadm @ayrupo amino. As distanci
intramoleculares e osngulos de ligacdes estdo listados (Tabelas 2 e ,
respectivamente, conforme obtidas por Goret al. [28].

Figura 4 -Conformacéao zwitteridnica da moléc dea-Asp-Ala



Tabela 2 — Distancias intramoleculares da molédetaAsp-Ala [28].

LigacOes Distancia intramolecular (A)
0(2)-C(3) 1,249
0(1)-C(3) 1,264
C(3)-C(2) 1,540
C(2)-C(1) 1,520
C(1)-N(1) 1,498
C(1)-C(4) 1,521
C(4)-0(3) 1,239
C(4)-N(2) 1,328
N2-C(5) 1,464
C(5)-C(7) 1,531
C7-0(4) 1,214
C(7)-0(5) 1,310
C(5)-C(6) 1,522

Tabela 3 — Angulos das ligacdes intramolecularenalécula der-Asp-Ala [28].

Ligacbes Angulo (°)
0(1)-C(3)-0(2) 125
0(1)-C(3)-C(2) 116
0(2)-C(3)-C(2) 119
C(3)-C(2)-C(1) 113
C(2)-C(1)-N(1) 111
N(1)-C(1)-C(4) 109
C(2)-C(1)-C(4) 110
C(1)-C(4)-0(3) 120
C(1)-C(4)-N(2) 116
0(3)-C(4)-N(2) 124
C(4)-N(2)-C(5) 122
N(2)-C(5)-C(6) 112
N(2)-C(5)-C(7) 107
C(6)-C(5)-C(7) 115
0(4)-C(7)-0(5) 125
0(5)-C(7)-C(5) 114




Na Tabela 4 estéo listados os comprimentos dagdegade hidrogénio. O
grupo aspartil da molécula esta situado muito pnéxdo grupo carboxil da molécula
vizinha, e a ligacdo de hidrogénio formada entea®sluas unidades € a mais curta ja
observada em peptideos (2,502 A) [28].

Tabela 4 — Parametros geométricos das ligacGesldménio do cristal de-Asp-

Ala [28].
Ligacbes Distancia  Distancia  Angulo (°)
D-H...A A) A) D-H...A
H...A D...A

O(5)-H...0(1) 1,59 2,502 172
N(1)-H...0(2) 1,94 2,781 152
N(1)-H...0(2) 2,07 2,885 148
N(1)-H...0(4) 1,92 2,822 174
N(2)-H...0(3) 2,14 2,893 148
C(1)-H...0(3) 2,43 3,289 153
C(2)-H...0(1) 2,46 3,311 148




Capitulo 3 — Procedimentos Experimentais

Neste capitulo sdo apresentados os arranjos exqrgai® utilizados neste
trabalho. Inicialmente, a amostra utilizada é apresla. Em seguida, os equipamentos
de espectroscopia (Raman e de infravermelho) e amssorios sdo descritos. E por
fim, os equipamentos de analise térmica (analismagravimétrica e calorimetria

exploratoria diferencial) sdo apresentados.

3.1 A amostra deu-Asp-Ala

As amostras policristalinas deAsp-Ala utilizadas neste trabalho foram

originadas do p6 comercial fabricado pela Sigmaiéid(referéncia A1277 - Figura 5).

Figura 5 — P6 comercial utilizado nos experimetms cristais de-Asp-Ala.

Com o intuito de confirmar a estrutura cristalirea @amostra utilizada foi
realizado um experimento de difracdo de raios-palieristais a temperatura ambiente.
Esse experimento foi realizado no Laboratério deeEsoscopia Vibracional e
Molecular do Departamento de Fisica da UFC ondaitibzado um Difratbmetro de
Raios-X (modelo D8 Advance, da Bruker Optics) méifido radiacdo monocromatica de
Cu Ko. Nesse experimento foi utilizada a configuragae 26, com @ variando no
intervalo de 5 a 50° e passo 0,05°.



Experimental
Teobrico - Isbmero a

Teorico - Isbmero B

Contagens

10 20 30 40 50
26 (9

Figura 6 — Difratogramas experimental e tedricaduist para o cristal de-Asp-
Ala.

Utilizando o programa Mercury (versao 3.0), distido pelo Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC), e a partir atquivo CIF (Crystallographic
Information File) publicado por Gorbitz [28] obtege o difratograma de raios-x de
policristais teodrico para as duas formas isoméritasristal de Asp-Ala. A Figura 6
mostra os difratogramas experimental e tedricadobtiE possivel observar nesta figura
uma correspondéncia de posicoes e intensidadedifra®gramas experimental e o do
isbmeroa, 0 que nos leva a afirmar que os dois padroesfoed@bo correspondem a
mesma estrutura cristalina. Além disso, pode-sarnamn pequeno deslocamento dos
picos de difracdo. Isso pode ser explicado devaléato de que a estrutura cristalina
obtida por Gorbitz [28] foi determinada a uma tenagpura de 120 K.



3.2 Experimentos de Analise Térmica

Experimentos de andlise térmica (analise termogétvica e calorimetria
exploratéria diferencial) foram realizados com getibo de verificar a estabilidade
térmica do material e averiguar a reversibilidag@adssiveis transi¢des de fase.

i. Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizadaliméindo o equipamento
STA 449 F3 (Figura 7), da Netzsch, no intervaldedeperatura de 308 a 623 K usando
uma taxa de aquecimento de 5 K/min em atmosferatagyénio. A massa utilizada foi
de 10 mg e o cadinho usado era de aluminio.

Figura 7 — STA 449 F3 da Netzsch utilizado no expento de analise
termogravimétrica.

10



ii. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A analise de Calorimetria Exploratoria Diferenc{8lSC, do inglés) foi
realizada utilizando o equipamento DSC 204F1 (Rig8), da Netzsch, sendo o
experimento realizado em atmosfera de nitrogénif) e€Ncom cadinhos de aluminio.
Para a etapa de resfriamento da amostra, foiadiizitrogénio liquido (}y. Para o
célculo do calor especifico da amostra, utilizowsafira como amostra de referéncia.

A massa utilizada foi de 2 mg.

Figura 8 — DSC 204 F1 da Netzsch utilizado nos exgatos de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC).
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3.3 Experimentos de Espectroscopia Raman

Os espectros Raman dos cristais foram obtidoszanidio um sistema de

micro-Raman que utiliza uma geometria de retrobspaénto (Figura 9). Essa
configuracdo consiste na incidéncia de um feixeatkacao eletromagnética_“{][ na

amostra que € aproximadamente paralela a radizsq:@lhada@). A luz espalhada foi
coletada através do sistema T64000 da Jobin YvHoriba (Figura 10), que consiste
de um espectrémetro triplo, ao qual foi acoplado sistema de micro-andlise, um
micro-computador e um sistema de deteccdo tipo (Coéupled Charge Devige
resfriado a nitrogénio liquido. Os experimentoslizados utilizaram um laser de
argonio (Ar), modelo Innova 70 da Coherent Inc.jtimho na linha de 514,5 nm com
poténcias de saida entre 150 e 250 mW. A regidectspobservada nessas analises foi
de 20 a 3450 cth Pelo caminho 6ptico foram posicionados espelhdenies. O
sistema de micro-analise € constituido de uma chewvideo ligada a um monitor e
adaptada a um microscopio confocal Olympus BX4@uiE 10) com uma lente
objetiva plano-cromatica com distancia focal de 2t e abertura numeérica 0,35,
microscopio que tem como objetivo focalizar o fede laser sobre a superficie da
amostra com precisao. As fendas do espectrometunfajustadas de modo a fornecer
uma resolucéo espectral da ordem de 2'.c@ sistema é alinhado utilizando uma
amostra padrdo de silicio usando a sua banda Rposicionada em 521 ¢mUma
interface apropriada possibilita a transferéncia dimais coletados no espectrémetro

para o computador.

Feixe cra e
Espalhada 514.5 nm
Feixe incidente
/
— Depolarizador

Figura 9 — Diagrama esquematico da montagem daiexgr@o de espalhamento

Raman na geometria de retroespalhamento.

12



Monitor

. ' cCD Computador
: .

Microscopio Olympus
BX40

D 4

Figura 10 — Sistema de micro-andlise utilizadoaq®erimentos de

espectroscopia Raman.

Os dados obtidos foram analisados utilizando-ssofisvaresPeakFit da
SPSS Inc. e Origin da OriginLab Corporation. Oseesps foram ajustados por
decomposicdo dos picos, onde foi utilizada a furlgéentziana. Em seguida, foram
extraidos dados como posicdo e largura de linhigufla a meia altura) das bandas

Raman observadas para que fosse feita a intergcetins dados.

I. Experimentos de Espectroscopia Raman a baixas tenmpéuras

Para os experimentos a baixas temperaturas, al&regisipamentos de
espectroscopia Raman, foi utilizado um criostatalem DE202S da Air Products and
Chemicals Inc. (Figura 11), no qual estava acopladcsistema de alto vacuo modelo
E2M8 da Edwards Vacuum Ltda. A refrigeracdo dostatw foi feita utilizando um
sistema de ciclo fechado de hélio da Air Productd &hemicals Inc. modelo O-
10000HR, que bombeia o gas hélio até a extremidaderiostato onde a amostra é

colocada.
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Figura 11 — Criostato utilizado nos experimentogsjgectroscopia Raman a

baixas temperaturas.

Os experimentos foram realizados desde a temparambiente (293 K) até
a temperatura de 18 K. A temperatura foi medidbzatido um termopar do tipo T
(Cobre/Constantan) ligado a um controlador de teatpe Lakeshore modelo 330 cuja

precisao é de £ 0,1 K.

ii. Experimentos de Espectroscopia Raman a altas tempuras

Para os experimentos a altas temperaturas foradi um forno resistivo
(Figura 12) fabricado no nosso Departamento sobrientacdo do professor Dr.
Alejandro Pedro Ayala. O forno foi construido bakeao forno modelo TS15000 da
Linkam Scientific Instruments. A refrigeracdo donfo foi feita com agua e o controle
de temperatura foi realizado utilizando um termdpmr S (Platina/Rédio-Platina) e um
controlador modelo HW4200 da Coel Controles Elégictda.

Os experimentos no cristal de-Asp-Ala foram realizados desde a

temperatura ambiente (298 K) até a temperatur@8e4
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Figura 12 — Sistema utilizado nos experimentossge@roscopia Raman a altas

temperaturas.

3.4 Experimentos de Espectroscopia de infravermelho

Os experimentos de espectroscopia de infravermélbIR) foram
realizados utilizando um espectrometro de infraednm por transformada de Fourier
Vertex 70 (da Bruker Optics - Figura 13). Os espactle infravermelho (IR) foram
obtidos utilizando os métodos de transmitancia tiljpasnento com KBR) ou de
reflectancia (reflectancia total atenuada - ATR).eQuipamento constava de um
detector de DLATGS (L-alanina deuterada dopada solfato de triglicina), janelas e
beamsplitterde KBr e uma fonte de amplo espectro (Globar).e§gsectros foram
obtidos no modo absorbancia utilizando 256 varisleruma resolucdo espectral de 2
cm™.

Para o experimento em diferentes temperaturagjtiiciado um criostato
com acesso Optico resfriado a nitrogénio liquidodeto VPF-100, da Janis Research
Company Inc.) e um controlador de temperatura Lakes(modelo 330 - Figura 14)

com precisao de = 0,1 K.
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Figura 13 — Espectrometro de infravermelho porsi@emada de Fourier (FT-IR)

utilizado.

Figura 14 — Criostato utilizado nos experimento§@dR em diferentes valores de

temperaturas.
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Capitulo 4 — Propriedades Térmicas do

Dipeptideo a-Asp-Ala

Experimentos de analise térmica foram realizaddsnade se estudar a
estabilidade térmica do cristal de-Asp-Ala. As técnicas utilizadas foram a
Termogravimetria (TG) e Calorimetria Exploratoriafddencial (DSC -Differential

Scanning Calorimetiy

4.1 Termogravimetria (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada a fimdgificar a estabilidade
térmica do material e sua temperatura de decongmsi; analise do cristal deAsp-
Ala foi realizada no intervalo de temperatura d& 20623 K usando uma taxa de
aquecimento de 5 K/min em atmosfera de nitrogéhimassa utilizada foi de 10 mg e
o cadinho utilizado era de aluminio.

A Figura 15 mostra a curva termogravimétrica (T@)adistal dea-Asp-
Ala, juntamente com a sua respectiva derivada (DTG)

Dessa analise, podemos observar dois eventos d& pler massa. Os
eventos observados indicam que a decomposi¢ao woiah@corre em duas etapas:

(i) O primeiro evento observado durante esse exwerio tem inicio em
torno de 453 K e finaliza em 473 K, onde € obseavada perda de massa de 17,5 %;

(i) O segundo processo de decomposicdo, que iritidd23 K, evidencia

uma perda de massa de 48,2 % da massa total.
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Figura 15 — Analise termogravimétrica (TG) do alistea-Asp-Ala.
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4.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Experimentos de Calorimetria Exploratoria DiferehgiDSC, do inglés)

foram realizados a fim de se investigar a existédeitransicdes de fase no cristabee

Asp-Ala.

I. Baixas Temperaturas

O experimento de DSC em baixas temperaturas fbzaela no intervalo de
temperatura entre 150 e 300 K, utilizando uma @&xaaquecimento de 5 K/min. A
atmosfera utilizada foi de nitrogénio e cadinhcatieminio. Para resfriar a amostra foi
utilizado nitrogénio liquido (By. A massa utilizada foi de 2 mg.

A Figura 16 apresenta a curva DSC para o cristal-Asp-Ala em baixas
temperaturas. Desta figura, € possivel concluir questal estudado é estavel para o

intervalo de temperatura entre 150 e 300 K.

1,0
_. 0,54
(@)
E
% aguecimento
~ O O -1 » AV
e -
(m)

-0,5 -

'1,0 T T T I T

150 200 250 300

Temperatura (K)
Figura 16 — Curva DSC do cristal dAsp-Ala em baixas temperaturas.
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ii. Altas Temperaturas

O experimento de DSC em altas temperaturas fazesl juntamente com
o calculo de calor especifico no intervalo de terajpea entre 293 e 623 K, utilizando
uma taxa de aquecimento de 5 K/min. A atmosferizadia foi de nitrogénio e o
cadinho de aluminio. Para o célculo do calor e§peadila amostra, utilizou-se a safira
como amostra de referéncia. A massa utilizadadd thg.

A Figura 17 apresenta a curva do calor especifigp fara o cristal de-
Asp-Ala. Nessa figura sdo observados trés evenisté& micos:

(i) Um primeiro evento inicia em 376 K e possuiigedo de entalpia
(numericamente igual a area do pico) é 28,21 JastdDcurva, juntamente com o
resultado obtido da analise termogravimétrica (Rigli5), podemos afirmar que o
cristal sofre uma transicao de fase de primeirarardm 376 K;

(i) O evento que inicia em 454 K estd associadpritneira etapa da
decomposicdo do material, como mostrado na Figbr&®l1segundo evento termina em
465 K e possuhH = 259,3 J/qg;

50
| ‘exo Onset: 454 K
40 -
~ 30+
v
X
=2 i
S
()CL 20 4
Onset: 488 K
. Onset: 376 K
Valor méximo: 5,42 J/(g*K)
10 (383 K)
Area: 28,21 J/g
0 T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T
350 400 450 500

Temperatura (K)

Figura 17 — Calor especifico fGm fun¢éo da temperatura do cristahelsp-Ala.
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(iii) O ultimo evento (que inicia em 488 K e terraiam 517 K) corresponde

a segunda etapa de decomposicdo do material. E#steoepossui uma variacdo de

entalpia AH) igual a 75,3 J/g.

Com o intuito de se investigar melhor o primeirem®o observado (na
Figura 17) foi realizado um segundo experimentinitervalo de 300 a 410 K, em que a
amostra foi aquecida e em seguida foi resfriada.

A Figura 18 apresenta a andlise DSC do cristat-#sp-Ala. Esta figura
apresenta um evento endotérmico (no aquecimenie)se inicia em torno de 376 K,
caracteristico de uma transicdo de fase. Ao resfriamostra, é possivel verificar a
reversibilidade da transicdo observada em 376 KHe= 28,21 J/g E importante
ressaltar que a temperatura de inicio da transledase ¢nsej foi verificada também

em 376 K, indicando que o material ndo apresestareise térmica.

0,8
i ‘exo
0,6
0,4 4
<) i
£
=< 0,24 Aquecimento
E
S i
2 0,04
] Resfriamento
-0,2
-0,4 -
'0,6 T T T T T T T T T T
300 350 400

Temperatura (K)

Figura 18 — Calorimetria exploratéria diferenci2SC) do cristal de-Asp-Ala.
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Conhecendo a variacdo de entalpia da transicaopséivel calcular a
variacdo da entropiad\§) através da equacao

AH 2821 20418
=20 J 91532

AS = . .
T 376 gxK  mol mol * K

(1)

Com o valor obtido para a variacdo de entropiavasralo termograma, € possivel
determinar se a transi¢do é do tipo displaciva rolera-desordem. Em uma transicéo
displaciva entre duas estruturas ordenadas, acéarde entropia é pequena e da ordem
deAS =~ 0,1 R (onde R é a constante universal dos gases). Por tatto, no caso
ordem-desordem, se a transicdo ocorre a partirnde fase de baixa temperatura
ordenado para uma fase de alta temperatura desoi@ea variacdo de entropia € da
ordem deAS ~ RIn2 =~ 0,693R [29,30].

A variacdo de entropia encontrada para a transitgidase observada
corresponde a

)i R

motxK 8’31mol]* K

AS = 15,32

= 1,84R = RIn6 ()

resultado que nos leva a concluséo de que a ténelgservada possui um mecanismo

do tipo ordem-desordem.

4.3 Conclusoes

A analise térmica (Analise Termogravimétrica e @aietria Diferencial de
Varredura) foi realizada para o intervalo de terapga entre 150 K e 623 K. Os
resultados desta analise indicam que o materiat& e para valores de temperatura
entre 150 e 376 K. Duas modificacbes sofridas meistal de a-Asp-Ala foram
observadas em altas temperaturas. A primeira nocagdio estd associada a uma
transicdo de fase reversivel de primeira ordeno (bpdem-desordem) sofrida pelo
cristal entre 376 e 380 K e a segunda alterac@cassbciada a decomposic¢ao do cristal
(iniciada em 454 K).
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Capitulo 5 — Propriedades Vibracionais do

Dipeptideo a-Asp-Ala a Temperatura Ambiente

Neste capitulo iremos apresentar a teoria de grp@@so cristal de-Asp-
Ala e os resultados obtidos utilizando espectrascopbracional (Raman e
infravermelho) & temperatura ambiente, além de classificacdo tentativa dos modos
vibracionais observados. Os espectros obtidos fam@mparados e uma classificacao
tentativa dos modos vibracionais foi realizadagmmparacdo com bandas previamente
classificadas em outros cristais organicos, damifasé aos resultados obtidos em

cristais de L-alanina e acido L-aspartico.

5.1 Teoria de grupos para o cristal de-Asp-Ala

A moélecula den-Asp-Ala possui 26 atomos por molécula e duas nitdéc
por célula unitaria, o que totaliza 52 atomos @ula. Assim, sdo previstos 156 modos
normais de vibracdo. Sabendo que o cristal-Asp-Ala pertence ao grupo espaciaf C
(P2,), usaremos o método dos sitios de simetria progost Rousseaet al. [31] para
obter o numero de modos vibracionais previsto pasg material. Os possiveis sitios de
simetria ocupados por este material s&o:

C; = [aC,(2)], (1)
indicando que todos os possiveis sitios possuemtrsamocal G e sdo ocupados por
dois atomos. Separando a moléculandsp-Ala nos seguintes grupos poliatdmicos:
CHgs, NH3, CO, e HCNHCOCHCHCOOH, temos que a tabela de caracteres do grupo

C, para o cristal estudado € mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5 — Tabela de caracteres do grup¢3L].

Grupo
E G T n T R’ n;’ Raman IR
C
1 1 1 78 11 12 54| %Xy, Z xy z, R
B 1 -1 2 78 10 12 94 yz, Xz X, YRy
g 0° 180°
Og 52 0
I' =78(A+ B)
og(S) 8 0 - At 2B
L. = +
(Dg(S-P) 8 O acustico
[roqe = 114 + 10B
x(T) 3 -1
X(ni) 156 0 Libracionat = 12(A + B)
(T 21 1 Finternos = 54(A + B)
v(R’) 24 0

@g. angulo de rotagaa@),: nimero de atomos na célula primitivg(S): niumero de grupos de
atomos;my(S-P): nimero de grupos poliatdmicggl): carater dos modos translaciongigy):

carater de total;¢(T’): carater dos modos da regg¢RR"): carater dos modos libracionais.

Os 156 modos normais de vibracdo estdo distribuiglose modos

acusticos, modos da rede, libracionais e interrmessgiupos poliatbmicos da seguinte

forma:
Tacistico = A + 2B, 2)(
[rege = 114 + 10B, 3)(
Nipracionat = 12(A + B), (4)
Linternos = 54 (A + B). (5)
Assim, séo previstos 108 modos de vibracao inteertis modos externos:
Foxternos = Ireae + Nibracionat = 114 + 10B + 12(A + B)
lexternos = 23A + 22B (6)
e
Linternos = 54(A + B) (7)

onde todos 0os modos sao ativos tanto no Ramanajnanhfravermelho.
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5.2 Espectroscopia Vibracional

Com o intuito de caracterizar o dipeptideeAsp-Ala, 0s espectros
vibracionais da amostra foram investigados atralass espectroscopias Raman e de
infravermelho médio. Para facilitar a discussaespectro vibracional foi dividido em
cinco regifes. E importante mencionar que as Vil@sicna maioria dos casos, ndo s&o
precisamente localizadas na molécula. Portantdassificacdo estimada nas secdes

posteriores corresponde a vibracdo com maior ¢i¢do para a banda classificada.

i. Regi&io de vibracdo dos modos externos (regidgestral entre 20 e 200 cif)

Nesta regido (também chamada de regido dos modosedk) sao
encontrados 0os modos externos de vibracdo do lceistibracdes internas de baixas
energias, que sao fundamentais para um corretacemento da estabilidade estrutural
do material estudado.

E importante ressaltar que os modos externos Virais podem ser
originados das ligacdes de hidrogénio intermoleeslado cristal [32]. Assim,
classificar os modos vibracionais desta regido a tarefa dificil, uma vez que, até o
momento ndo existem métodos computacionais elab®radconfidveis (utilizando
Mecanica Quantica) a fim de calcular o espectraacibnal de aminoacidos para a
regido de baixo niumero de onda.

Entre as vibracdes intramoleculares, apenas ad@@€ uma pequena parte
da molécula em relacdo a outra parte (ou a dobrardeestes fragmentos), pode ser
caracterizada na regiao de baixos numeros de {88]a

O espectro Raman obtido para essa regido espéctalstrado na Figura
19. De 20 a 200 cths&o encontrados 13 modos de vibracéo. Costumkassificar
como modos externos os modos com nimero de onddoinf 200 cii [34]. No
entanto, a banda observada em 182 gode ser atribuida & uma tor¢do da unidade
CO, pertencente ao grupo L-alani(CO,). A mesma vibracéo foi observada em 184
cm’ na L-alanina [35]. Portanto, com excecdo deaalla, todos os modos observados
nesta regido foram classificados como modos da rede
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Figura 19 — Espectro Raman do cristabeksp-Ala na regido espectral de 20 a 200

cmt,

ii. Regi&o de vibrac&o entre 200 e 800 ¢

Nesta regido sao observados os modos de vibragdivoe as deformacdes
do esqueleto da molécula e as vibracbes de bamaian Os espectros Raman e de
absorcdo de infravermelho para a regido espectrme €200 e 800 cih foram
comparados e séao ilustrados na Figura 20.

As bandas localizadas em 2236827 cnmi* e 316 crit foram classificadas
como deformacgbes do esqueleto da molécular-dasp-Ala, em concordancia com
Mateiet al. [36], Almeidaet al. [37] e Wanget al. [38]. A banda posicionada em 325
cm’ também corresponde a uma deformacdo do esquélesy), visto que esta
vibracdo foi observada na L-alanina em 326'c[88,39], em 324 cih [36] e em 329
cm’ [40].

A banda observada em 265 tmos dois espectros vibracionais (Raman e
infravermelho), foi identificada como uma deformagio CCNC do grupo L-alanil,

8(CCNC), uma vez que esta vibracdo foi encontradaaanina [38].
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Figura 20 — Espectros Raman e de absor¢éo deenfnaho do cristal de-Asp-Ala

na regiéo espectral de 200 a 800'cm

A banda observada em 359 tma 361 crit utilizando espectroscopias de
infravermelho e Raman (na Figura 20), respectivdaepode ser atribuida a
deformacéo do esqueletifesq), visto que Mateit al. [36] atribuiu esta classificagao a
um modo observado em 360 ¢nno &cido L-aspartico. Esta banda também foi
observada em 360 ¢hmna L-asparagina monohidratada [41], em 358 am L-
valina [42]. A banda encontrada em 400’catravés de espectroscopia Raman também
foi identificada como uma deformacdo do esqueleto molécula, d(esq), em
concordancia com os resultados obtidos por diveedsres para o cristal de L-
alanina [35,38,40,43].

A banda observada em 525 trtravés de espectroscopia Raman (em 523
cm’ via espectroscopia de infravermelho) foi atribuéerocking da unidade C®,
r(CQO,). Essa banda foi observada por Wat@l. [38] e Machidaet al. [40] em 532

cm® ao estudarem a L-alanina, por Sesal. [43] e Diemet al. [35] em 531 cif e
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527 cni', respectivamente, ao estudarem o mesmo cristaiteEessante ressaltar que
existe um deslocamento das bandas para menoresasideonda, devido a unidade
carboxila participar diretamente de uma das ligagfiehidrogénio do cristal. O mesmo
deslocamento acontece com as vibraces relativasnidlades NH, que também
participa diretamente das ligacbes de hidrogéniesim, classificamos a banda
posicionada em 408 ¢me 409 cril no espectro Raman e de infravermelho,
respectivamente, como uma tor¢do da unidade’ NENH3"). Essa banda foi observada
no cristal de L-alanina em 409 ¢re em 414 ¢ no &cido L-aspartico [36].

A banda encontrada em 600 trairavés de espectroscopia Raman e em 599
cm’ por espectroscopia de infravermelho foi identdfizacomo uma deformacédo da
unidade C@, 5(COy). Esta vibracado foi observada em 595’ano dipeptideo aspartil-
aspartico e no acido L-aspartico [22,36]. A mesarbuicdo foi dada as bandas
observadas em 569 €me 570 crit, observadas nos espectros de infravermelho e
Raman, respectivamente, em concordancia com o#awssi obtidos por Mateet
al. [36].

Lima Jr.et al. [42] e Chesaloet. al. [44], ao estudarem os cristais de L-
valina e dea-glicil-glicina, respectivamente, observaram umadaaposicionada em
666 e 663 ci e classificaram-na como uma vibracgéo do tijaggingda unidade CO,
®(COy). Em concordancia com esse resultado, atribuimosnda observada em 664
cm® a uma vibracdo do mesmo tipgCO,).

Uma banda localizada em 745 tmo espectro Raman foi classificada como
uma deformacado da unidade £G(CO,), visto que esta vibragcédo foi observada em
746 cm* no L-isoleucina [37].

A banda encontrada em 770 tratravés de espectroscopia Raman (e em
768 cm' no espectro de infravermelho) foi classificada coonma deformacdo da
unidade C@, §(CO,). A mesma vibracéo foi observada em 772" ¢ra L-alanina [43]

e nos dipeptideos glutamil-glutamico e aspartibasm [22]. A mesma classificacdo
foi dada ao modo observado em 779%¢cwisto que a molécula deAsp-Ala possui
duas carbonilas (CQ que participam de duas ligacdes de hidrogénitnths, com
diferentes comprimentos de ligacéo (2,502 A e 2822 que nos leva a concluir que
podem existir dois valores distintos para estaagéo §(CO,)). Outro fato que nos
leva a tal conclusdo € que Wolpett al. [45], ao estudar o cristal de L-alanina,

classificaram da mesma forma uma banda posicioeradar7 cr.
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iii. Regi&o de vibracdo entre 800 e 1200 ¢

A Figura 21 apresenta os espectros Raman e deeninalho do cristal de
a-Asp-Ala na regido espectral entre 800%cen1200 crit. Nesta regido encontram-se 0s
modos de vibragc&do associados as deformacbes agdamunidade CQ vibracdes do

tipo rocking das unidades GH NH;" e estiramentos CC e CN.
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Figura 21 — Espectros Raman e de absorcéo deenfn@lho do cristal de-Asp-Ala

na regiéo espectral de 800 a 1200'cm

Navarreteet al. [22], a0 estudarem o dipeptideo Asp-Asp através d
espectroscopia vibracional, observaram dois ma@osibracdo localizados em 880
cm* comorocking do CH, r(CH,). Usando este argumento, classificamos da mesma
forma a banda localizada em 875tmo espectro de infravermelho e em 880"am
espectro Raman. A banda observada em 914 airavés de espectroscopia de

infravermelho foi atribuida a um estiramento GC;C), visto que a mesma vibragéo

29



foi encontrada no dipeptideo Asp-Asp e no acidoadpartico em 916 ¢ [22,46], na
L-asparagina monohidratada em 913'cfd1] e na L-treonina em 910 ém[47].

A banda localizada em 928 €mmo espectro Raman (e seu respectivo valor
no espectro de infravermelho) foi classificada camma deformacé&o fora do plano do
COH pertencente ao acido carboxilico [Ag)(COH).

A banda observada em 1003 tmo espectro Raman foi classificada como
uma combinacdo de estiramentos CC e ¢NC)+v(CN). Vibracdes desse tipo foram
observadas na L-alanina, na L-asparagina monohdhanha L-lisina e na L-leucina em
1004 cm [24,41,48,49], no dipeptideo aspartil-asparticn 899 cnt [22], na
glutamina em 1000 ch [50] e no dipeptidea-glicil-glicina em 1003 crit [44]. A
mesma classificacéo foi dada as bandas posiciomadaspectro Raman em 1054 tm
e 1074 cril, visto que tais vibragdes foram observadas em 1687 na
glutamina [50], em 1059 cfe 1073 crit no dipeptideo glutamil-glutamico [22], em
1063 cnt no dipeptideo aspartil-aspartico [22], em 1072%cmo &cido DL-
aspartico [46] e em 1076 €nma L-asparagina monohidratada [41].

No espectro de infravermelho a banda observada &80 tm' foi
classificada como uma deformacdo do esqueleto detcoia, 6(esq), visto que
vibragées desse tipo foram observadas em 1100ran-glicil-glicina [44], em 1101
cm® na L-treonina [47] e em 1097 &ma glutamina [50] e no dipeptideo aspartil-
aspartico [22].

A banda observada em 1108 tmo espectro Raman foi classificado como
um estiramento assimétrico do CGCCN), uma vez que esta vibracao foi observada
na L-alanina em 1110 c¢hpor Diemet al. [35]. A banda localizada em 1158 ¢mo
espectro Raman (e em 1162tmo espectro de infravermelho) foi classificada aom
uma vibracg&o do tipoocking da unidade NH, r(NHz"), a mesma atribui¢io foi dada a
uma banda observada em 1162"cobservada no dipeptideo aspartil-aspartico [22] e

na glutamina [50].
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iv. Regido de vibracdo entre 1200 e 1800 &m

A Figura 22 apresenta os espectros vibracionaisaRarde infravermelho
do cristal des-Asp-Ala na regido espectral entre 1200'cen1800 crit. Esta regido
contém bandas associadas a deformacbes das uni@itleCH, CHs e NH:,

estiramento das unidades C=0 e,Céntre outras.
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Figura 22 — Espectros Raman e de absorcéo deenfn@lho do cristal de-Asp-Ala
na regiéo espectral de 1200 a 1800'cm

A banda observada em 1222tmo espectro Raman (e em um valor similar
no espectro de infravermelho) foi classificada camwa vibracdo do tipowisting do
CH,, tw(CH,). Tal fato esta de acordo com o observado no tigep aspartil-aspartico

em 1220 crit [22].
Uma banda localizada em 1250 tmo espectro Raman foi classificada como

uma vibracdo do estiramento do C-O pertencente cap &arboxilico contido no

peptideo,v(C-0), visto que esta vibracdo foi observada em01@%" no &cido L-
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aspartico e no acido L-glutamico [45] e em 1253'cno dipeptideoa-glicil-
glicina [44].

Uma banda intensa posicionada em 1278' am espectro Raman foi
atribuida a uma vibracdo do tipwaggingdo CH, ®»(CH,), a mesma vibracao foi
observada em 1278 ¢hmo 4cido DL-aspartico [46].

As bandas observadas em 1331 e 1359 em ambos os espectros foram
classificadas como uma deformacao do &€H), o que concorda com os resultados
obtidos por Morenet al. [41], Navarreteet al. [22], Lima Jr.et al. [42] e Machidaet
al. [40], ao estudarem a L-asparagina monohidratadipeptideo aspartil-aspartico, a
L-valina e a L-alanina, respectivamente.

Uma banda localizada em 1381 tifoi observada apenas no espectro de
infravermelho, a mesma foi atribuida a uma defo&magmétrica do Ckl 64(CHs). A
mesma vibrac&o foi observada em 1378'am L-alanina [45], em 1379 ¢hma L-
valina [45] e na L-alanina [43] e em 1383t L-treonina [47].

A banda observada em 1404 tmo espectro Raman (localizada em 1405
cm® no espectro de infravermelho) corresponde aoaestinto simétrico da unidade
CO,, v{(COy,). No dipeptideo aspartil-aspartico esta vibragicehcontrada em 1404
cm® [22], no dipeptidea-glicil-glicina em 1406 cril [44], na L-cisteina e na DL-
cisteina em 1401 ¢ [51].

A banda localizada em 1423 ¢mo espectro Raman foi classificada como
uma deformacéo no plano da unidade COH perteneen&eido carboxilicay,(COH),
visto que esta vibracdo foi encontrada em 142% ganL-treonina [52].

A banda localizada em 1447 ¢mmo espectro Raman pode ser atribuida a
uma deformacédo assimétrica do £6(CHjs), em acordo com os resultados obtidos por
Lima Jr.et al. [42] e Almeidaet al. [37] nos cristais de L-valina (1449 djne de L-
isoleucina (1447 cih.

A banda posicionada em 1495 trfoi classificada tentativamente como
uma deformacédo simétrica do BIH3{(NHs"), tendo em vista que esta vibracéo foi
encontrada em 1490 ¢hna L-treonina [47], em 1492 ¢he 1494 crit no dipeptideo
a-glicil-glicina [44] e em 1498 cihna L-alanina [35,43].

A classificacdo da banda encontrada em 1573 pana a L-histidina é tida
como uma deformacéo assimétrica da unidade’ Ni{NHz") [53], no caso do cristal

de a-Asp-Ala esta banda foi observada em 1564'.cAy mesma atribuicdo foi dada a
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banda localizada em 1592 ¢mmo espectro Raman, visto que esta vibracdo foi
observada em 1595 ¢hma L-cisteina e em 1596 €ma L-alanina e na L-valina [45].

A banda localizada em 1620 ¢mo espectro de infravermelho (e em 1630
cm’ no espectro Raman) foi identificada como oriundaestiramento assimétrico da
unidade CQ@, v4(CQOy;), por este valor estar proximo do valor encontrado L-
isoleucina [37] e na L-leucina [48].

As Ultimas bandas desta regido, localizadas em t6%52e 1658 cr,
foram identificadas como um estiramento C=0 pedrtec a amiday(C=0), em
virtude de esta vibracdo aparecer em 1648 omN-acetil-L-aspartico [54] e em 1659
cm’ no dipeptidea-glicil-glicina [44].

v. Regi&o de vibrac&o entre 2800 e 3450 €m

A Figura 23 apresenta 0s espectros vibracionaimm@Rae infravermelho)
do cristal dex-Asp-Ala na regi&o espectral entre 2800%cen3450 crit. Esta regido é
caracterizada por vibracbes do tipo estiramentoutiédades CH, Ch CHs, NH3™ e
NH, além de sobretons e combinacgdes.

Estas bandas fornecem informacfes sobre o empaattiararistalino, ou
seja, esta regido é muito sensivel a mudancas roomdmnais no cristal. E importante
ressaltar que as bandas relacionadas as unidade€KEHNH e NH* podem sofrer
deslocamentos para menores numeros de onda dewdéata destas unidades
participarem diretamente das pontes de hidrogénio.

De uma forma geral, percebemos que as bandas quecam na Figura 23
no espectro de infravermelho sao largas e de lrdiasidade. No espectro Raman, tais
bandas apresentam-se estreitas e intensas.

Uma observacgéao inicial é de que o cristal estudsdencontra na forma
anidra, visto que nenhuma banda com nimero de owder do que 3300 chfoi
observada. De fato, quando vibracdes de estiransen@H estdo presentes, uma banda
larga centrada em aproximadamente 3400 émbservada.

Lima Jr.et al. [55] e Berezhinsket al. [56], ao estudarem os aminoacidos
L-metionina eB-alanina, respectivamente, atribuiram as bandadizadas em 2852 e
2848 cn a um estiramento simétrico do §H<CH,). Assim, atribuimos a mesma

classificacéo a banda observada em 2852 mmespectro de infravermelho.
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Figura 23 — Espectros Raman e de absorcéo deenfnaho do cristal de-Asp-Ala

na regiéo espectral de 2800 a 3450'cm

A banda posicionada em 2876 tiioi atribuida a um estiramento simétrico
do grupo CH, v{(CHs), uma vez que esta vibracdo foi observada em 287" 2874
cm’ e 2880 crit na L-leucina [48,57], na L-treonina [58] e nasbleucina [37].

Uma banda intensa observada em 2928 apenas no espectro Raman foi
classificada como um estiramento do Gf{CH). Esta vibragéo foi observada na L-
metionina (2920 ci) [55] e na L-treonina (2921 ¢th [58] em valores de ndmero de
onda similares.

As bandas localizadas em 2929 e 2926'ams espectros Raman e de
infravermelho, respectivamente, foram classificadas forma estimada como um
estiramento assimétrico da unidade,C¥(CH,), em concordancia com os resultados
obtidos por diversos autores em diferentes amidoaci e
peptideos [44,48,54,56,57,59,60].

As bandas localizadas em 2971 e 2985'am espectro Raman foram
atribuidas a um estiramento assimétrico do;,GH{CHs), visto que estas vibracdes
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foram observadas em 2971 tma L-leucina e na L-metionina [48,55,57], em 2985
cm’ na DL-alanina [61], em 2987 ¢hma L-alanina [43,62]e em 2982 cih na L-
valina [42].

A banda posicionada em 3000 tmo espectro Raman foi atribuida a um
estiramento simétrico do grupo MH v¢(NHs"), uma vez que esta vibracdo foi
observada em 2999 ¢he 3003 crit na L-valina [42] e na DL-alanina [61].

As bandas posicionadas em 3020 e 3086 om espectro Raman (e seus
respectivos valores no espectro de infravermellosani classificadas como um
estiramento assimétrico da unidade sNH(NHs"). Esta vibracdo foi observada em
3026 cnt' na L-treonina [47], em 3080 ¢hma DL-alanina [61],em 3082 ¢hma L-
alanina [43,62] e em 3093 &mma L-asparagina monohidratada [41].

A banda localizada em 3278 ¢nmo espectro Raman foi atribuida a um
estiramento NH pertencente a amida,is{NH). A mesma vibracao foi observada no
dipeptidea-glicil-glicina em 3286 cii [44].

5.3 Conclusoes

Experimentos de espectroscopia vibracional (Ramafrasermelho) foram
realizados em amostras deAsp-Ala na regido espectral entre 20 e 3450 gara o
espectro Raman e entre 400 e 3450"cpara o espectro de infravermelho. A
classificagéo tentativa de todos os modos vibratsoabservados no cristal deAsp-
Ala através de espectroscopias Raman e de abstecadravermelho esta listada na
Tabela 6.
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Tabela 6 — Classificacao tentativa dos modos naraewvibracéo do cristal deAsp-

Ala a temperatura ambiente

Numero de onda Classificacag _
_ Referéncias
Raman (crif)  Infravermelho (crit) tentativa

40 Rede [32—-34]
46 Rede [32-34]
58 Rede [32-34]
71 Rede [32-34]
88 Rede [32—-34]
96 Rede [32-34]
109 Rede [32—-34]
122 Rede [32-34]
128 Rede [32—-34]
147 Rede [32-34]
156 Rede [32—-34]
182 1(CO,) [35]
223 223 d(esq) [36-38]
227 227 d(esq) [36-38]
265 265 3(CCNC) [38]

316 d(esq) [36—38]
325
361 359 d(esq) [36,41,43]
400 d(esq) [35,38,40,43]
409 408 t(NH3") [36]
435 437
525 523 r(CQ) [35,38,40,43]
570 569 3(COy) [36]
600 599 3(COy) [22,36]

664 o(COY) [42,44]
686

704
745 746 3(COy) [37]
770 768 3(COy) [22,43]
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Tabela 6 (continuacdo) — Classificacdo tentatomrdodos normais de vibragéo do

cristal den-Asp-Ala a temperatura ambiente.

NUmero de onda

Classificacao

Referéncias

Raman (crif)  Infravermelho (crit) tentativa

779 779 5(COy) [45]
792 792
844 838
880 875 ((CH) [22]

914 v(CC) [22,41,46,47]
928 931 Sop(COH) [22]
945 944

[22,24,41,44,48—
1003 1004 V(CC)+v(CN)
50,63]

1054 1059 V(CC)+v(CN) [22,50]
1074 1073 V(CC)+v(CN) [22,41,46]

1100 5(esq) [22,44,47,50]
1108 v4(CCN) [35]
1122 1122
1158 1162 r(NH [22,50]
1222 1221 tw(Ch) [22]
1250 1251 v(C-0) [44,45]
1278 1275 o(CHp) [46]
1305

1322
1331 1331 5(CH) [22,40-42]
1359 1359 5(CH) [22,40-42]

1381 54CHs) [43,45,47]
1404 1405 v4(CO) [22,44,51]
1423 5io(COH) [52]
1447 1448 54(CHa) [37,42]
1495 1496 54NH3") [35,43,44,47]
1564 1564 54(NHs3") 53]
1592 5a(NH3") [45]
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Tabela 6 (continuacdo) — Classificacdo tentatomrdodos normais de vibragéo do

cristal den-Asp-Ala a temperatura ambiente.

NUmero de onda

Classificacao

Referéncias

Raman (crif)  Infravermelho (crit) tentativa
1630 1620 va(COy) [37,48]
1652 1658 v(C=0) [44,54]
2852 ve(CHy) [55,56]
2873 2876 vs(CH3) [37,48,57,58]
2920 [55,58]
2929 2926 va(CHy) [44,48,54,56,57,59,6(
2971 2971 va(CHs) [48,55,57]
2985 va(CHg) [42,43,61,62]
3000 ve(NH3" [42,61]
3020 3023 va(NH3") [47]
3086 3090 va(NH3") [41,43,61,62]
3278 3282 Vamid{ NH) [44]
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Capitulo 6 — Propriedades Vibracionais do

Dipeptideo a-Asp-Ala a Baixas Temperaturas

Com o intuito de entender o comportamento do ¢riltalipeptide@-Asp-
Ala a baixas temperaturas, foram realizados exgerios de espectroscopia vibracional
em diferentes condi¢bes térmicas. O comportamen® rdodos vibracionais e os
coeficientes do ajuste matematico do numero de dodanodos Raman em funcéo da
temperatura sdo apresentados. Para a analise gestres de infravermelho foi
utilizada uma técnica chamada Analise das CompeseRftincipais (PCA) e os

resultados obtidos sdo apresentados.

6.1 Espectroscopia Raman

Foram realizados experimentos de espectroscopiaafiRana regiao
espectral entre 20 e 3450 ¢mo intervalo de temperatura entre 18 e 293 K, a fyi
denominada regido de baixas temperaturas.

O procedimento consistiu em partir da temperatundiente e resfriar a
amostra até que fossem atingidos os valores deetetnpa desejados. Para cada valor
de temperatura, esperou-se um tempo de 15 minai@s que a amostra atingisse o
equilibrio térmico.

Apos a obtencdo dos espectros, os dados obtidars fanalisados utilizando-
se os programas Peakfit da SPSS Inc. e Origin apnQrab Corporation. Os espectros
foram ajustados por decomposicdo dos picos, ondetifzada a funcéo lorentziana.
Em seguida, foram extraidos dados como posicageréade linha das bandas Raman
observadas.

Para facilitar a discussao, os espectros Ramamfaligididos em cinco
regides que sdo mostradas a seguir.
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i. Regi&o espectral entre 20 e 200 ¢

A Figura 24 apresenta os espectros Raman do cdstalAsp-Ala para
diversas temperaturas na regido espectral entree 2000 cnt. Esta regido é
caracteristica dos modos associados as vibraciesax do cristal (modos da rede) e
esta intrinsecamente relacionada com a estabilidadmaterial. Portanto, mudancas

observadas nessa regido sao fortes indicios deransacdo de fase sofrida pelo cristal.

a-Asp-Ala

293 K

250 K

200 K

Intensidade Raman

150 K

100 K

S0 K

18K

T T
150 200

Numero de onda (cm™)
Figura 24 — Espectros Raman do cristagfesp-Ala para diferentes valores de
temperatura na regido espectral entre 20 e 200etmum experimento de

resfriamento da amostra.
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O primeiro modo desta regido, posicionado em 40 omespectro de 293 K,
apresenta uma reducdo na sua intensidade com audido da temperatura, assim
como o modo localizado em 58 ¢m

O modo posicionado em 46 ¢na temperatura ambiente (293 K) apresenta
um deslocamento para a regido de maior numero di plue shiff com a diminuicédo
da temperatura. Este modo, com a diminuicdo dedsatyra, torna-se menos intenso
assim como o modo que aparece inicialmente em 71 cm

No espectro de 100 K, é observado um modo localizad 77 crit. Esse
modo nao foi observado nos espectros anterioragdal@vsua baixa intensidade, visto
que com a diminuicdo da temperatura, ele fica m&sso.

Uma banda larga e assimétrica que aparece com aldeernda entre 75 e
100 cn', & temperatura ambiente foi ajustada com trés dsanbo espectro a
temperatura de 18 K elas estdo completamente sisara

Uma banda localizada em 109 ‘tm temperatura ambiente apresenta baixa
intensidade. Com a reducao da temperatura a barmage mais estreita e intensa.

Dois picos foram usados para ajustar uma banda @ nimero de onda
de aproximadamente 125 ¢mAmbos sdo largos e de baixa intensidade a terupara
ambiente. Com a diminuicdo da temperatura os mda@sn mais intensos e
encontram-se completamente separados para tenmasratanores que 200 K. A banda
larga posicionada em 150 ¢ntambém foi ajustada com duas bandas, visto que as
mesmas encontram-se completamente separadas ipaexaéuras menores do que 100
K.

A banda localizada em 184 ¢na temperatura ambiente, relativo a torcdo da
unidade CQ@, 1(C0O,), apresenta-se de forma larga, e com a diminwledemperatura,
ela torna-se mais estreita.

A Figura 25 apresenta o grafico do numero de omdsustemperatura e o
ajuste linear dos pontos experimentais para os spdaencentes a esta regido. Os

coeficientes do ajuste estéo listados na Tabelaesg encontra no final da secéo.

41



200

® ----- @l ®- ... - oo @ °
: ---------------- @®----.. ... Q- ® ... ®---..... @
1504 i@ S e
° @ - ®------ ... L SRR TR : ---------- : -------- :
i & @ ..
g . ° @l € . ... e ...
S 4 e----. @ @ ®- - o ... ®- - :
@©
S ®------ o ®- ... e ...
S O ® -l ®- ... °
(]
_g 100_ @ ----- @ --------. @®---.-..._. LT [ ... .
S ::::::::::::::::::8:::::::::3::::::::::8:::::::::::::::::::;
S
S
zZ 1l @----- @ ... ®
e .. ® - ... - Qe [ ®-------- o
©- ..., - o
504 e------ @ - ®- - R AEEEEEERN L ®- - °
S - -ins L ERRERREES € @ e & °
T T T I ' I I I I ! I !
0 50 100 150 200 250 300

Temperatura (K)

Figura 25 — Gréfico do nimero de onaasustemperatura dos modos Raman do

cristal dea-Asp-Ala na regiéo espectral entre 20 e 200 .cm

Na Figura 25 € possivel observar que todos os mpddsncentes a esta
regido sofrem um deslocamento para maior nimerondia com a diminuicdo da
temperaturalflue shifj.

Além de variacbes na intensidade e estreitamendobdadas mediante a
reducdo da temperatura, ndo foi verificada nenhonmdanca nesta regido. Como esta
regido esta relacionada com as vibracdes que eamoas ligacdes de hidrogénio do
cristal, bem como as vibracfes da rede, podemasafgue ndo existe nenhum indicio
de que o material sofra uma transicao de fasetesttypara o intervalo de temperatura
estudado. Este comportamento é semelhante ao qoteee com a L-histidina [64] e
com a L-isoleucina [37], quando submetidos as ictied de baixas temperaturas. O
espectro Raman destes cristais, em particular gpaegido de vibracdo dos modos da

rede, ndo apresentam qualquer evidéncia de trasstgfase sofridas pelos cristais.
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ii. Regi&o espectral entre 200 e 800 ¢

A Figura 26 apresenta 0s espectros Raman do cdstal-Asp-Ala em
diferentes valores de temperatura na regiéo espectire 200 e 800 ¢h Nesta regido
sdo observados os modos de vibracdo relativos fmsndedes do esqueleto da

molécula e as vibragdes de baixa energia, comonjgestado no capitulo anterior.

a-Asp-Ala
293 K
S
IS
4
2 00 K
@
i)
% 50 K
= '
00 K
50 K
18K
T I T I T I T I T I T I T
200 300 400 500 600 700 800

Numero de onda (cm™)

Figura 26 — Espectros Raman do cristaligfesp-Ala para diferentes valores de

temperatura na regido espectral entre 200 e 800 cm

A primeira banda observada nesta regido, localizanm 227 crt &
temperatura ambiente, apresenta uma assimetria. Coeducdo da temperatura, fica
evidente que esta assimetria € causada pela psesengma segunda banda com
nimero de onda ligeiramente menor do que o prin{228 cnt).

O modo de vibracdo com nimero de onda de 263 a&mtemperatura

ambiente, que est4 relacionado com a deformac@ougo L-alanil, possui intensidade
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fortemente dependente da temperatura visto que sSImmese torna intenso com a
diminuicdo da temperatura.

A banda larga centrada em 363 tfoi ajustada com dois picos (360 e 367
cm?) & temperatura ambiente. A Gltima banda (367)gpossui intensidade fracamente
dependente da temperatura.

As bandas que aparecem em 325 e 626 antemperatura ambiente n&o
sofrem grandes variacdes nas suas intensidadea domnuicdo da temperatura.

Duas bandas (em 399 e 409 Ynpodem ser visualizadas & temperatura
ambiente (293 K). Contudo, com a reducdo da terhperaé possivel observar que
existem trés bandas, sendo uma inicialmente deabaignsidade. Esta banda tem sua
intensidade aumentada com a diminuicdo da temparatia partir de 50 K as trés
bandas encontram-se completamente separadas.

Nesta regido é importante destacar, encontra-sebanda associada a tor¢ao
da unidade N&f, ©(NHs"), que tentativamente foi classificada como a bdodaizada
em 409 crit. E bastante sugestivo o aparecimento de umareftanda nesta regido a
baixas temperaturas. Devido ao fato de ser umaabgqunel esta associada a uma parte da
molécula dou-Asp-Ala participante de uma ligacdo de hidrogéserja esperado um
comportamento diferenciado em relagcdo a outras dsaidomo verificaremos mais
adiante, as modificacdes observadas no espectrarRadp mais claras do que no
espectro de infravermelho). Isto porque na maidda cristais de aminoacidos e de
dipeptideos cada préton do grupo Nidsta acoplado a moléculas vizinhas por ligacées
de hidrogénio do tipo -N-H...O; assim, o comportatoelo grupo NH como um todo
esta correlacionado com o comportamento dinamisdiglacdes de hidrogénio [38].

O comportamento térmico do modo de torcdo do gNigg’, t(NHs"), na L-
alanina, por exemplo, é bastante complexo [38]tedperatura ambiente a banda
possui um formato no qual aparecem “corcundas” mimoa os lados do pico principal.
Estas “corcundas” se afastam com o resfriamentéiratinente desaparecerem. O pico
principal na L-alanina é bastante anarmonico, madaem cerca de 13 ¢hentre 300 e
120 K. Para o caso deAsp-Ala, o modor(NHs") possui uma variacdo de -1,0 /20
cm'/K, admitindo uma variacéo linear do seu nimeronta. Desta forma, em todo o
intervalo de temperatura estudado observa-se duam@a originalmente em 409 ¢m
varia de apenas 2,8 &mo seu nimero de onda. J4 a banda que surge as baix

temperaturas varia aproximadamente de forma liaaana taxa de -2,6 . T&xm¥/K.
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Isto significa que no intervalo entre 100 e 18 Kde a nova banda esta visivel) a
variacdo do nimero de onda é de cerca de2 cm

Destaca-se ainda que na L-alanina a maior anaridad& acontece entre
220 e 300 K, significando que a anomalia - queleautha ou duas ligacdes de
hidrogénio, segundo Wang e Storms [38] - ocorrefegtivamente para mais baixos
valores de temperatura, ou seja, em torno de 2290Kcaso do cristal de-Asp-Ala,
analisado na presente tese, 0 comportamento da lassdciada 4NHs") mostra que
no confronto entre os dois materiais - a L-alamao-Asp-Ala - o dipeptideo possui
maior estabilidade em um maior intervalo de tentpesa

O aparecimento de uma terceira banda na regidorgiot da unidade NA
nao esta relacionado a uma transicdo de fase anopmie dita. Isto significa que
embora oo-Asp-Ala apresente modificacdo em bandas que estaoionadas com as
ligacdes de hidrogénio, similarmente ao que ocoom a L-alanina [38], o grupo
espacial do cristal e a sua estrutura cristalimmaeecem a mesma em todo o intervalo
de temperatura entre 18 e 293 K.

Em 525 cril & temperatura ambiente, esta banda, apresentassimetria
para temperaturas menores que 150 K, o que indégsasténcia de uma segunda banda
(marcada por uma seta na Figura 26). De uma fornal,gsalvo algumas excecdes,
com a diminuicdo da temperatura as bandas ficara im@nsas e mais estreitas. O que
nos leva a concluir que a banda ja existia noswspectros, mas nao era observada
devido a sua baixa intensidade.

A banda observada em 525 ‘tnesta associada a uma vibracdo do tipo
rocking da unidade CQ r(CGQy,). Pelas ligacdes de hidrogénio -N-H...O, percebe-s
que modificacbes nessas ligacbes podem influerci@omportamento térmico do
namero de onda e/ou largura de linha da banda,f)A@ma separacao dessa banda em
duas outras bandas a baixas temperaturas foi @asepreviamente em uma amostra de
L-histidina clorohidrato monohidratada [65]. Nest&so, diferentemente do que foi
verificado no a-Asp-Ala, a separacdo da banda rQuntamente com outras
modificacdes espectrais, incluindo o surgimentedés bandas associadas aos modos
da rede, foram interpretados como uma transicaéasie sofrida pelo cristal de L-
histidina clorohidrato monohidratada. Vale a pemraescentar que um estudo de
espectroscopia Raman realizado na DL-alanina mosje o modo r(C&) apresenta-
se como uma banda larga a temperatura ambientamdgse resfria a amostra o

referido pico aparece bem fino mas como um singléb]. No caso da DL-alanina,
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apesar de nao ocorrer o dobramento do modoJf{Cébservou-se um comportamento
curioso do seu numero de onda durante o resfrimamanta variagdo ocorre na forma
de degrau. Resfriando-se o cristal observa-se ugs@mo no numero de onda até ~
200 K; a seguir o numero de onda da banda permaoastante por volta de 50 K, na
sequéncia varia novamente voltando a crescer. alal fbi interpretado como sendo
devido ao comportamento da ligacéo de hidrogén@sgumodifica de uma forma né&o
continua durante o resfriamento da amostra.

O que é importante da discussédo do paragrafo antérgue, no caso do
cristal estudado nesta tese, a banda associad@@g) mao apresenta dobramento de
forma simultdnea com o dobramento da banda assoaig®lHs"), 0 que mostra que,
se existe uma anomalia nas ligacfes de hidrog@neAsp-Ala, ndo é possivel afirmar
de forma contundente que o cristal sofre uma ttaosile fase solido-solido.

A largura de linha das bandas de vibracéo, que dstializadas em 570 e
600 cm' & temperatura ambiente associadas as deformagdesinidades GO
3(C0Oy), possuem forte dependéncia com a temperaturas [Bsindas estreitam com a
diminuicao da temperatura.

A banda posicionada em 686 ¢nfno espectro de 293 K) aumenta sua
intensidade com a diminuicdo da temperatura. Contgda largura de linha sofre
pequenas variagcdes com a reducéo da temperatura.

A banda com néimero de onda em aproximadamente M4%demperatura
ambiente foi ajustada com dois picos. No entantessa temperatura, elas ndo se
encontram separadas. A temperatura de 200 K, évpbsbservar a existéncia de um
modo de 712 cth Com a reducdo da temperatura, 0 mesmo ganhasiigele,
possibilitando a sua visualizacao.

Os trés Ultimos modos observados na regido de 2@D0acny, que
correspondem a vibragdes da unidade, Cm um aumento na intensidade e uma
diminuicdo na largura de linha com a diminuicadetaperatura.

A Figura 27 apresenta a evolucdo do numero de doslanodos vibracionais
com a temperatura e o ajuste linear dos pontosriexpatais para a regido espectral
entre 200 e 800 cf Os coeficientes do ajuste estdo listados na #abel

Dos coeficientes do ajuste linear dos pontos expriais, € possivel afirmar
que, com excecdo de trés modos vibracionais @iz em 357, 367 e 525 ¢na

temperatura ambiente, todos os modos vibraciorgi®nrentes a esta regido sofrem
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um deslocamento para maior niumero de onaae(shiff com a diminuicdo da

temperatura.
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Figura 27 — Gréafico do nimero de ondaisustemperatura e o ajuste linear para 0s
modos Raman do cristal deAsp-Ala observados entre 200 e 800'cm
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iii. Regi&o espectral entre 800 e 1200 ¢

A Figura 28 apresenta os espectros Raman do cdstalAsp-Ala para
diferentes valores de temperatura na regido espemire 800 e 1200 ¢ Nesta
regido sado observados os modos vibracionais asescas vibracdes do tipocking

das unidades CH: NH;" e estiramentos CC e CN entre outras.

a-Asp-Ala

293 K

250 K

200 K

Intensidade Raman

T T T
800 900 1000 1100 1200

NUmero de onda (cm™)

Figura 28 — Espectros Raman do cristadiéhesp-Ala em diferentes valores de

temperatura na regido espectral entre 800 e 1200 cm

Os modos observados nesta regido encontram-sataksentre si desde a
temperatura ambiente. Com a diminui¢do da tempeayads bandas ficam mais estreitas
e intensas.

A partir do espectro tomado a temperatura de 159 pOssivel observar a
formacdo de um “ombro esquerdo” na banda posicmmexd 917 cr, devido & sua

baixa intensidade, so foi observada para tempeaataenores do que 150 K.
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A banda observada em 928 tifa temperatura ambiente), que corresponde a
uma deformagéo fora do plano do CQEKCOH), tem a sua intensidade aumentada e
sua largura de linha diminuida com a reducdo dgpd¢eatura. No entanto, a banda
localizada em 945 cihmantém a sua forma com a diminuicéo da temperatura

A banda associada a vibragdo do tipeking da unidade Ngf, r(NHz",
localizada inicialmente em 1158 ¢mapresentou baixa intensidade para todos os
valores de temperatura.

A Figura 29, apresenta a evolucdo do numero de ahmka modos
vibracionais com a temperatura e o ajuste linearpdmtos experimentais para a regiao
espectral entre 800 e 1200°tnDs coeficientes do ajuste estdo listados na @abel
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Figura 29 — Grafico do numero de ondaisustemperatura e o ajuste linear para 0os

modos Raman do cristal deAsp-Ala observados entre 800 e 1200%cm
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Dos coeficientes obtidos do ajuste linear dos momeixperimentais para 0s
modos desta regido, é possivel afirmar que, coragéocdo modo localizado em 1054
cm® (293 K), todos os modos vibracionais deslocamasa maiores nimeros de onda
(blue shify com a reducéo da temperatura.

O modo localizado em 1054 &nad temperatura ambiente, que foi classificado
como combinagao dos estiramentos CC e @BC) +v(CN), possui um deslocamento
para menores numeros de ondad(shif) com a diminuicdo da temperatura. Do ajuste
linear realizado, podemos observar o modo vibratioam nimero de onda que sofre
menos alteragcdo devido o efeito da variagdo dadmhpa. No entanto, outra banda
também classificada comgCC) + v(CN), localizada em 1003 ¢ma temperatura

ambiente, possui maior variagdo no seu niumero da com a variacao da temperatura.

iv. Regido espectral entre 1200 e 1800 &m

A Figura 30 apresenta os espectros Raman do cdstalAsp-Ala para
diferentes valores de temperatura na regido espesitre 1200 e 1800 ¢m Nesta
regido sdo observadas as bandas associadas adetho tipdendingdas unidades
CH, CH,, CHs e NH:", estiramento das unidades C=0 e,Céntre outras.

As bandas localizadas entre 1200 e 1400 encontram-se distintas desde a
temperatura ambiente. Com a diminui¢do da tempayadis bandas ficam mais estreitas
e mais intensas.

A banda observada em 1405 tra temperatura ambiente foi ajustada com
dois picos. Para valores de temperatura menor §0eK] € possivel observar uma
assimetria nesta banda, o que justifica 0 ajusteamla posicionada em 1423 tnsom
a evolugéo da temperatura, ndo sofre grandesg@itgaa sua forma.

A banda observada & temperatura ambiente com nimeeonda 1447 cih
esta relacionada a uma deformacéo assimétrica idadenCH, 6,(CHs;), tem a sua
intensidade aumentada com a diminui¢cao da temparatu

A 293 K, duas bandas largas posicionadas em 149592 cnt. Com a
reducdo da temperatura, € possivel observar qaard de linha das mesmas possui

forte dependéncia com este parametro termodinamico.
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Figura 30 — Espectros Raman do cristadiélesp-Ala em diferentes valores de

temperatura na regido espectral entre 1200 e 1800 ¢

Entre 1620 e 1680 cma temperatura ambiente, é possivel observarrdefo
clara duas bandas. Com a diminuicdo da temperatyrartir de 100 K, sdo necessarios
trés picos para ajustar as bandas em todos osrespec

A Figura 31(a-c) apresenta os graficos do nUumerond@versustemperatura
e 0 ajuste matematico dos pontos experimentaisgsan@ados Raman observados nesta
regido. E possivel observar que, com excecdo dendoilos, os modos pertencentes a
esta regido evoluem linearmente com a temperd®ara estes modos foi feito o ajuste
linear dos pontos experimentais. Os coeficienteBdad para estes modos sao
apresentados na Tabela 7.

Dos coeficientes obtidos para os modos pertencemtesta regido que
possuem dependéncia linear com a temperaturasévpbafirmar que, com excec¢éo do

modo marcado por uma seta na Figura 30, os nunderamda de todos eles desde a
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temperatura ambiente (293 K) deslocam-se para eminimeros de ondale shif}
com a diminuicdo da temperatura. O modo vibraciomaicado por uma seta na Figura
30 evolui com a temperatura de forma diferente dkr®ais, portanto, ele sofre um
deslocamento para menores numeros de ardashif) com a reducéo da temperatura.
Os modos vibracionais pertencentes a esta regi@m@o sdo mostrados na
Figura 31(a), estdo dispostos de forma separadaFigasa 31(b-c). Estes ultimos

modos apresentam um comportamento exponencial anfajustados segundo a

equacao
2 3 3
o(T) = wo+a(1+55) + B |1+ 55+ o) (6)
ondex = 222 ey = 290 que foi deduzida por Balkanskt al. [66] ao introduzir
2kpT 3kpT

termos de terceira e quarta ordens na energiaqakenistalina.

Os coeficienteswy, oo € B encontrados a partir do ajuste dos pontos
experimentais, utilizando a equacao (6), sdo nastrana Tabela 8. Dos coeficientes
obtidos, podemos notar as bandas mostradas naR(v-c) possuem coeficierfie>
0, o que indica que os modos possuem um deslocarpard maiores nameros de onda
(blue shify com a reducéo da temperatura.

E importante mencionar que os modos vibracionais @presentaram
comportamento exponencial com a temperatura estdcionados com as unidades da
molécula que participam diretamente das ligacbehidemgénio (NH" e CQ). O
mesmo comportamento também foi observado na Ldiisti [64] e na DL-
alanina [34].
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Figura 31 — Grafico do numero de onaaisustemperatura e o ajuste matematico para

todos os modos Raman do cristabesp-Ala observados entre 800 e 1200'cia)

Modos lineares; (b-c) Modos exponenciais.
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v. Regi&o espectral entre 2700 e 3450 ¢m

A Figura 32 apresenta os espectros Raman do cdetatAsp-Ala para
diferentes valores de temperatura na regido espemitre 2700 e 3450 ¢m Nesta
regido sdo encontradas vibracdes do tipo estirantast unidades CH, GHCH; e NH.

As trés primeiras bandas observadas nesta regiéaligladas em 2873, 2920
e 2929 crit) possuem intensidades e larguras de linha fracem@ependentes da
temperatura. As duas bandas observadas em 29785ecg¥ tém suas intensidades
aumentadas e suas larguras de linha diminuidascechucdo da temperatura.

As gquatro Ultimas bandas observadas nesta regti®,(3020, 3086 e 3278
cm?) ndo sofreram alteracdes significativas na suandorcom a variacdo da
temperatura.

A Figura 33 apresenta os graficos do numero de vadaistemperatura e o
ajuste matematico dos pontos experimentais pamaams Raman observados nesta
regido. Nesta figura é possivel observar que umonegtesentou comportamento
exponencial com a temperatura. A evolu¢cdo dos mgdesdependem linearmente da
temperatura € exibida na Figura 33(a), enquantoaqdes modos que apresentaram
dependéncia exponencial € mostrada na Figura 33éxoeficientes obtidos para os
modos Raman sédo mostrados nas Tabelas 7 e 8,trespemnte.

A Gltima banda pertencente a esta regigo (3278 cque esta relacionada ao

estiramento da unidade NH, apresenta dependénmigencial com a temperatura.
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Figura 32 — Espectros Raman do cristaiélesp-Ala em diferentes valores de

temperatura na regido espectral entre 2700 e 3450 c
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vi. Anarmonicidade

As vibracées de um cristal, em muitos casos, podemaproximadas por
vibracbes harmonicas. No entanto, em alguns @jsta efeitos anarmonicos ficam
evidentes com a reducdo da temperatura. Assim,fungdio lineaw = wy+ a - T)
da temperatura ndo é suficiente para descrevermpatamento destes modos em
funcdo deste parametro termodinamico. Em outrostagsi organicos, como a L-
histidina [64], a L-asparagina clorohidrato monivhtada [49] e a DL-alanina [34],
foi observado que as vibracbes que apresentam egyranarmonicidade sao aquelas
relacionadas com as ligacdes de hidrogénio, 0 mesmmiotece com bandas desse tipo
no cristal den-Asp-Ala. Neste dltimo cristal, os modos vibracisnque apresentaram
comportamento anarmdnico foram associados as @ésado tipo estiramentos das
unidades C@ e NH, além de a uma deformacédo dosNH

Como observado na DL-alanina [34], o comportamestponencial do
namero de onda desses modos em funcdo da tempepide sugerir uma ligeira
acomodacdo das moléculas na célula unitaria serhurernindicio de mudancas
estrutural, o que concorda com os resultados abpdoa a regido dos modos externos.
E importante ressaltar que os modos de tor¢do midades C@ e NH:" apresentaram
dependéncia exponencial com a temperatura, difareite do observado para o0s
cristais de L-asparagina clorohidrato monohidratf&iq e DL-alanina [34,61].

Os coeficientes dos ajustes dos pontos experingepaia 0s modos Raman

observados na regido espectral entre 20 e 3450estfio listados nas Tabelas 7 e 8.
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Tabela 7 — Coeficientes do ajuste linear=£ w, + a - T) para os modos Raman do
cristal dea-Asp-Ala pertencentes a regido espectral entre2(56 cni* para valores de
temperatura entre 18 e 293 K.

w (T =293 K) Wo a Classificacao
(cm?) (cm?) (cm¥/K) tentativa
40 40,7 -2,5.16 Rede
46 51,4 -1,7 .16 Rede
58 65,0 -2,4.16 Rede
71 73,0 -5,0. 16 Rede
78,0 2,2 .18
88 92,2 -1,1.16 Rede
96 95,5 -1,4 .16 Rede
102,4 -2,0.16
109 118,3 -3,0. 10 Rede
122 126,6 -1,2 . 10 Rede
128 136,7 -3,2. 10 Rede
149,2 2,1.16
147 152,1 1,2 .10 Rede
156 161,0 2,2.19 Rede
182 186,9 -1,5. 10 1(COy)
219,2 2,4 .16
227 229,2 -2,9. 10 8(esq)
265 269,7 -1,6. 10 8(CCNC)

325 329,5 1,7 .1

357 357,8 2,4 .1b
366,0 2,2.18 8(esq)

400 401,5 -5,6 . 10 3(esq)

409 410,9 -1,0. 10 7(NH3")
417,6 -2,6 .18

435 4443 2,9.10

525 524,7 2,3.10 r(CQy)
533,2 -2,3.18

570 572,5 -8,6 . 1® 3(COy)
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Tabela 7 (continuagdo) — Coeficientes do ajustlify = w, + a - T) para 0s
modos Raman do cristal deAsp-Ala pertencentes a regido espectral entre3456
cm-1 para valores de temperatura entre 18 e 293 K.

w (T =293 K) Wo a Classificacao
(cm?) (cm?) (cm¥/K) tentativa
600 601,2 -5,7. 10 5(CO,)
631,0 -8,4.18
686 693,6 2,4 .10
721,3 -3,9. 16
745 745,4 -6,3. 10
752,2 -1,6 . 18
770 773,5 1,4 .10 8(COy)
779 784,8 -1,8. 19 5(CO,)
792 799,1 2,2.10
844 848,6 1,6 . 19
880 883,5 -1,1. 19 r(CHy)
916,8 9,7 .16
928 929,6 -6,5.1d Sop(COH)
945 946,9 -4,7 . 10
1003 1008,6 1,9 . 10 | v(CC)+V(CN)
1054 1053,7 2,9.10 | v(CC)+v(CN)
1074 1077,9 -1,1. 70 | v(CC)+V(CN)
1108 1112,3 -1,5.10 va(CCN)
1122 1124,1 -5,7.10
1158 1163,2 -1,5. 1 r(NHs")
1222 1227,0 -1,5. 1 tw(CHy)
1250 1250,8 3,4.10 v(C-0)
1278 1281,7 1,2, 10 ®»(CHy)
1305 1307,5 -8,7.10
1331 1333,9 -8,7.10 8(CH)
1359 1363,2 -1,3.10
1401 1405,4 -8,8.10
1423 1425,4 -6,2. 10 Sip(COH)
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Tabela 7 (continuagdo) — Coeficientes do ajustlify = w, + a - T) para 0s
modos Raman do cristal deAsp-Ala pertencentes a regido espectral entre3456
cm-1 para valores de temperatura entre 18 e 293 K.

w (T =293 K) Wo a Classificacao
(cm?) (cm?) (cm¥/K) tentativa
1447 1448,0 -3,5.10 84(CHs)
1495 1496,0 -8,8.10 8(NH3z")
1564 1573,0 3,2.10 8a(NH3")
1630 1626,7 7,6 .10 vo(COy)

1644,6 -5,0.16
1652 1654,9 9,2.10 v(C=0)
2873 2872,6 25.10
2920 2917,7 8,8.10
2929 2925,0 1,4.10 va(CHy)
2971 2970,6 1,9.10 va(CHs)
2985 2985,3 3,7.10 vo(CHs)
3000 3004,6 -1,2. 10 ve(NH3"
3020 3021,9 -7,6.10 va(NHz")
3086 3100,6 4.8 .10 va(NHz")

Tabela 8 — Coeficientes do ajuste exponencial Eué) para os modos Raman do
cristal dea-Asp-Ala pertencentes a regido espectral entre456 cni para valores de

temperatura entre 18 e 293 K.

w (T =293 K) Wo a B Classificacag
(cm™®) (cm®) (cm™) (cmh) tentativa
1404 1420,6 -13,0 4.4 va(COy)
1592 1602,9 -6,3 1,6 Sa(NHz")
3278 3259,7 0,5 54 | VamicdNH)
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6.2 Espectroscopia de infravermelho

Foram realizados experimentos de espectroscopimfderermelho médio
por transformada de Fourier (FT-IR) déAsp-Ala na regido espectral entre 400 e 3500
cm™ para diferentes valores de temperatura entre283 &.

Em seguida, para analisar os dados, foi utilizadonétodo da Quimiometria
chamado Analise das Componentes Principais (PCAinglés). A analise PCA foi
executada utilizando o programa The Unscramble?2 @i@. Camo Software AS. Esta
analise permite o céalculo das componentes prirgigai conjunto de espectros. A
analise fornece 0s pesos e as componentes primcipaionjunto de dados, assim como
a porcentagem de variancia explicada para cadaamenpe principal.

Para facilitar a analise espectral, o espectrdifaiido em trés regides.

i. Regi&o espectral entre 400 e 1200 ¢m

A Figura 34 mostra os espectros de infravermellra paregidao 400-1200
cm’ para diferentes valores de temperatura entre 2836k em um experimento em
que a amostra era resfriada. Nesta figura, ndo ssiye perceber diferencas
significativas nos espectros além de uma maioni@id das bandas com a reducéo da
temperatura.

A porcentagem de variancia explicada pelas prirmeicamponentes
principais € mostrada na Figura 35. Desta figurpossivel perceber que 87 % da
variancia explicada esté relacionada apenas campaanente principal.

A Figura 36 exibe os resultados obtidos da an&{SA para a componente
principal. Neste grafico € exibido o peso da conepbm principal em funcdo da
temperatura. Dos pesos obtidos, podemos afirmangaeha evidéncias de transicdes
de fase no espectro de infravermelho para o irited@ temperatura estudado nesta
regido espectral.

O espectro de infravermelho médio @é\sp-Ala e a componente principal
obtidos a partir da analise PCA sdo mostrados gar&i37. Da componente principal
exibida na Figura 37(b), podemos afirmar que ascypais modificacbes nos espectros
devido & variacdo da temperatura estdo localizenteg16, 718 e 798 ¢m(na porcéo
positiva) e em 432 e 700 €n(na porcdo negativa). As modificacdes localizaetms
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416 cm' estdo associadas ao aparecimento de uma bandd4een¥, como ja foi
observado através de espectroscopia Raman. J& eidizado em 432 chna porcéo
negativa da componente principal, estd associadssi@eitamento da banda localizada
em 435 crit.

E interessante destacar que em um estudo realiEadoalanina a baixas
temperaturas observou-se que trés bandas, locaizzm 350, 500 e 972 én{que
estdo relacionadas com as vibra¢des da'Napresentam comportamentos similares.
Estas trés bandas estreitam bastante, sofrem dotae®nto para maiores niumeros de
onda plue shiff e se separam em duas componentes a baixas témaerd68]. A
partir desta Ultima caracteristica, a separacaaless bandas, Rozenbezgal. [68]
inferiram que na L-alanina cristalina existe umaaldem ndo desprezivel associada
com a possibilidade dos prétons ocuparem diferepesicoes nas ligacdes de
hidrogénio estabelecidas pelo grupo fAHComparando este fato com 0S NoOSsOs
resultados noa-Asp-Ala onde ndo se percebe a separacdo de baradaggido
especificada, podemos imaginar que se tal desoedeste, ela ndo se manifesta de uma

maneira tdo clara como na L-alanina.

a-Asp-Ala

293 K

273 K
253 K
233 K

213 K
193K
173K
153K
133K
113K

93 K

Absorbancia
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| | | | | |
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Numero de onda (cm™)

|
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Figura 34 — Espectros de infravermelho do cristal-Asp-Ala para diferentes

valcres de temperatura na regiéo espectral entre 220Gcn™.
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Figura 36 — Peso da componente principal em fude&emperatura no espectro de

infravermelho do cristede a-Asp-Ala.
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Figura 37 — (a) Espectro de infravermelho médiarikial dea-Asp-Ala para a

regido 400-1200 cih) (b) Componente principal.
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ii. Regi&o espectral entre 1200 e 1800 ¢im

A Figura 38 apresenta os espectros de infravermadhregido espectral entre
1200 e 1800 cihpara diferentes valores de temperatura. Nesteafigom a reducéo da

temperatura, € possivel observar uma maior detirdgd bandas.
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113K
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Figura 38 — Espectros de infravermelho do cristal-Asp-Ala em funcéo da

temperatura na regido espectral entre 1200 e 1890 ¢

Esta regido é particularmente rica porque nelaegpar modos associados a
grupos que participam diretamente das ligaces idedé&nio (NH', CO, entre
outras). De fato, estudos realizados na L-alanioatraram, por exemplo, que uma
banda em torno de 1370 ¢restaria associada a uma deformacao dg &BHs) [43].

Em um estudo posterior mostrou-se que o mesmo madb-alanina poderia estar
associado a um acoplamento da deformac&o dg dttin uma vibracdo do esqueleto da
molécula,d(esq.) +5(NH3") [68]. Identificacbes semelhantes poderiam stmeidas

as bandas na regido de 1300-1400'am espectro de infravermelho daAsp-Ala.
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Também é interessante destacar que uma bandamod®n250 ci na L-alanina foi
classificada com untocking do NH:", r(NHs") [12], ou simplesmente como uma
vibracéo da ligacao de hidrogéniga-bond, de acordo com Rozenbezgal. [68]. Na
L-treonina o modo de vibracdo r(NHifoi identificado como uma banda em 1185%tm
[13], de tal maneira que podemos identificar o r§NHo a-Asp-Ala como sendo uma
das bandas entre 1150-1200crBm toda a regido espectral 1200-1800"cta Figura
38, ndo é observado nenhuma separacédo de bandampjica que a-Asp-Ala, neste
intervalo de temperatura (93-293 K) ndo apresentdamcas muito claras associadas
com as ligagdes de hidrogénio.

A variancia explicada (em termos percentuais) pasa primeiras
componentes principais é exibida na Figura 39. Hgiara indica que 94 % dos

espectros sao descritos utilizando apenas a comfmpencipal.
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Figura 39 — Variancia explicada (percentual) pplameiras componentes principais.

Na Figura 40 sdo mostrados os resultados da anBl3& para a
componente principal. Deste resultado € possiveleper que ndo existe nenhuma
descontinuidade para o peso da componente pringiged diferentes valores de
temperatura, indicando que no espectro de infraeiwonndo existem modificagbes
claras que indiguem uma segunda fase para o ildeteademperatura estudado.
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Peso da Componente Principal (94%)
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Figura 40 — Peso da componente principal em fudgdemperatura no espectro de

infravermelho dar-Asp-Ala.

O espectro de infravermelho médio @é\sp-Ala e a componente principal

obtidos na analise PCA séo exibidos na Figura 4lFiQura 41(b) € possivel afirmar

que as principais modificacdes nos espectros devidaudanca da temperatura estdo
localizadas em 1396 e 1561 ¢ifna parte positiva do grafico) e em 1419, 1574391

cm® (na parte negativa). As modificacdes localizadasl639 cnil estéo associadas ao

aparecimento de uma banda em 164d,atomo ja observado através de espectroscopia

Raman.
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Figura 41 — (a) Espectro de infravermelho médio-@sp-Ala para a regido 1200-

1800 cn; (b) Componente principal.
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iii. Regi&o espectral entre 2700 e 3450 ¢m

A Figura 42 apresenta os espectros de FT-IRadksp-Ala na regido
espectral entre 2700 e 3450 tmara diferentes valores de temperatura. Estaaegia
caracteristica de vibragdes do tipo estiramentaidatades CH, Ck CHs, NHz" e NH,
como afirmado anteriormente. Nesta figura, ndo gsipel observar mudancas nos

espectros com a reducéo da temperatura.

a-Asp-Ala

Mzgs K
Mzn K
M53 K
/W\//\_\zss K
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//\/W\J\—\lgs K
Mn K
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Figura 42 — Espectros de infravermelho do cristal-Asp-Ala para diferentes

valores de temperatura na regiéo espectral enf@ 28450 cnl.

Esta regido espectral é importante principalmerdeque ela envolve
vibracdes relacionadas as ligacdes de hidrogémo.ub estudo realizado com a L-
alanina com diferentes graus de deuteragao (10GH%®01% NH e 10 % ND; 10 % NH
e 90 % ND) determinou-se que os nimeros de ondiboigdo do NH “livre” seriam
3314, 3249 e 3143 ch Estes valores ndo sdo exatamente aqueles obsgreatum

experimento de absorcdo de infravermelho utilizapastilha de KBr, uma vez que o
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NHs" interage com o BrAssim, sob tal condi¢cdo experimental, por causmtbracio
NHs:" e Br, os niumeros de onda observados no espectro deeninelno ndo podem
ser considerados como uma medida exata dos nUmerosda associados ao NHha
L-alaninazwitteribnica [68]. De uma forma semelhante, uma vez que osrarpntos
de infravermelho apresentados no presente trab&dham realizados utilizando
pastilhas de KBr, podemos imaginar que os nimeramda dos modos associados aos
estiramentos do Nl no a-Asp-Ala zwitteribnicosejam ligeiramente diferentes do que
foram observados nos espectros da Figura 42.

Da analise PCA, temos que a variancia explicadatéemos percentuais)
para as primeiras componentes principais é exitadgigura 43. Deste resultado, temos

que 89 % dos espectros sédo descritos utilizandwaa@ecomponente principal.
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Figura 43 — Variancia explicada (percentual) pplameiras componentes principais.
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O peso da componente principal em funcéo da terypara mostrado na
Figura 44. Assim como nas regides anteriores, @@mdicios da existéncia de uma

transicdo de fase para o intervalo de temperatival&do.
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Figura 44 — Peso da componente principal em fudedemperatura no espectro de

infravermelho dar-Asp-Ala.
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O espectro médio e a componente principal, obtdibbsnalise PCA, séo
mostrados na Figura 45. Da Figura 45(b), é possiealcluir que as principais
mudancas nos espectros devido a variacao da tetomaesgontecem em torno de 3088
e 3286 crit (na porgao positiva) e em 3262 tifna porcédo negativa). As modificacdes
localizadas em torno de 3088 Ctrastdo associadas a forte dependéncia do nimero de
onda dessa banda em relagdo a temperatura, comobgéarvado através de
espectroscopia Raman. Os picos localizados em &262(na porcdo negativa) e em
3286 cm® (na porcdo positiva) da componente principal eseacionados com o
deslocamento para menores numeros de onda da lzmsdaiada a vibracdo de
estiramento do NH localizada em 3278tm

0,06

Espectro Médio (a)

0,05

0,04 -

0,03

Absorbéncia (u.a.)

0,02 +

0,3

Componente Principal (89%) (b)

3286

0,2

3088

0,1

0,0

Absorbéncia (u.a.)

-0,1-

3262

0.2 | | | | | |
2800 2900 3000 3100 3200 3300 3400

Numero de onda (cm™)

Figura 45 — (a) Espectro de infravermelho média-dsp-Ala para a regiao 2800-

3450 cnt*; (b) Componente principal.
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6.3 Conclusoes

Experimentos de espectroscopia Raman foram reakzad cristal des-
Asp-Ala na regido espectral entre 20 e 3450 clesde a temperatura ambiente até a
temperatura de 18 K. Com a reducéo da tempergiace-se observar que os modos
vibracionais associados as unidades que participasimetamente das pontes de
hidrogénio (NH', CO,” e NH) apresentaram comportamento exponencial egéfuda
temperatura, e seus parametros de anarmonicidaden fdeterminados. Parte dos
modos vibracionais tiveram o comportamento do sémemno de onda ajustados
segundo uma equacdo linear cujo parametro independera a temperatura. A
evolucdo dos espectros Raman com a temperaturapnésenta qualquer evidéncia de
uma transicdo estrutural sofrida pelo cristal ©d@sp-Ala. Este comportamento €
semelhante ao apresentado pela L-alanina [69] la peasoleucina [37]. O
aparecimento de algumas bandas associadas comdws fimbernos € explicado pelo
efeito de reducdo da temperatura ou por confornsag@meculares do-Asp-Ala na
célula unitaria.

Experimentos de espectroscopia de infravermelhanforealizados no
intervalo espectral entre 400 e 3450 cpara diferentes valores de temperatura entre 93
e 293 K. Da analise dos resultados, € possivahafique ndo ocorrem mudancas
significativas no espectro para o intervalo de terajura estudado que indiquem a
ocorréncia de uma transicdo de fase. Vale ressqiiar a técnica utilizada nesse
experimento ndo permite a visualizagcédo da regi&ndodos externos, regido esta que

esta relacionada diretamente com a estabilidadetwst do material.
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Capitulo 7 — Propriedades Vibracionais do

Dipeptideo a-Asp-Ala a Altas Temperaturas

Experimentos de espectroscopia vibracional (Ramafrasermelho) foram
realizados para diferentes valores de temperatira 298 e 428 K com o objetivo de
verificar a estabilidade do dipeptide@-Asp-Ala sob condicbes extremas de

temperatura.

7.1 Espectroscopia Raman

Experimentos de espectroscopia Raman no dipeptidksp-Ala foram
realizados na regi&io espectral entre 20 e 3450 Blasta secdo, os resultados obtidos
sdo analisados e discutidos. O comportamento daksnabracionais em fungéo da
temperatura € discutido e os coeficientes do ajusttematico do nimero de onda em
funcdo da temperatura sdo apresentados.

Para facilitar a discusséo, os espectros forandides em cinco regides.

i. Regi&io espectral entre 20 e 200 ¢

A Figura 46 apresenta os espectros Raman do cdstatAsp-Ala para
diferentes valores de temperatura na regido espectire 20 e 200 ch Esta regiéo é
caracteristica dos modos externos do cristal (mao@osede) e da torcdo da unidade
CO., 1(COy), como anteriormente relatado.
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Figura 46 — Espectros Raman do cristabefesp-Ala para diferentes valores de
temperatura (entre 298 e 428 K) na regido espemitee 20 e 200 ch

Da andlise dos espectros, além de um alargamerstcbaladas com o
aumento da temperatura, é possivel notar que:

(i) Ocorre uma alteracdo na forma das bandas Edoaes de temperatura
acima de 387 K;

(i) A banda localizada em 58 ¢h& temperatura ambiente (marcada pela
seta) desaparece para B87 K,

(iii) A banda posicionada em aproximadamente 88 ¢marcada por uma
estrela) tem sua intensidade reduzida para3B7 K. E importante ressaltar que esta
banda esta associada com a libracdo da unidade iGdicando que as mudancas

sofridas pelo cristal estdo relacionadas com estiade.
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Diante das inumeras modificacbes nesta regido, @gié diretamente
relacionada com a estrutura cristalina, podemasiimd existéncia de uma transicao de
fase em torno de 387 K.

A Figura 47 apresenta o grafico do numero de aadsustemperatura e o
ajuste linear dos pontos experimentais para os sabhsta regido. E importante
ressaltar que apenas as bandas mais intensas mpusiEréocalizadas com precisdo em
altas temperaturas. Os coeficientes do ajusterlgstéo listados na Tabela 9 encontrada

no final da secéao.
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Figura 47 — Grafico do numero de onaaisustemperatura e o ajuste linear para os

modos Raman do cristal deAsp-Ala observados entre 20 e 200tm

Dos coeficientes obtidos, é possivel perceber que:
(i) O primeiro modo observado nessa regido (posiazio em 40 cih &
temperatura ambiente) possui um deslocamento paiares niumeros de ondblde

shiff)y para valores de temperatura menores do que 37Znguanto que para
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temperaturas acima deste valor, 0 modo se deslreanpenores numeros de onozd(
shift);

(i) A banda associada a torcdo da unidade, C@CO,), que esta
inicialmente posicionada em 182 ¢mapresenta uma modificagdo no comportamento
do seu numero de onda com a variacdo da temperdtara valores de temperatura
menores do que 380 K, o numero de onda decresced¢emperatura. A partir de 387

K, 0 numero de onda aumenta com a temperatura.

ii. Regi&o espectral entre 200 e 800 ¢

A Figura 48 apresenta o espectro Raman do cristatAsp-Ala na regiao
espectral entre 200 e 800 ¢ram funcéo da temperatura (para valores entre 2@Be
K). Esta regido contém os modos de vibracdo astuxias deformacdes do esqueleto

da molécula e as vibracfes de baixa energia.
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W 413K
e o™ ettt

403 K

WWMSQB K

387 K

Intensidade Raman

200 300 400 500 600 700 800 900
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Figura 48 — Espectros Raman do cristalgfesp-Ala para diferentes valores de
temperatura (entre 298 e 428 K) na regido espesite 200 e 800 ch
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Na Figura 48 é possivel perceber que as bandanperntes a esta regido
possuem intensidades relativamente baixas. Asipaiscmodificagdes observadas sao:

(i) As bandas pertencentes a esta regido sofrermumento na largura de
linha para temperaturas superiores a 387 K;

(i) A banda posicionada em 227 ¢nfa temperatura de 298 K), relativa a
uma deformacdo do esqueletd(esq.), fica pouco intensa com o0 aumento da
temperatura,;

(i) O modo de vibracdo associado a uma deformat@anidade CO,
8(COy), localizado inicialmente em 779 &mtem uma reducéo na intensidade para
temperaturas superiores a 387 K.

A Figura 49 apresenta a evolugdo do numero de awa modos
vibracionais com a temperatura e o ajuste linearpdmtos experimentais para a regiao
espectral entre 200 e 800 ¢nOs coeficientes obtidos para as duas fases kst&os
na Tabela 9. Devido a baixa intensidade e aodatque as bandas pertencentes a esta
regido apresentam-se alargadas, apenas algumaasbaudieram ser localizadas com
precisdo para temperaturas acima de 380 K.

Dos coeficientes obtidos para os modos vibraciopaitencentes a esta
regiao, € possivel afirmar que:

(i) Com excecao dos modos vibracionais localizagim 223, 227 e 745
cm® & temperatura ambiente, os modos pertencentestaa regido sofrem um
deslocamento para maiores numeros de ordae (shiff com o aumento da
temperatura,;

(ii) Da Figura 49, é possivel perceber uma descoittade A = 5,5 cnT)
no nimero de onda da banda localizada inicialmemtd35 crit;

(iii) A banda localizada inicialmente em 525 trelativa ao rocking do
COy, r(CQ,), se desloca para menores numeros de aedashif) para temperaturas
atée 380 K. Para temperaturas acima deste valoranalab se desloca em sentido
contrario. Além disso, o coeficiente para a fase 2 (T > 380 K) indica uma forte

dependéncia do seu numero de onda com a temperatura
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Figura 49 — Grafico do numero de onaaisustemperatura e o ajuste linear para os

modos Raman do cristal deAsp-Ala observados entre 200 e 800'cm

Quando se aumenta a temperatura, de uma forma gemalimeros de onda
dos modos de vibragdo diminuem. O comportamenteereddo para os modos
vibracionais relacionados com a tor¢ao ®aking da unidade C®, t1(CO,) e r(CQ),
tém seus numeros de onda diminuidos para valoreengeeratura entre 298 e 387 K e
0 aumento dos mesmos para temperaturas superi@®s K, claramente se constitui
uma anomalia. Essa anomalia pode ser correlaciamadanodificacées observadas em
outras regides espectrais, em particular na redp&anodos da rede (Figura 46). Como
relatado anteriormente, em T ~ 387 K ocorrem difire modificagcbes no espectro

Raman dax-Asp-Ala que foram associadas a uma transicaosse fa
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Na referida transicdo de fase pode-se imaginarngueemperatura critica
ocorra a quebra de uma ligacdo de hidrogénio. e éatre 300 e 387 K o grupo NH
estaria preso pelas diferentes ligacées formadas pédrogénios e com a quebra de
uma ligacdo de hidrogénio o NHficaria mais livre, refletindo-se no aumento do
namero de onda dos modd€0;,) e r(CQ).

E interessante comparar o comportamento das dumsdast(CO,) e
r(CO,) com o de outros cristais de aminoacidos submetidaltas temperaturas. Por
exemplo, o cristal de L-metionina sofre uma tradside fase em torno de 307 K [70],
conforme comprova uma série de resultados expetaisercntretanto, diferentemente
do que acontece commwAsp-Ala, os nimeros de onda de ambas as bandasevo
linearmente com a temperatura no caso da L-metpmdicando que nédo ha quebra de
ligacdo de hidrogénio. De fato, conforme resultpadblicado por Lima Jr. [70] a
transi¢cdo ocorre com a mudanca de conformacaoaissiiferentes tipos de moléculas

metionina na célula unitéria.
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iii. Regi&o espectral entre 800 e 1200 ¢

A Figura 50 apresenta os espectros Raman do atstahsp-Ala na regiao
espectral entre 800 e 1200 tpara diferentes valores de temperatura entre 288e
K. Nesta regido sdo observados os modos vibrasiomssociados as deformacoes
angulares da unidade COH, vibracdes do fipcking das unidades CHe NH:' e
estiramentos CC e CN.
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343 K

313K
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Figura 50 — Espectros Raman do cristaglesp-Ala para diferentes valores de
temperatura (entre 298 e 428 K) na regido espegitet 800 e 1200 chn

Da Figura 50, € possivel observar uma série defivaches:
() Todas as bandas pertencentes a esta regi@safn alargamento para

valores de temperatura maiores do que 380 K;
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(i) A banda marcada por uma seta (localizada e &8%), que foi
classificada como uma vibracdo do tipmcking da unidade CH r(CH,), sofre um
aumento da sua largura de linha para temperatuaisren que 380 K. E importante
ressaltar que esta unidade participa diretamentendedas ligacdes de hidrogénio;

(i) A intensidade relativa entre as duas bandasmr¢adas por um
quadrado) localizadas inicialmente em 928 e 948 éralterada a partir de 387 K;

(iv) A banda marcada por uma estrela, relativoestsamentos CC e CN,

v(CC) +v(CN), sofre alteracdes significativas em sua fopawa T > 387 K.

A Figura 51 apresenta a evolugdo do numero de awa modos
vibracionais com a temperatura e o0 ajuste linearpmtos experimentais para a regiao
espectral entre 800 e 1200 tmpara valores de temperatura entre 298 e 428 K. Os

coeficientes do ajuste para as duas fases edtdaolésna Tabela 9.
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Figura 51 — Gréafico do nUmero de ondaisustemperatura e o ajuste linear para 0s
modos Raman do cristal d-Asp-Ala observados entre 800 e 120C™.
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Dos coeficientes obtidos para os modos vibraciomdiservados neste
intervalo espectral, é possivel fazer algumas ohgées:

(i) Com excecéo dos modos vibracionais localizagnsl108 e 1122 cma
temperatura ambiente, todos 0s modos pertencentesta regido sofrem um
deslocamento para menores nimeros de ardashif) com o aumento da temperatura
para as duas fases observadas;

(i) As bandas localizadas inicialmente em 1108 1221 cmi*, onde a
primeira esta relacionada com um estiramento agsoméo CCN,v,(CCN), se desloca
para menores numeros de ondad( shif) para temperaturas até 380 K. Para
temperaturas acima deste valor, as bandas se a@estn sentido contrrio;

(iif) Da Figura 51, é possivel perceber uma descomtade em torno de 380
K (A = -8,1 cn) no nlmero de onda da banda localizada inicialenent 1003 cih.
Esta banda esta relacionada com uma vibragdo queé&ombinacdo de estiramentos
CC e CNy(CC) +v(CN).

iv. Regido espectral entre 1200 e 1800 &m

A Figura 52 apresenta o espectro Raman do cristatAkp-Ala na regiao
espectral entre 1200 e 1800 tara diferentes valores de temperatura entre 22Be
K. Esta regido contém bandas associadas com vésaim tipobendingdas unidades
CH, CH,, CHz e NH:" e estiramento das unidades C=0 & CO
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Figura 52 — Espectros Raman do cristaligfesp-Ala para diferentes valores de
temperatura (entre 298 e 428 K) na regido espemitsd 1200 e 1800 ¢h

Da andlise dos espectros apresentados na Figum@db@nas observacdes
podem ser feitas:

(i) Todas as bandas pertencentes a esta regidrsafn alargamento para
temperaturas maiores do que 380 K;

(i) A banda que apresenta a evolugéo tracejadfignsa (localizada em
1222 cnt* & temperatura ambiente) sofre um alargamento \@doaes de temperatura
maiores do que 380 K. E importante mencionar qie lesnda esta relacionada com
uma vibracao do tiptwisting do CH, tw(CH,), e esta banda participa diretamente de

uma das pontes de hidrogénio;
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(i) A banda relativa ao estiramento da unidad® G{C-O), localizada em
1652 cm® e que participa diretamente de uma ponte de Hidiog sofre um

alargamento significativo com o aumento da tempesat

A Figura 53 apresenta a evolugcdo dos modos vibmraiopertencentes a
regido espectral entre 1200 e 1800'c@s coeficientes obtidos do ajuste linear para as
duas fases estdo listados na Tabela 9. Alguns mafoscionais ndo puderam ser
apresentados nesta figura devido as suas baassidades, ndo possibilitando uma

localizag&o precisa para altas temperaturas.
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Figura 53 — Grafico do numero de ondaisustemperatura e o ajuste linear para 0s

modos Raman do cristal deAsp-Ala observados entre 1200 e 1800'cm

Dos coeficientes obtidos para os modos pertencemtesta regido, €
possivel destacar que:

(i) Para valores de temperatura até 380 K, comgéixcele dois modos
vibracionais, todas as bandas sofrem um deslocanpané menores nameros de onda
(red shif). Os modos que apresentam comportamento difedm@atdo localizados
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inicialmente em 1495 e 1652 ¢mque estéo relacionados com a deformacédo simétrica
da unidade Nk e com o estiramento C-O, respectivamente.

(ii) As bandas localizadas inicialmente em 122278121447 e 1564 cth
apresentaram uma mudanca de comportamento na slacd@v Essas bandas
apresentam uma evolucdo para maiores numeros de(oné shif) para valores de
temperatura maiores do que 393 K.

v. Regi&io espectral entre 2700 e 3450 ¢m

A Figura 54 apresenta o espectro Raman do cristatAkp-Ala na regiao
espectral entre 2700 e 3450 twara diferentes valores de temperatura entre 22Be
K. Esta regido é caracterizada por vibracdes doegtiramento das unidades CH, £CH
CHz, NHz" e NH.

Trabalhos realizados em outros cristais de amido&ainostraram que esta
regido, em particular bandas associadas as unid@dese CH, sdo sensiveis a
mudancas conformacionais. Um estudo envolvendallodlab initio e experimentos de
espectroscopia Raman mostrou que a forma das bama®rno de 3000 cié
diferente se as moléculas assumem diferentes ecoafdes na célula unitaria [71].
Assim, a evolucao dos espectros Raman com pressawistais de L-metionina [55] e
de L-leucina [48] mostrou que ocorrem mudancgasfotoracionais durante a
compressdo das amostras, uma vez que o formatobdadas sofreu fortes

modificacdes.
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Figura 54 — Espectros Raman do cristalgfesp-Ala para diferentes valores de
temperatura (entre 298 e 428 K) na regido espemite 2700 e 3450 ¢

Da andlise da evolucdo dos espectros com a tempgrét possivel fazer
uma série de observacoes:

(i) As duas bandas com evolucdo tracejada na Figdrdocalizadas em
2920 e 2929 cfh possuem sua relacdo de intensidades alteradasteraperaturas
acima de 387 K. Além disso, é possivel notar gaereaum alargamento destas bandas
para T> 387 K;

(i) As bandas observadas entre 2950 e 3050 capresentam um

alargamento significativo para1393 K;

87



(iif) Para temperaturas acima de 380 K, observansa assimetria na banda
localizada inicialmente em 3278 ¢nrelativo ao estiramento NH pertencente & amida,
vamisgd NH). Desta forma, € possivel afirmar a existérigauma segunda banda com

namero de onda proximo a primeira.

As bandas que trocam intensidade sob condi¢Oeltadet@mperaturas estao
associadas exatamente a vibracdes da unidageD@lsta maneira € possivel inferir que
entre 293 e 413 K, além da transicéo de fase qualvenmodificacdes nas ligacdes de
hidrogénio conforme discusséo anterior, tambémrhd mudancga de conformacgéo das
moléculas na célula unitaria deAsp-Ala.

A Figura 55 apresenta a evolucdo do numero de aiwa modos
vibracionais em funcdo da temperatura para o iatergspectral entre 2700 e 3450
cm™. Os coeficientes obtidos do ajuste linear pamuas fases est&o listados na Tabela
9. Um modo (localizado inicialmente em 3086 9mao pode ser exibido na Figura 55
para todos os valores de temperatura devido aaxa intensidade.

Da analise da Figura 55 e dos coeficientes obtiélgmssivel observar que
duas bandas (posicionadas em 2985 e 302b &emperatura ambiente) apresentam
modificagdes na sua evolugéo com a temperatursgjay 0 coeficiente nas diferentes
fases apresentam sinais distintos, o que indicaquedo vibracional se desloca com a

temperatura em sentidos contrarios nas difereatesf
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Figura 55 — Grafico do numero de ondaisustemperatura e o ajuste linear para 0s

modos Raman do cristal deAsp-Ala observados entre 2700 e 3450'cm

89



Tabela 9 — Coeficientes do ajuste linear=£ w, + a - T) para os modos Raman do
cristal dea-Asp-Ala pertencentes a regido espectral entre2{56 cni para valores de
temperatura entre 298 e 428 K.

w Fase 1 Fase 2
A Classificacéo
(T =298 K) Wy a Wy a 4 )
N N N 1 1 (cm™) tentativa
(cm™) (cm™) (cm~/K) (cm™) (cm™/K)
40 40,6 1,7.16 | 488 -20.18 | 0,0 Rede
46 52,7 -1,7.16| 568 -25.18 | 1,0 Rede
58 653 -1,7.16 Rede
71 70,3 44 .18 | 659 1,2.18 | -1,6 Rede
88 101,5 -4,0.10 Rede
97,8 -1,8.18
96 103,7 -1,8.1H Rede
109 1212 -35.19 Rede
122 1249 -6,9.1d Rede
128 132,0 -1,2.19 Rede
147 1548 -3,7.10| 1674 -70.18 | 26 Rede
156 154,0 -1,5.19 Rede
182 184,7 -46.10| 1769 19.18 | 1,2 7(COy)
223 2142 1,7.10 3(esq)
227 2285 55.10| 2658 -86.10 | -05 8(esq)
265 269,7 -10.10| 2804 -41.186| -15 8(CCNC)
325 3272 -29.1d
361 3639 -55.71d 3(esq)
400 402,3 -4,4.10 8(esq)
409 4124  -9.6.10 t(NH3")
435 4378 -3,7.1d| 4141 72.18 | 55
525 528,7 -76.Id| 4953 8,0.18 | -1,1 r(CQ)
570 5770 -1,9.19 8(COy)
600 6006 -6,4.10b| 6019 -40.18| 0,2 8(COy)
686 6930 -2,2.10 »(COy)
745 7458  3,3.1b
770 7705 -2,8.1d 3(COy)
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Tabela 9continuagédo) — Coeficientes do ajuste lingar= w, + « -T) para 0s modos

Raman do cristal de-Asp-Ala pertencentes a regido espectral entre356 cm-1

para valores de temperatura entre 298 e 428 K.

w Fase 1 Fase 2
A Classificacéo
(T =298 K) Wy a Wy a 4 )
N N N 1 1 (cm™) tentativa
(cm™) (cm™) (cm~/K) (cm™) (cm™/K)
779 7859 -1,7.10 8(CO,)
792 8050 -3,4.1d
844 8498 -1,6.10| 8587 -44.18| -2,0
880 8842 -93.1d| 8828 -18.18| 14 r(CH)
928 930,7 -68.1b| 9312 -76.18| 0,3 Sop(COH)
945 9512 -16.10| 9495 -1,3.18 | -0,9
1003 1014,3 -3,4.10| 1010,7 -4,4.186| -8,1 |v(CC)+Vv(CN)
1054 10552 -1,9.10| 1064,1 -2,7.18 | -0,9 |v(CC)+Vv(CN)
1074 1085,2 -3,1.10| 11195 -1,2.18 | -0,3 | v(CC)+v(CN)
1108 1113,7 -16.10| 11015 19.186 | 14 v{(CCN)
1122 11258 -8,4.10| 11156 2,3.16 | 18
1158 1169,0 -3,1.10 r(NHs")
1222 12257 -7,4.10| 12233 14.186 | 55 tw(CH)
1250 1252,7 -6,5.10| 1256,7 -95.186 | 28 v(C-0)
1278 1282,0 -88.10| 12733 18.16 | 15 ®(CH,)
1305 1307,7 -5,8.10
1331 1334,2 -55.10 8(CH)
1359 1367,9 -25.10| 1371,1 -48.16| -6,2 3(CH)
1404 14106 -1,9.10| 14225 -49.16| -0,1 (o0}
1423 1430,9 -2,1.10| 14210 -50.18| -4,0 Sip(COH)
1447 14482 -29.10| 14472 71.16 | 0,1 8a(CHa)
1495 14950 3,2.10 8(NH5"
1564 15755 -3,6.10| 15580 1,2.16 | 0,7 8a(NH3")
1592 1596,3 -6,7.10 8a(NH3"
1630 1643,7 -4,2.10 v4(CO)
1652 1651,2 6,6.10| 1630,9 7,3.16 | 57 v(C=0)
2873 28743 -1,3.10| 28794 -9,4.1% ve(CHs)
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Tabela 9continuagédo) — Coeficientes do ajuste lingar= w, + « -T) para 0s modos

Raman do cristal de-Asp-Ala pertencentes a regido espectral entre356 cm-1

para valores de temperatura entre 298 e 428 K.

w Fase 1 Fase 2
A Classificacéo
(T =298 K) Wy a Wy a L )
N L L L L (cm™) tentativa
(cm™) (cm™) (cm~/K) (cm™) (cm™/K)
2920 29184 9.8.10| 29192 44.10 | -2,7
2929 29242 20.10| 29195 40.16 | 272 va(CHy)
2971 29742 -1,4.10| 2980,7 -29.16| 04 va(CHs)
29701 15.16 | 29525 65.16 | 1,8
2985 20854 2,3.10| 29870 -13.186| 0,3 va(CHz)
3000 3008,2 -2,0.1| 30108 -2,8.16| -0,3 ve(NH5")
3020 3020,7 -2,3.10| 30041 49.16 | 25 va(NH3")
3086 3081,8 1,5.10 va(NH3")
3278 32583 6,8.10| 3243,7 1,1.18 | -1,7 | vamiadNH)
32706 9,0.16
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7.2 Espectroscopia de infravermelho

Foram realizados experimentos de espectroscopimfaderermelho médio
por transformada de Fourier (FT-IR) na regido espeentre 470 e 3450 chpara
diferentes valores de temperatura entre 293 e 413 K

Em seguida, para a analise dos dados, foi utilizadoétodo Analise das
Componentes Principais (PCA, do inglés). Paraifacih analise espectral, o espectro

foi dividido em trés regides.

i. Regi&io espectral entre 470 e 1200 ¢m

A Figura 56 apresenta os espectros de infravernghe a regido espectral
entre 470 e 1200 cipara diferentes valores de temperatura entre 2838&< em um

experimento em que a amostra era aquecida.

a-Asp-Ala

l * 413 K
403 K

393 K
383 K
373 K

363 K
353 K
343 K

333 K|
323 K

313K
303 K
293 K

Absorbancia

| | | | |
800 900 1000 1100 1200

Ntmero de onda (cm™)

| | |
500 600 700

Figura 56 — Espectros de infravermelho do cristal-Asp-Ala para diferentes

valores de temperatura na regiéo espectral enfre 4200 cr.
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Da andlise dos espectros, € possivel perceber:

(i) O alargamento de algumas bandas para valorésnageratura maiores
do que 393 K;

(i) A banda posicionada em 569 ¢nma temperatura ambiente, que
corresponde a uma deformacdo da unidade,@0Ona Figura 56 tem sua evolugao
marcada por uma reta tracejada, possui uma altereg&volucdo do seu nimero de
onda com a temperatura para T > 383 K;

(i) As bandas localizadas em 664 e 704 cintemperatura ambiente, que
estdo com a sua evolucdo tracejada, apresentannuerado de intensidades além do
alargamento ja citado para T > 383 K;

(iv) O aparecimento de uma banda (marcada por @tad em 1144 cth
para valores de temperatura acima de 383 K;

(v) O aparecimento de uma banda em 1194 ¢marcada por uma estrela)
para T > 383 K.

Da analise PCA, temos que a variancia explicadaaspgirimeiras
componentes principais € exibida na Figura 57. égura, temos que 92 % da
variancia explicada estd relacionada apenas cominzeipa componente principal,

engquanto que 7 % corresponde a segunda componardipal.
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Figura 57 — Variancia explicada (percentual) pplaseiras componentes principais.
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A Figura 58 exibe os resultados obtidos da an#iSA para os pesos das
duas primeiras componentes principais. Nesta figupassivel perceber uma alteracdo
na evolucdo dos pesos das duas primeiras compsnéntegido em que ocorre essa
alteracédo estd marcada por um retangulo tracelzsla.alteracdo € um indicio de que o

material apresenta uma transicéo de fase entre 388 K.
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Figura 58 — Peso da duas primeiras componentesjgaia em funcdo da

temperatura no espectro de infravermelha-dsp-Ala.

Apesar de a segunda componente principal corresp@pknas a 7 % da
variancia explicada do conjunto de dados, a ocol@éda transicdo de fase citada
anteriormente aparece de forma mais evidente.ekaalio do comportamento do peso
desta componente com a variagdo da temperaturacapa@e forma clara, indicando que
a transicdo de fase ocorre entre 377 e 383 K.

O espectro médio de infravermelho deAsp-Ala e as componentes
principais obtidas da analise PCA sao mostraddsgwa 59. Da primeira componente
principal exibida na Figura 59(b), € possivel afirngue as principais alteracdes nos
espectros devido a variagdo da temperatura estatziadas em torno de 676 e 705
cm?, que correspondem exatamente as duas bandasnoseidéevolucéo tracejada na

Figura 56.
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Na Figura 59(c) temos a segunda componente prinoltada da analise
PCA. As principais contribuicdes da segunda comptenprincipal na modificacdo do
espectro com a alteracdo da temperatura ocorrenoera de 696 e 710 ch que
também corresponde as alteracfes das bandas qeedémwmolucéo tracejada na Figura
56.
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Figura 59 — (a) Espectro de infravermelho médioa-dsp-Ala; (b) Primeira

componente principal; (c) Segunda componente &hci
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ii. Regi&o espectral entre 1200 e 1800 ¢im

A Figura 60 apresenta os espectros de infravermidheAsp-Ala para a

regido espectral entre 1200 e 1800"quara valores de temperatura entre 293 e 413 K.

Absorbancia

| | | | |
1200 1300 1500 1600 1700 1800

Ntmero de onda (cm™)

|
1400

Figura 60 — Espectros de infravermelho do cristal-Asp-Ala para diferentes

valores de temperatura na regiéo espectral enf® 42800 cnl.

Da andlise espectral, € possivel notar algumasepegunodificacdes:
(i) A banda localizada inicialmente em 1221 “trfmarcada por uma

estrela), que corresponde a vibragéo dotipstingda unidade CH tw(CH,), sofre um

alargamento para T > 383 K;

(i) As duas bandas marcadas na figura por um quadiém suas relacoes

de intensidades alteradas para T > 383 K;

(iii) A banda marcada por uma seta, que estd miadia com a deformacéo

assimétrica da unidade NH 5,NHs"), tem sua intensidade reduzida e sua largura de

linha aumentada para T > 383 K;
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(iv) A banda associada ao estiramento assimétdamiiade C@, v(CO,),
que tem sua evolucdo tracejada na figura, apresentaeslocamento para menores
nameros de onda para T > 383 K.

Da analise PCA, temos que a variancia explicadaaspgirimeiras
componentes principais € exibida na Figura 61. égura, temos que 94 % da
variancia explicada esta relacionada apenas comngip componente principal,

enquanto que 5 % corresponde a segunda componarapal.

100 —= - -
80
g ]
©
S 60
Q
E_ -
i
(@]
c 4
«
S 204 . .
Calibracéo
0 — * Validagéo
11 T 17 7T 17T "™ 71T T T 7T

0 1 2 3 4 5 6 7
NUmero de Componentes

Figura 61 — Variancia explicada (percentual) pplameiras componentes principais.

A Figura 62 exibe os resultados obtidos da an#iSA para os pesos das
duas primeiras componentes principais. Nesta figyrassivel perceber uma alteracéo
na evolucdo do peso em funcao da temperatura. iAor@&gn que ocorre essa alteracao
esta marcada por retangulos tracejados. Estagtecmrrobora com o resultado obtido
para o intervalo espectral de 470 a 1200'cimdicando que o material apresenta uma
transicédo de fase entre 373 e 383 K.

O espectro de infravermelho médio deAsp-Ala e as componentes
principais obtidas da analise PCA sao mostraddsquaa 63. Da primeira componente
principal exibida na Figura 63(b), € possivel afirnque as principais alteracées nos

espectros devido a variacdo da temperatura estabzimdas em torno de 1543, 1590 e
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1690 cni* (na porc&o positiva) e em 1405, 1496 e 1652 ¢na porcdo negativa). O
pico localizado em 1405 ¢mna primeira componente principal estd associado a
mudancas na intensidade da banda relativa aorestita assimétrico da unidade £0
va(COy). As modificacdes localizadas em 1496 coorrespondem ao alargamento da
banda (marcada por uma seta) que corresponde deforanacdo simétrica da unidade
NHs*, enquanto que as modificacdes localizadas em 1862 correspondem a
alteracéo na forma da banda relacionada ao estitar@eO,v(C-0O).

Na Figura 63(c), temos que as principais contriibesc da segunda
componente principal nas modificacbes dos espectnsa alteracdo da temperatura
ocorrem em torno de 1557 &nfna porcao positiva) e em 1410 e 1570"'qima porcao
negativa). O pico localizado em 1410 tma segunda componente principal
corresponde a alteracdo nas intensidades das barmataadas por um quadrado na

Figura 60. E importante ressaltar que estas bagstés relacionadas com as unidades
CO; e NH;'.
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Figura 62 — Peso da duas primeiras componentesgaia em funcdo da

temperatura no espectro de infravermelha-dsp-Ala.
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Figura 63 — (a) Espectro de infravermelho média-@sp-Ala; (b) Primeira

componente principal; (¢c) Segunda componente fahci
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iii. Regido espectral entre 2700 e 3450 ¢m

A Figura 64 apresenta os espectros de infravernmho a regido espectral

entre 2700 e 3450 chpara diferentes valores de temperatura entre 243 «.

Absorbancia

I I
2700 2800 2900 3000 3100 3200 3300 3400
Numero de onda (cm™)

|
3500

Figura 64 — Espectros de infravermelho do cristal-Asp-Ala para diferentes

valores de temperatura na regiéo espectral enf@ € 8450 cil.

Da andlise dos espectros contidos na Figura 64;s®tue as bandas ficam
mais largas com o aumento da temperatura. Destdtags, também € possivel
perceber que, com o aumento da temperatura, asremaimodificacbes estado
relacionada com o alargamento da banda localizada2¥8 cni, que esta relacionada
com o estiramento NH pertencente a amigaq{NH).

Da analise PCA, temos que a variancia explicadaaspgirimeiras
componentes principais € exibida na Figura 65. éNestso, temos que 91 % da
variancia explicada esta relacionada apenas comngip componente principal,

enguanto que 8 % corresponde a segunda componaTaipal.
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Figura 65 — Variancia explicada (percentual) pplameiras componentes principais.

A Figura 66 exibe os resultados obtidos da an#iSA para os pesos das
duas primeiras componentes principais. Neste eaBulte possivel perceber uma
alteracéo na evolucdo do peso em funcéo da tempeer#t regido em que ocorre essa
alteracdo estd marcada por um retangulo tracefzsta.alteracdo estd em concordéancia
com o resultado obtido para os intervalos espsctateriores (470 a 1800 ¢
confirmando que o material apresenta uma transiedase entre 373 e 383 K.

O espectro de infravermelho médio deAsp-Ala e as componentes
principais obtidas da analise PCA sdo mostrado§figara 67. Das duas principais
componentes obtidas da andlise PCA (Figura 67(be&)possivel afirmar que as
principais alteracdes nos espectros devido a \Arida temperatura estdo localizadas
em torno de 3278 e 3308 ¢éma primeira componente principal e em 3273 e 3288
Temos que as principais contribuicdes das compesgmincipais para as modificagoes
nos espectros estdo relacionadas com a bandaidomestto do NHyamigdNH), que
esta localizada em 3278 ¢m
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Figura 67 — (a) Espectro de infravermelho média-@sp-Ala; (b) Primeira

componente principal; (¢c) Segunda componente fahci
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7.3 Conclusoes

Experimentos de espectroscopia Raman foram reakzad cristal des-
Asp-Ala na regido espectral entre 20 e 3450 para diferentes valores de temperatura
entre 293 e 413 K. Com 0 aumento da temperatud®e-pe observar diversas mudancgas
nos espectros Raman do cristabe&sp-Ala em todas as regides do espectro, incluindo
o alargamento das bandas relativas as vibracoesnast do cristal e mudancas no
comportamento do numero de onda das unidades qiiegzan diretamente das pontes
de hidrogénio (C®, NHs', CH, e NH). As mudancas observadas fornecem indicios de
que o cristal sofra uma transicéo de fase entree3& K.

Experimentos de espectroscopia de infravermelhanforealizados no
intervalo espectral entre 470 e 34507cpara diferentes valores de temperatura entre
293 e 413 K. Da andlise dos resultados obtidospssipel afirmar que o espectro
apresenta diversas mudancas para valores de téurpesaperiores a 373 K. Utilizando
a técnica Analise da Componente Principal (PCA)p&ssivel observar indicios de que
o cristal den-Asp-Ala sofre uma transicao de fase entre 3733eK3®u seja, N0 mesmo
intervalo de temperatura indicado pelos dados dact®scopia Raman. Esta transicao
envolve modificacbes nas ligagbes de hidrogénigsigelmente a ruptura de pelo
menos uma delas, além de mudanca na conformacawléaula como um todo. Um
tipo similar de transicdo de fase - envolvendoadnttes mudancas nas ligacdes de
hidrogénio quanto modificages conformacionais fojaverificado na L-asparagina
monohidratada: (i) em altas temperaturas (em tae®363 K) [72] e (i) em altas
pressdes (na transicao de fase que ocorre em @0 [38B].

No que diz respeito as modificacbes nas ligacodsidtegénio noo-Asp-

Ala lembramos (ver Tabela 9) que existem diferenpes como -O-H...O, -N-H...O e -
C-H...O. Quando, a partir dos espectros Ramanugers que esteja havendo uma
ruptura de uma das ligacdes de hidrogénio a atapdraturas, imagina-se que esta seja
uma ligacdo do tipo -N-H...O, uma vez que se olassernumero de onda do modo
associado a tor¢ado da unidadesH(NH3"). Das ligagdes -N-H...O pode-se imaginar
que as primeiras a se romperem sdo aquelas nas @uamprimento da ligacdo de
hidrogénio s&o 2,893 ou 2,885 A, que sdo as maigak entre elas. Mas quando se
comparam essas dimensdes com C...O das ligacdds.€-que valem 3,311 e 3,289
A, percebe-se que estas Gltimas sdo bem maiorssnAguando da possivel ruptura da
ligacdo de hidrogénio -N-H...O durante a transiga@ofase, é provavel que também
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ocorra a ruptura concomitante das ligacées -C-H.E@tretanto, experimentos de
difracao de raios-X em trabalhos futuros serdossgses para confirmar esta hipétese.
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Capitulo 8 — Conclusbes e Perspectivas

8.1 Conclusoes

Nesta Tese foram estudados com detalhes as pragegdibracionais do
dipeptidean-L-aspartil-L-alaninad-Asp-Ala) em diferentes temperaturas. No cristal de
a-Asp-Ala foram realizados experimentos de andésaica (anélise termogravimétrica
e calorimetria diferencial de varredura) e de espscopia vibracional (Raman e de
infravermelho). Os experimentos de analise térrfocam realizados no intervalo de
temperatura de 150 a 623 K. Os experimentos dectspeopia Raman foram
realizados na regigo espectral entre 20 e 340bemo intervalo de temperatura entre
18 e 413 K. Os espectros de infravermelho foratidod para diferentes valores de
temperatura entre 83 e 413 K na regido espect@aB480 cn.

Dos espectros vibracionais (Raman e de infraveimyeth temperatura
ambiente, uma classificagdo tentativa dos modosaaitnais (ou de parte deles) do
cristal de a-Asp-Ala foi realizada baseando-se em trabalhosesjfgectroscopia em
aminoacidos e/ou peptideos.

Da andlise dos resultados a baixas temperaturas 298 K) do cristal de-
Asp-Ala, foi possivel concluir que:

(i) A calorimetria diferencial de varredura (DS®, ithglés) ndo apresentou
nenhum indicio de uma transicéo de fase sofrida grédtal no intervalo de temperatura
entre 150 e 300 K;

(i) Parte dos modos vibracionais das unidadespgucipam diretamente
das ligacbes de hidrogénio (WHCO, e NH) apresentaram dependéncia exponencial
com a temperatura,;

(i) Nao foram observadas mudancas significativaes espectros
vibracionais, de modo que € possivel inferir qastautura do cristal permanece estavel

neste intervalo de temperatura;
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(iv) O aparecimento de algumas bandas associada®sonodos internos é
explicado pelo efeito de redugcdo da temperaturpa@uuma possivel conformacgéo

molecular dax-Asp-Ala na célula unitaria.

Dos resultados obtidos em baixas temperaturas 42283 K) do cristal de
a-Asp-Ala, foi possivel concluir que:

(i) Baseado na calorimetria diferencial de varrad{iDSC), o cristal sofre
uma transicao de fase reversivel de primeira ori@mordem-desordem) em 376 K;

(i) Com o aumento da temperatura, pode-se obselvarsas mudancas
nos espectros Raman do cristabel@sp-Ala em todas as regides do espectro, incluindo
o alargamento das bandas relativas as vibracoesnast do cristal e mudancas no
comportamento do numero de onda das unidades qiiegzan diretamente das pontes
de hidrogénio (C®, NHs", CH, e NH);

(iif) No espectro de infravermelho foram observadaglancas em todas as
regides do espectro. Da analise de componentesigais pode-se confirmar que o
cristal sofre uma transicao de fase entre 373 e&k388nfirmando os resultados obtidos
utilizando espectroscopia Raman e DSC;

(iv) A transicao de fase sofrida pelo cristalod@sp-Ala (em torno de 373
K) envolve modificacbes nas ligacdes de hidrogépassivelmente a ruptura de pelo

menos uma delas, além de mudanca na conformag#@oldeula como um todo.

8.2 Perspectivas
Como perspectivas de trabalhos futuros sugere-se:

(i) Obter o monocristal deo-Asp-Ala e realizar experimentos de
espectroscopia Raman polarizado a fim de se oldey detalhes sobre as modificacdes
gue ocorrem na estrutura cristalina na transicdaskeobservada;

(i) Realizar experimentos de espectroscopia deawefmelho na regiao

espectral entre 30 e 400 ¢ram funcdo da temperatura;
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(i) Realizar experimentos de difracéo de raiosax funcdo da temperatura
no monocristal der-Asp-Ala com o objetivo de obter a estrutura clisgana fase de

altas temperaturas;
(iv) Realizar experimentos de difracdo de raiosbaixas temperaturas com

0 objetivo de confirmar a estabilidade do cristatidado;
(v) Realizar célculos computacionaab(initio) para calcular o nimero de
onda dos modos normais de vibracdo do cristal ad&sp-Ala e confirmar a

identificacdo dos modos sugeridos no presenteltrapa
(vi) Estudar a estabilidade do cristal deAsp-Ala submetidos a altas

pressdes hidrostaticas através de espectroscopiarlkRa
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Apéndice A - Analise de Componentes Principais

A.1l Introducéo

A Quimiometria é a area da Quimica que utilizademntas estatisticas e
matematicas a fim de extrair informacdes sobretades(ou fases) do sistema de um
conjunto de dados multivariados. Em um conjuntaldeéos multivariados, € possivel
analisar mais de uma variavel simultaneamente ®ifabar a correlacdo entre essas
variaveis [74]. Este tipo de analise permite unteedimento mais completo e

sistematizado dos resultados analiticos.
A Quimiometria possui diversas subareas, eis algyemplos:

() Planejamento de experimentos - Nesta subareaum-se quais as

variaveis que mais afetam um determinado processo;

(i) Reconhecimento de padrdes - A partir de umjudo de dados
(espectrais, por exemplo) sobre uma série de aasos# possivel encontrar

agrupamentos de amostras que séo similares entre si

(i) Calibragdo multivariada - busca-se estabelecen modelo que
relacione uma série de dados (espectrais, por dgpngom uma determinada

propriedade (temperatura, no caso deste trabalho).

Na literatura é possivel encontrar diversos expamrtos didaticos em
calibracdo multivariada [75-77], reconhecimentopderbes [78,79] e planejamento
de experimentos [80].

A analise de componentes principd?sifcipal Component Analysi®CA)
€ um dos métodos mais importantes utilizados nen@@uietria e é a base para diversos
métodos de reconhecimento de padrdes, classificagamalibragdo multivariada.
Normalmente, a PCA (também chamada de Transforiatdaeta de Karhunen-Loéve,
KLT) é utilizada com o objetivo de visualizar a ratira dos dados, encontrar

similaridades entre amostras, detectar amostranaaé e reduzir a dimensionalidade
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do conjunto de dados [81]. Ela transforma vargvdiscretas em coeficientes
descorrelacionados. Este método permite a redugddirdensionalidade através da
representacdo do conjunto de dados em um novamsistee eixos, denominados
componentes principais (CP), permitindo a visughpada natureza multivariada dos
dados em poucas dimensoes.

Diversos softwares quimioétricos e ambientes computacionais estao
disponiveis no mercado, dentre eles pode-se destaddatlab, Minitab, Pirouette,
SIMCA-P+ e o Unscrambler, além de ambientes baseaduosoftwarelivre como o
Octave e 0 R [74].

A.2 Descricdo Matemética da PCA

Para descrever matematicamente o método PCA, fareenseguinte
suposicdo de dados: um conjuntondespectros em diferentes temperaturas (com cada
espectro contendo um ndimerode comprimentos de onda). Essas informacfes podem
ser organizadas em uma matriz de daflae dimensdea x m O método consiste em
decompor a matriX de posta em um somatorio dematrizes de posto 1, lembrando
gue o posto de uma matriz corresponde a sua dimensa

As novas matrizes de posto 1 podem ser escritas pooautos dos vetores
chamados escoredy)( e loadings (p’'n), calculados dois a dois, como na seguinte
equacao

X=tp',+tp', ++tpp', +E= >r tip';, (8)

ou na forma matricial,

~
N
e—
[
f—
=
N
[—
+
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ondeE é a matriz de residuos que contém a fracdo damafgio ndo descrita pela
decomposicao. Nesta ultima forma, temos que a méaté decomposta em produtos de
matrizes escoresleadings

A matriz dosloadings determina a relevancia das variaveis originais em
cada componente principal (CP), onde cada elendmtmatrizP € matematicamente
igual ao cosseno do angulo entre o eixo de cadavearnriginal e a CP. A matriz de
escores representa a disposicdo das amostras agpedgs CPs, isto €, a projecédo dos
pontos experimentais nos eixos definidos pelas CPs.

A principio, espera-se que grande parte da vasaegplicada por um
namero pequeno de CPs. A variancia explicada (\&§ pomponente principal (em

termos percentuais) pode ser calculada a parggdacéao 2:

n m T \2
im1 Xje (xgj=xiapig)

Z?=1Z}r;1(xilj)2

VE(%) = — x 100, 9)

onde o numerador representa a variancia explicata Pd e o denominador a
variancia total dos dados.

Os passos para calcular as componentes princgais s

(i) Organizar os dados obtidos {etores denominadog com dimensam)
na forma matricial;

(i) Calcular o vetor médio dos dados;

(iif) Subtrair o vetor médio de todos os vetores;

(iv) Calcular a matriz covarianci@a utilizando todas as subtracdes. Ela € o
resultado da média do produto de cada subtracaelponesma e tera dimenséa n
A matriz covariancia seré dada por:

cov(xy,x1) = cov(Xom, Xq)
C= : : ,
cov(xXp, x1) €OV (X, Xy)

onde os elementos da matriz C serdo dados por:

e[ e = %) - (i = fj)]_

cov(xi,xj) =

(v) Calcular os autovetores e autovalores da medwariancia. O autovetor

com o0 maior autovalor associado, corresponde a aoempe principal do conjunto de
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dados usado. Isso significa que essa componente ngis significativa para a
composicao dos dados.

(vi) Arranjar os dados na nova matriz onde as Bné@o formadas a partir
dos autovetores da matriz de covariancia arranjddosiodo que a primeira linha, o
elemento (1,1), seja o0 autovetor correspondentemaoor autovalor, e assim

sucessivamente até que a ultima linha correspamdaeaor autovalor.

A forma mais comum de representar os resultadodazbtia decomposicéo
em PCA é plotar, entre si um grafico, os escorass épadings das componentes
principais escolhidas, na maioria das vezes criaimda@réafico bi ou tridimensional que
dispde as amostras com maior clareza e a exibetiaipacdo das variaveis naquele

padrédo observado e identifica os possiveis agrup@seos dados.
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