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ABREVIATURAS E DEFINICOES

Residuos de aminoéacidos (codigo protéico — IUPAC-IUB,1972)

Caodigo de 1 letra Caodigo de 3 letras Aminoacido
A ALA Alanina
C CYS Cisteina
D ASP Acido aspartico
E GLU Acido glutamico
F PHE Fenilalanina
G GLY Glicina
H HIS Histidina
I ILE Isoleucina
K LYS Lisina
L LEU Leucina
M MET Metionina
N ASN Asparagina
P PRO Prolina
O GLN Glutamina
R ARG Arginina
S SER Serina
T THR Treonina
Vv VAL Valina
W TRP Triptofano
Y TYR Tirosina

A: Angstron

GABA: 4cido gama-aminobutirico

DFT : Teoria de Densidade Funcional

LDA : Aproximacao de Densidade Local
HOMO-LUMO: Orbital Molecular Ocupado de maior energia-Orbital molecular
de menor energia

LSDA : Aproximagao Local de Densidade de Spin.
GGA :Aproximacao de Gradeinte Generalizado.
ppb : parte por bilhdo

molaridade: concentracdo mol/L

nm: nanémetros

KDa:Kilo Dalton

GPa: Giga pascal



RESUMO

O trabalho realizado nesta tese visa a cristalizacdo do acido glutamico,
favorecendo a obtencdo da fase a (metaestavel) em relagdo ao polimorfo .
ApOs a obtencdo dos cristais realizaram-se as medidas experimentais de
fluorescéncia, com vistas a comparacdo com os dados tedricos obtidos,
considerando as limitacdes do método de simulagdo ab-initio utilizado. Os
calculos de primeiros principios foram realizados para estudar as propriedades
do cristal do acido glutdmico nas modificagbes a e B no que se refere ao
aspecto estrutural, eletrbnico (estrutura de bandas) e Optico (funcdo do
complexo dielétrico), tudo isto em relacdo ao polimorfismo conformacional. A
teoria do funcional da densidade (TFD) é considerada usando uma base de
ondas planas, pseudopotenciais ultramacios, e o potencial de correlagéo-troca
dentro do generlized gradiente approximation (GGA). Os parametros de rede
estdo de acordo com os resultados experimentais, embora na forma a é
previsto ter um gap indireto entre os pontos de alta simetria I" e X, igual a 4.69
eV, para a forma B ndo pode-se tirar uma conclusao sobre o gap direto (I'-I'),
devido a imprecisdo do calculo. A funcao dielétrica de ambos os polimorfos sdo
muito semelhantes no caso de uma amostra policristalina, mas difere

fortemente no caso da polarizagcéo da luz das faces do cristal 100 e 010.



ABSTRACT

The work in this thesis concerns the crystallization of glutamic acid that favors
the a phase (metastable) compared to polymorph (. After obtaining the crystals
were carried out experimental measurements of fluorescence, with a view to
comparison with theoretical data obtained, considering the limitations of the
simulation method used ab-initio. The first principles calculations were
performed to study the properties of the crystal modifications of glutamic acid in
a and B with respect to the structural aspect, electronic (band structure) and
optical (of the complex dielectric function), all in relation to the
polymorphism conformation. The density functional theory (DFT) is considered
using a basis of plane waves, ultra pseudopotentials and exchange-correlation
potential within the generlized Gradient Approximation (GGA). I" and X, equal to
4.69 eV for the B form can not be drawn a conclusion about the the lattice
parameters are in agreement with the experimental results, although the form a
is predicted to have an indirect gap between the points of high symmetry
because of inaccuracy of the calculation direct band gap (I - I" ).The dielectric
function of both polymorphs are very similar in the case of a polycrystalline
sample, but differs strongly in the case of the polarization of light from crystal
faces of 100 and 010.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

Na era pos-Organizacdo Genoma Humano (HUGO) ha uma grande
migracdo de esforcos da gendmica em direcdo a protedbmica, ja que nesta se
encontram as informacdes necessarias para a compreensao da relacdo genes -
funcBes bioldgicas. Porém, atingir o entendimento proteémico é uma tarefa
muito mais ardua, pois uma das principais diferencas entre gendémica e
protedbmica é que a Ultima lida com um namero praticamente infinito de
proteomas por organismo, enquanto que a primeira lida com somente um
genoma (HUBER, 2003). As proteinas sdo as macromoléculas biolégicas mais
abundantes, ocorrendo em todas as células e em todas as partes destas; tendo
as mais variadas funcdes e sendo os instrumentos moleculares pelos quais as
informacdes genéticas sdo expressas e executadas. Por sua importancia e
versatilidade, € evidente a necessidade de se investigar a fundo estas
macromoléculas de maneira a obter conhecimento de suas estruturas e,
consequentemente, suas funcdes. A determinacdo de estruturas
tridimensionais de proteinas € ainda crucial para a modelagem de farmacos,
sendo atualmente um aspecto integral da pesquisa farmacologica. Todas as
grandes companhias multinacionais tém a aparelhagem e méao de obra
necesséarias a resolucdo de estruturas por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e cristalografia de Raios-X (BLUNDELL, JHOTI & ABELL, 2002).
Portanto, torna-se bastante clara a necessidade de uma investigacao profunda

dos blocos formadores das proteinas, os aminoacidos.

Aminoacidos sdo moléculas organicas que apresentam em suas
estruturas um grupamento acido carboxilico e um grupamento amino. Os
aminoacidos mais comuns sao 0s que tem estes dois grupos ligados ho mesmo
carbono, denominados a-aminoacidos. Quase todos 0os aminoacidos, exceto a
glicina, tém um carbono assimétrico (quiral), o carbono o, responsavel pela
natureza quiral destas moléculas. Os estereoisbmeros (enantibmeros) séo

entdo designados D ou L, ndo de acordo com a sua hatureza dextrogera ou
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levogera, mas de acordo com a sua configuragdo absoluta ser ou nao
semelhante ao L-gliceraldeido. As proteinas sdo formadas por estas moléculas
através de uma ligacdo peptidica entre a porcdo amina de um aminoacido e a
porcdo carboxila do outro, reacdo em que ha liberacdo de uma molécula de
agua.(SOLOMONS, 1996)

Dentre dezenas de amino&cidos, somente 20 L-a-aminoacidos sao
constituintes das proteinas (Figura 1) e eles usualmente sdo classificados

guanto a polaridade de suas cadeias laterais em:

1. Basicos ou carregados positivamente: lisina, histidina e
arginina;
Acidos ou carregados negativamente: aspartato e glutamato;

3. Nao-polares alifaticos: glicina, alanina, valina, leucina,

isoleucina, metionina;

4, N&o-polares arométicos: fenilalanina, tirosina, triptofano;
polares.
5. Neutros: serina, prolina, treonina, asparagina, glutamina.

Os aminoacidos, em estado solido, existem como zwitterions (ions
dipolares) (BHAT & DHARMAPRAKASH, 2002). Em solucdo aquosa ha um
equilibrio entre o ion dipolar e as formas anibnica e catibnica. A forma
predominante numa solucdo depende do pH da solucdo e da natureza do
aminoacido. O pH em que a concentracdo do ion dipolar € méaxima e as
concentracdes das formas catidnica e anibnica sdo iguais é denominado ponto
isoelétrico e € um parametro caracteristico de cada aminoacido (SOLOMONS,
1996).
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As ligacBes covalentes (principalmente as ligacdes peptidicas e ligacbes
dissulfeto) que unem os residuos de aminoacidos numa cadeia polipeptidica,
formam a sequéncia primaria da proteina. O principal elemento da estrutura
primaria é a sequéncia de residuos de aminoacidos. O termo estrutura
secundéria se refere a conformacao local de parte do polipeptidio e deve-se as
interagbes entre cadeias laterais dos aminoacidos dessa regido. Estas
conformacdes locais se descrevem em termos de padrdes regulares, dentre as
quais a a-hélice e as conformacgdes B sdo as mais proeminentes. A estrutura
terciaria diz respeito a forma tridimensional que provém do enovelamento das
cadeias polipeptidicas. Aminoacidos que estdo muito distantes na sequéncia
polipeptidica podem interagir dentro da estrutura tridimensional da proteina. As
forcas que dao suporte a esta estrutura sdo as interacdes hidrofébicas entre
cadeias laterais de carbono e hidrogénio e interacbes eletrostaticas entre
residuos acidos e basicos (RAJKUMAR et al., 1998). Muitas proteinas contém
duas ou mais cadeias ou subunidades polipeptidicas, que podem ser iguais ou
diferentes. O arranjo destas subunidades em complexos tridimensionais

constitui a estrutura quaternaria das proteinas.(ref)

Ha& mais de 30 anos atras, Christian Anfinsens relatou a desnaturacao
reversivel da ribonuclease pancreatica bovina demonstrando que a informacao
necessaria para o processo de dobramento da proteina encontrava-se na
sequéncia primaria. Logo veio a hipétese Termodinamica, estabelecendo que a
estrutura nativa de uma proteina ndo depende das condi¢des iniciais e nem de
como o estado final € alcangado, sendo, portanto, um estado global de energia
minima. Levithal destacou um outro ponto importante quanto a tal processo: o
tamanho da cadeia de um polipeptidio determina a impossibilidade de que um
s6 estado nativo seja achado por combinacfes aleatorias. Assim, a sequéncia
teria que especificar ndo s6 uma estrutura, mas também um caminho para
chegar a esta. Mais de trinta anos se passaram na tentativa de prever a
estrutura de uma proteina a partir de sua sequiéncia e o problema se mantém
resistente a todas as solucdes sugeridas e testadas (ANFINSENS, 1973
LEVITHAL, 1968 apud STEIPE, 1997). Até mesmo a previsdo da estrutura
secundaria ndo consegue atingir niveis superiores a 60% de exatiddo. A

resposta para estes problemas seria obtida através da introducdo de fatores
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globais neste problema (ROST, 2001) e para isto seria importante o
conhecimento das interacdes dos aminoacidos ndo sé entre si, mas também

com 0 meio em que se encontram.

A capacidade de prever a estrutura tridimensional e o mecanismo de
enovelamento de uma proteina tendo como informacéo somente sua sequéncia
de aminoacidos tem sido descrita como a determinacdo da segunda metade do
codigo genético (GIERASCH & KING, 1990 apud HARDIN, POGORELOV &
SCHULTEN, 2002). Modelagens comparativas, feitas através do uso de
proteinas existentes em bancos de dados, e calculos de primeiros principios
(ab initio) sdo duas das técnicas usadas na tentativa de alcancar tal intento
(HARDIN, POGORELOV & SCHULTEN, 2002).

Através de métodos ab initio consegue-se uma aproximacao razoavel do
gue seria a resolucdo exata da equacdo de Schodinger da mecanica quantica
que descreve as moléculas. Varios métodos ab initio tém sido empregados na
resolucdo dos mais variados problemas, dentre estes os mais usados
atualmente sdo os meétodos: Hartree-Fock e o da Teoria Funcional de
Densidade; sendo que neste trabalho foi utilizado a Teoria Funcional de
Densidade (TFD). Aplicacdes da Teoria Funcional de Densidade em problemas
quimicos s6 se tornaram populares a partir da década de 90. No primeiro
estagio da TFD, a energia é expressa como um funcional da densidade de um
gas de elétron uniforme, que é entdo modificado de modo a expressar a
densidade eletrbnica em volta das moléculas. Para a cristalografia, a
importancia de técnicas ab initio cresce a cada dia, dado o aumento no poder
computacional que vem ocorrendo nos ultimos anos. Assim, a previsdo
acurada de estruturas e propriedades dos mais variados cristais torna-se mais
proxima (MILMAN & WINKLER, 1999).

Acido aspartico, acido glutamico, lisina, histidina e arginina compdem o
grupo dos aminoacidos polares, responsaveis por determinar a solubilidade e
as propriedades polieletronicas das proteinas (RAJKUMAR et al., 1998).
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1.2. ELEMENTOS DE CRISTALOGRAFIA

A cristalografia, ou estudo da geometria dos cristais foi um dos tépicos
que mais interesse despertou nos primordios da investigacao das propriedades
macroscopicas dos solidos. Esta especialidade teve sua grande impulsédo no
inicio do século passado, com a descoberta dos raios-X. No entanto, ainda hoje
os cristalografos sdo numerosos e os problemas com que se defrontam nao
perderam a atualidade, sobretudo no que se relacionam as estruturas
cristalinas extremamente complexas formadas por compostos organicos,
sistemas biolégicos ou pelos novos materiais artificialmente sintetizados
(CULLITY, 1998).

Um cristal € um arranjo de atomos, moléculas ou ions que exibe uma
repeticdo regular nas trés dimensdes. Uma construcdo geométrica definida por
trés eixos e trés angulos entre os eixos, chamada de rede, ajuda na
compreensao de tal objeto. Ao longo da direcdo de cada eixo um ponto se
repete a uma distancia referida como célula unitaria, e sdo denominados a, b e
c. Os angulosentre bec,aec,eaeb,sdoaq,p ey, respectivamente (figura
1). Dessa forma, a constituicdo basica de um cristal € um paralelepipedo
descrito pelas dimensdes a, b e ¢ e a, B, e y, chamado de célula unitaria
(KITTEL et al 1978).
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Figura 2: Eixos cristalinos a, b e ¢, cujos modulos denominam-se
parametros de rede, e dngulos a, B ey

Existem dois niveis de simetria nos soélidos cristalinos. O mais
diretamente associado ao conceito de cristal € o da simetria translacional. Isto
significa que existem trés vetores basicos, a;, a, e az tais que uma operacao de

translacéo do tipo

I =n;a;+N,ax+nsasz, (Equacéo 1)

onde ni, Ny € N3 SAo nUmeros inteiros quaisquer, positivos e negativos, conecta
dois pontos do cristal que possua vizinhanca absolutamente idéntica. O
segundo nivel de simetria se manifesta huma escala local e diz respeito as
varias operacdes de rotacdo e reflexdo que podemos executar com a unidade
cristalina sem desloca-la translacionalmente. Trata-se da chamada simetria do

ponto.
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A rede cristalina é um conceito geométrico empregado para caracterizar
0 arranjo microscopico de um cristal. A cada ponto da rede cristalina é
agregado um atomo ou um conjunto de atomos. Se impusermos a condi¢ao de
simetria translacional expressa pela Equacdo 1, resultard um ndamero muito
limitado de redes cristalinas possiveis: sdo as chamadas redes cristalinas de
Bravais. As redes de Bravais sdo entidades geométricas que podem ser
precisamente definidas. As duas definicdes dadas a seguir sdo equivalentes:

() Uma rede de Bravais é um conjunto infinito de pontos que ocupam
posicbes no espaco tais que se nos colocarmos sobre qualquer um deles,
observaremos exatamente 0 mesmo arranjo e orientagées dos demais pontos.
Isto significa que qualquer um dos infinitos pontos pode ser equivalentemente
tomado como origem de um sistema de referéncia ligado ao cristal;

(i) Uma rede de Bravais (tridimensional) consiste de todos os pontos

cujos vetores de posicao | tem a forma,

I =n;a;+nN,ax+nsasz, (Equacéo 1)

onde aj, a,, ag sdo trés vetores basicos, denominados vetores primitivos e nj,
Nz, N3 assumem todos os valores inteiros, positivos ou negativos (n; = +0, +1,
+2,...). Diz-se que os vetores primitivos sdo geradores da rede cristalina. A
superficie definida pelos vetores primitivos € chamada de cela unitaria primitiva
ou cela primitiva, simplesmente. Uma cela primitiva preenche todo o espaco
sob a acéo de operacoes de translacdo. Assim como 0s vetores primitivos nédo
sdo unicamente definidos, as celas primitivas também nao o sdo. No entanto,
toda a cela primitiva contém exatamente um ponto de rede e pode-se mostrar
gue seu volume independe da escolha da cela, isto é, qualquer cela primitiva
define uma regido de volume minimo.

Das combinagcfes possiveis entre os parametros da célula unitaria
(Tabela 1) emergem 14 tipos de redes (redes de Bravais), as quais sao
agrupadas em 7 sistemas cristalinos (Figura 3). Dentro da célula unitaria
observam-se simetrias (inversado, translacdo, rotacao). Pode ser demonstrado
matematicamente que existem 230 combinacdes desses elementos de simetria

possiveis em trés dimensdes. Portanto, qualquer cristal deve ter uma célula
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unitaria que apresenta uma dessas combinacdes, denominadas grupos
espaciais (DUCRUIX et al, 1992).

Tabela 1 - Os sete sistemas cristalinos e os 14 tipos de redes em trés
dimensdes

Sistema Numero de Simbolos Restricdes para a célula
redes darede convencional (eixos e
angulos)
Triclinico 1 P azb=#c
alJ=B 0=y
Monoclinico 2 P,C azb=#c
al=[]y=90°
Ortorrémbico 4 P,C, ILF a #b #c
o=p [=[ly=90°
Tetragonal 2 P, a=b=c
Da=B [=y=90°
Cubico 3 P ou scc, a=b=c
| ou bcc Da=B [=[1y=90°
F ou fcc
Romboédrica 1 R a=b =c
Ta=p [=[y< 120°, #90°
Hexagonal 1 P a=b=c
oa=R =1 90°

= 1200
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Cubico

Cubico simples Cubico corpo centrado Cubico face centrado

Romboédrica

Romboédrica
Monoclinico .
Monoclinico simples Monoclinico base centrado

Ortorrombico .

Ortorrdmbica Ortorrdmbica base Ortorrdmbica corpo Ortorrdmbica

simples centrado centrado face centrado
Tetragonal .
Tetragonal simples Tetragonal plana
Ticlinica Hexagonal
Triclinica Hexagonal

Figura 3. Representacdo dos sete (7) sistemas cristalinos provenientes
dos quatorze tipos de redes de Bravais.
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Um plano cristalino é definido por quaisquer 3 pontos de uma rede de
Bravais que ndo sejam colineares. Uma familia de planos cristalinos é
constituida por um conjunto de planos paralelos igualmente espacados. A
notacdo empregada para identificar rapida e claramente os planos (ou familia
de planos) cristalinos é a dos indices de Miler. Para determina-los, seguem-se
as seguintes regras:

1) Encontra-se a intersecdo do plano cristalino em questdo com 0S eixos
definidos pelos trés vetores geradores da rede, ai, a,, as, que podem ser
primitivos ou nao.

2) Toma-se o reciproco destes numeros fracionarios, reduzindo-os aos 3
menores inteiros que obedecam a mesma proporcionalidade. O resultado é
denotado como (hkl).

E muitas vezes til a notagdo das direcdes cristalinas com os indices de
Miler. Usa-se a forma (hkl).

Usa-se o termo estrutura cristalina para denotar os sistemas fisicos reais e
assim estabelecer uma diferenciacdo com relagcdo ao ente geométrico rede
cristalina. Uma estrutura cristalina consiste de copias idénticas de um
mesmo motivo fisico, chamado base, que é associado aos pontos de uma
rede de Bravais. A base é formada por um atomo ou conjunto de atomos.

Podemos, entdo, escrever:

Rede cristalina + base = estrutura cristalina

1.3. PROCESSO DE CRISTALIZACAO

A cristalizacdo € um dentre 0s processos possiveis pelo qual uma
solucdo metaestavel supersaturada pode chegar a um estado estavel de mais
baixa energia através da diminuicdo da concentracdo de soluto; acontecendo
de forma semelhante para moléculas grandes ou pequenas, organicas ou
inorganicas. O processo tem trés fases distintas: nucleagdo, crescimento e
encerramento do crescimento. A nucleacdo é a formacdo de pequenos
agregados do soluto, os nucleos, que apresentam a formacdo de uma

determinada rede.
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No aspecto microscopico, flutua¢cdes na concentragdo da solugdo podem
fazer com que as moléculas do soluto se agreguem, formando clusters. Tais
clusters, na forma de dimeros, trimeros, tetrAmeros e etc. sdo continuamente
formados e destruidos. Ocasionalmente, um cluster adquire um tamanho critico
e forma-se um cristal ou uma semente (GINDE & MYERSON, 1993).

A teoria estabelece que para ocorrer o processo de nucleacdo, o ganho
na energia livre devido a formacdo do sélido deve ser alto o suficiente para
superar a perda na energia livre associada com a criacdo de uma nhova
interface. Existe um raio critico (r) o qual o cristal deve atingir antes de crescer
continuamente. Portanto, o tempo requerido para os cristais se formarem (o
tempo de inducdo, t) depende da forca termodinamica direcionadora (a

supersaturacdo, o) e da energia interfacial entre o sélido e a solugéo (y):

7 = Aexp(1677°° /3k°T°0? ) (Equagio 2)

O crescimento dos cristais comeca a ocorrer em concentracdes grandes
o suficiente para haver nucleacdo e continua em estados de saturacao
menores (Figura 4). A velocidade de crescimento do cristal é determinada pela
natureza da superficie do nucleo crescente e da taxa de difusdo do soluto.
Adicionar moléculas a superficies rugosas requer menos energia do que
adiciona-las a superficies lisas. Outros fatores que afetam o processo de
crescimento sdo os efeitos convectivos e sedimentares, e no intento de diminuir
a influéncia destes que muitos experimentos de cristalizacdo sdo conduzidos
em gravidade reduzida. O término do crescimento acontece por varias razées
dentre as quais pela mais Obvia que é a diminuicdo da quantidade de soluto;
outras razdes bem comuns sdo defeitos internos acumulativos e também a

contaminagao da superficie de crescimento por impurezas (BERRY, 1995).
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Figura 4.Diagrama de fases mostrando a formacé&o de nlcleos e o crescimento

Muitas técnicas estdo disponiveis para obtencdo de cristais. O método
ideal, no entanto, depende tanto da amostra a ser cristalizada quanto das
propriedades que se deseja priorizar no cristal a ser obtido. E usual, entretanto,
classificar tais técnicas em trés categorias principais: (i) técnicas relacionadas
com a fusdo; (i) técnicas relacionadas com a solucdo; (iii) técnicas
relacionadas com a fase de vapor. Uma breve descricdo delas encontra-se na

tabela 2.

Tabela 2-Técnicas de crescimento de cristais

Parametros Solucgéo

Temperatura ~ Menor que a Menor que a
. Temp. de fuséo ~ ~
de crescimento temp. de fusdo | temp. de fuséo
Composicao Similar Diferente Sl_m|lar ou
entre as fases diferente
Velocidade

q . Alta (mm/hora) | Baixa (mm/dia) | Baixa (mm/dia)
e crescimento

Determinada
pela técnica Faces naturais | Faces naturais
utilizada
. Alta pureza e Alta perfeicdo | Alta pureza e
Pureza e perfeicéo . o~ ) e
> . | baixa perfeicdo |estrutural e baixa| alta perfeicao
estrutural dos cristais
estrutural pureza estrutural

Forma geométrica dos
cristais
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Na cristalizacdo de aminoacidos, foco desta tese, os métodos mais
empregados sdo o da evaporacgao lenta do solvente (OGAWA, 1980; MANNE
et al.,, 1993; BHAT & DHARMAPRAKASH, 2002) e o do resfriamento lento
(KUMAR et al., 2004; GIVAND, ROUSSEAU & LUDOVICE, 1998; KISHISHITA,
KISHIMOTO & NAGASHIMA, 1996). O método da evaporacdo lenta do
solvente consiste em deixar em repouso uma solugdo supersaturada a
temperatura constante. A massa do sistema ndo permanece constante, ja que
0 solvente por ter alta taxa de evaporacdo sai do sistema, deixando-no cada
vez mais supersaturado até que o processo de cristalizacdo se inicie com a
nucleacdo. No método do resfriamento lento ha o contrario, uma conservacao
na massa no sistema. Neste método se atinge a supersaturacdo necessaria a
nucleacdo pela diferenca de solubilidade da substancia em diferentes
temperaturas. J& que a maioria das substéncias tem maior coeficiente de
solubilidade a temperaturas mais altas, a diminuicédo lenta da temperatura faz

atingir a supersaturacdo desejada e o processo de cristalizacéo.

Uma extensdo desse método consiste em utilizar uma solugdo com dois
ou trés solventes. O principio empregado é que a variagdo na composi¢cado do
solvente pode inibir ou promover o crescimento de determinadas faces dos
cristais em relacéo as outras, resultando em cristais com morfologia e tamanho
desejado. A escolha dos solventes deve se dar de forma que o soluto seja bem
mais soluvel em um solvente do que no outro. O fator mais importante é que o
solvente no qual a substancia é dissolvida seja mais volatil do que o segundo
solvente. Dessa forma, enquanto o primeiro solvente evapora, o segundo
permanece, de forma que seja alcancado um ponto onde a solubilidade do
composto ndo pode mais ser mantida e ele se deposite na forma de cristal.
Além disso, para o sucesso da técnica, as polaridades dos solventes néo
devem ser muito diferentes. A figura 5 mostra a aparelhagem empregada para

a cristalizagao do acido glutamico.
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Solugéo supersaturada

ApaGs alguns dias

_ ), -,

Cristal

Figura 5.Aparato de crescimento de cristais pelo método da evaporagcdo lenta
(PINHEIRO, 2005).

1.4. CRISTAIS DE AMINOACIDOS

Muitos trabalhos relatam a cristalizacdo de aminoacidos puros ou de
derivados semiorganicos na tentativa de explorar suas propriedades fisicas ou
de obter esclarecimento quanto a processos bioldgicos. Dentre os puros ha
relatos da obtengdo de cristais de a-glicina e B-glicina (GU, EBISAWA &
MCDERMOTT, 1996); L-alanine (RAZZETTI et al., 2002); acido L-glutamico
(KITAMURA & ISHIZU, 2000); L-isoleucina (GIVAND, ROUSSEAU &
LUDOVICE, 1998); acido L-aspartico (KISHISHITA, KISHIMOTO &
NAGASHIMA 1996); L-leucina, L-valina e L-fenilalanina (MANNE et al., 1993),
L-treonina (KUMAR et al., 2004) e L-asparagina (RAMANADHAM, SIKKA &
CHIDAMBARAM, 1971).

No estado cristalino, os sistemas moleculares dos aminoacidos s&o bem
definidos estruturalmente, e podem ser utilizados para um exame detalhado de
diversas interagdes intermoleculares. Isto € de particular importancia na
Biologia, ja que macromoléculas como as proteinas sédo sistemas fechados

com grupos polares e ndo-polares (MICU et al., 1995).

Por outro lado, cerca de 90% de todos os produtos farmacéuticos sao
formulados geralmente na forma cristalina. A sua producgéo, portanto, envolve
cristalizacdo a partir de solucbes, como metodo de separacao e/ou purificacdo

do farmaco. Durante a cristalizacdo, varias caracteristicas fisico-quimicos da
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substancia séo definidas, incluindo forma e tamanho, pureza quimica e
estabilidade, biodisponibilidade, solubilidade, taxa de dissolugéo, dopagem etc.
Por este motivo, a cristalizacdo de moléculas de interesse biotecnolégico € um
importante campo de pesquisa. O controle sobre a forma dos cristais e
caracteristicas de suas faces permanece ainda pobre, principalmente porque
0S processos basicos que as governam, nucleacdo e crescimento, ainda ndo
sdo completamente entendidos ou controlados (BISKER-LEIB & DOHERTY.
2003).

A importancia dos cristais de aminoacidos para a Fisica reside em suas
propriedades peculiares que os fazem candidatos ideais para aplicacbes em
Optica ndo-linear gracas a sua capacidade de geracdo de segundo harmonico
(BHAT & DHARMAPRAKASH, 2002). Essa capacidade é consequiéncia de :

(i) quiralidade molecular, responsavel pela estrutura cristalografica

assimétrica;

(i) auséncia de ligacdes fortemente conjugadas, levando a uma zona de

transparéncia nas regiées do UV e do visivel;

(iii) natureza zwiteribnica das moléculas, o que favorece a dureza do
cristal (RAZZETTI et al., 2002).

Cristais nao lineares sdo usados como moduladores de fase eletro-
opticos para gerar conversao de frequéncia Optica paramétrica, modulacdo de
amplitude e em outros dispositivos processadores de sinais (KUMAR et al.,
2004).

Cristais de aminoacidos como os de glicina, alanina, treonina, serina,
isoleucina, leucina, valina, fenilalanina, e asparagina tiveram suas propriedades
estruturais (Raios-X e difragdo de néutrons, em alguns raros casos) e
vibracionais (espectros Infravermelho e Raman) estudadas, mas € raro o
estudo das suas propriedades oOpticas (luminescéncia e absorcdo, por
exemplo). A excecdo € que recentemente Freire, Cavada e colaboradores
iniciaram o estudo das propriedades de luminescéncia e absorgao de cristas de
L-alanina e a-glicina (PINHEIRO et al., 2005).
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1.5. ACIDO GLUTAMICO

Os cristais de &cido L-glutdamico possuem dois polimorfos: uma forma
granular chamada a(metaestavel) e uma forma B que ocorre em placas.

A modificagdo o do acido L-glutdmico cristaliza com uma célula unitaria
de simetria P2;2,2; com parametros de célula a=10.282, b=8.779 e c=7.068 A
e Z=8; é metaestavel e se transforma na forma 3, que também tem grupo
espacial P212:2; e parametros de célula a=5.159, b= 17.30 e c=6.948 A.
(SANO et al, 1997)

A tabela 3 mostra as coordenadas atémicas e 0s parametros termais em

ambas as formas: a e 3.

Tabela 3-Coordenadas atdémicas e parametros termais da forma a do
acido L-glutamico (LEHMANN & NUNES, 1980).

X Y Z B (A%
N 0,59792(6) 0,33146(7) 0,20969(10) 1,61(1)
0(1) 0,76382(10)  0,48704(13)  0,45663(19)  2,14(1)
0(2) 0,62845(10)  0,68407(13)  0,42296(18) 1,98(1)
0°(1) 0,21971(11)  0,43912(14)  0,63722(24)  2,83(1)
0%(2) 0,33460(11)  0,65263(13)  0,62428(1) 2,31(1)
C 0,65626(8) 0,54346(9) 0,41785(13) 1,33(1)
c* 0,54672(8) 0,43405(9) 0,36040(12) 1,27(1)
c’ 0,50098(9) 0,33529(10)  0,52589(14) 1,71(1)
c’ 0,44929(9) 0,42570(11)  0,69558(14) 1,88(1)
(o 0,32320(9) 0,50525(9) 0,65085(13) 1,60(1)
H(1) 0,6450(2) 0,3939(2) 0,1029(3) 2,79(2)
H(2) 0,6640(2) 0,2554(2) 0,2661(3) 2,92(2)
H(3) 0,5220(2) 0,2689(2) 0,1505(3) 2,69(2)
He(2) 0,2475(2) 0,7062(2) 0,6019(3) 2,96(2)
H® 0,4658(2) 0,4981(2) 0,2979(3) 2,44(2)
HP(1) 0,4253(2) 0,2564(2) 0,4758(4) 3,45(3)
HP(2) 0,5842(2) 0,2669(2) 0,5742(3) 3,47(3)
H(1) 0,4301(3) 0,3454(3) 0,8108(3) 3,88(3)
HY(2) 0,5218(2) 0,5088(3) 0,7448(3) 3,49(3)

Os estudos de difracéao de raios-X e de néutrons da forma 3, mostraram
uma curta ligagdo de hidrogénio intermolecular com uma distancia entre O...O
(dos dois grupos carboxilas na molécula) de 2.519 A. A ligacdo é bastante

assimétrica com o atomo de hidrogénio ligado a &-carboxila, o que foi explicado
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a partir da acidez dos dois grupos com o grupo &-carboxila sendo o mais fraco
e, portanto, o0 mais provavel de aceitar o H. A pequena distancia da ligagéo foi
relacionada a relativamente pequena diferenca de acidez entre os dois grupos.
Esse mesmo comprimento de ligagao também foi encontrado na forma a, no
entretanto existem grandes diferencas em relacdo aos angulos, que pode ser
visto na Tabela 4.

Tabela 4-Angulos de Torsdes das modificacdes a e p do acido L-
glutamico (LEHMANN & NUNES, 1980).

a p

o C-C*N-H(1) -48,7(1) -48,9(2)
¢ C-C*N-H(2) 71,2(1) 71,3(2)
¢ C-C*N-H(3) -169,9(1) -168,6(2)
vt N-C*-C-0O(1) -50,2(1) -42,3(2)
v’ N-C*-C-O(2) 130,3(1) 141,2(2)
v N-C*-CP-C? 178,2(1) -51,8(1)
r cecP-cr-c’ 68,3(1) -73,1(2)
v+ CPcr-Ct-0%(1) 74,2(1) 18,8(2)
v+ Cchcr-ct-0%(2) -104,6(1) -160,7(1)
e 0°(1)-C°- 0%(2)-H*(2) 4,6(1) -11,4(2)
0° C" -C°- O(2)-H*(2) -176,5(1) 168,2(2)

Os estudos dessa ligacdo nos cristais da forma o também indicaram
uma ligacdo curta entre as carboxilas, no entanto, na forma 3 essa ligacao é
mais curta.

Enquanto a parte a-amino da molécula é aproximadamente igual nos
dois casos, as cadeias laterais sao diferentes, e obviamente a diferenca de
energia entre as varias configuragdes € pequena, ja que cristais de a e
podem coexistir na mesma solugéo aquosa.

O é&cido D L-Glutamico H,O também ja foi cristalizado e apresentou uma
conformacao diferente daquela observada nas conformacgdes a e 3, conforme
esperado(CIUNIK & GLOWIAK, 1983).

A parte a-amino € aproximadamente planar. O desvio do &tomo de N do
plano C,CO(1)O(2) é de 0.050 A e o0 angulo de torsdo O(1)C-C-N é 2.2 A. Cy
é “gauche” em relacdo a C e N. Isso implica que C, é trans em relagdo a Cq,
sendo a Unica conformacdo possivel. A cadeia lateral € quase planar, e

coplanar em relagdo ao grupo y-carboxila.
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a modificagéo a, é trans em relagéo ao atomo N e é “gauche
N dificaca Cyét laca at NeCdé- he”
(+x%) em relacdo a C,. Na modificacdo B, C, é trans em relacdo ao atomo de

carbono C e C3 é “gauche” (-x%) em relacdo ao Cq (CIUNIK & GLOWIAK 1983).

HiTI .
“HiT 1)

& om

i

Hi{121

Figura 6.Visdo geral da unidade assimétrica do &cido D,L-glutamico
(CIUNIK & GLOWIAK, 1983)
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Tabela 5 - Parametros térmicos e posicionais do acido D,L glutamico
(CIUNIK & GLOWIAK, 1983).

X Y Z Beq\Biso (A9)
O(1) 0,3464(2) 0,2718(1) 0,1375(1) 2,8(1)
0(2) 0,1189(2) 0,3226(1) 0,1311(2) 2,5(1)
O°(1) 0,1870(2) 0,5044(1) 0,5606(2) 4,4(2)
0%(2) 0,3602(2) 0,5686(1) 0,4489(2) 2,8(1)
O(W) 0,5254(3) 0,5819(2) 0,2083(2) 4,5(2)
N 0,3478(2) 0,2367(1) 0,3780(2) 1,9()
C 0,2287(2) 0,2911(1) 0,1868(2) 1,8(1)
c* 0,2113(2) 0,2767(1) 0,3283(2) 1,8(1)
ch 0,1748(3) 0,3591(2) 0,4008(2) 2,1(2)
C 0,2827(3) 0,4318(2) 0,3787(2) 2,4(2)
(on 0,2699(3) 0,5039(2) 0,4725(2) 2,3(2)
H* 0,134(2) 0,237(1) 0,339(2) 2,4(5)
H(1) 0,340(3) 0,227(2) 0,463(2) 2,0(5)
H(2) 0,364(3) 0,189(2) 0,343(3) 2,4(5)
H(3) 0,438(3) 0,273(2) 0,362(3) 3,3(7)
HP(1) 0,078(3) 0,377(1) 0,377(2) 2,5(5)
HP(2) 0,171(3) 0,342(2) 0,488(2) 2,8(6)
HY(1) 0,383(3) 0,414(2) 0,382(2) 3,1(6)
HY(2) 0,272(3) 0,456(2) 0,296(2) 5,9(9)
He(2) 0,361(3) 0,609(2) 0,513(3) 4,5(2)
H(11) 0,465(4) 0,558(2) 0,163(3) 5,4(9)
H(12) 0,492(4) 0,583(2) 0,383(4) 7,3(11)

As diferencas nos padrdes das ligacbes de hidrogénio s&o importantes
para o estudo dos dois polimorfos de acido glutamico, jA& que os cristais de
acido glutdmico séo claramente dominados por ligacbes de hidrogénio. Um
estudo de “Graph-set” foi realizado com o intuito de se estudar apenas essas
ligagOes, de forma a esclarecer as diferengas estruturais entre os dois.

Em termos quantitativos, as diferencas significativos nas conformacgdes
moleculares estdo essencialmente localizadas em trés angulos de torsbes
N1—C2—C3—C4, (C2—C3—C4—C5, C3—C4—C5—03, com valores
correspondentes para as formas a e  de 178.4, -51.8; 68.8, -73.1; -150.0, -
160-7 °, respectivamente. Em geral, os angulos de torsdo podem ter uma
variedade de valores, os quais recaem em seis bem definidas conformacdes
moleculares para rotacao sobre C2—C3 e C3—C4. Isso tem sido observado na

estrutura cristalina de varios sais e complexos de acido L-glutamicos (figura 6):
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(g,1), (9,1, (g,9), (g, 9), (t 1) e(t g), onde g, g et correspondem a angulos

de torsdo aproximadamente de 60, -60 e 180°. Na forma «, 0 valor para o
angulo de torsao sobre C2—C3 (-105.0) recai entre as conformacdes g e t, por
iIsso ela deve ser considerada como constituindo uma “outlier” das

conformacdes encontradas em uma variedade de estruturas de LGA e

complexos. A conformagéo da molécula na forma 3 é (5) (BERSTEIN, 1991)

(b)

Figura 7. Vista estereoscoépica do acido L-glutdamico. Em (a) a forma a e
(b) a forma B. Em ambos os casos a vista sobre esse plano C2—C3—C4,
o qual esclarece as diferencas conformacionais. Os hidrogénios foram
omitidos para tornar mais claro o esqueleto carbdnico (BERNSTEIN,
1991).

A cinética de crescimento e as mudancas morfologicas das
conformagdes a e [ dos cristais de acido glutdmico foram investigadas.
Normalmente, durante a cristalizacdo, cristais de cada polimorfo crescem
competitivamente, e a cinética relativa de crescimento de cada polimorfo
exerce um papel importante na composi¢cdo dos polimorfos nos precipitados
resultantes.

As taxas de crescimento da forma a nas dire¢bes [110], [010] e [001] e
dos cristais 8 na diregao [100], mostradas na figura 7, parecem ser controladas
por reacdes de superficie. Mudancas morfolégicas também foram observadas
no crescimento das sementes. A dependéncia da taxa de crescimento com

supersaturacéao relativa indicou que o mecanismo de crescimento dos a cristais
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em todas as dire¢cBes pertence ao mecanismo nucleo sobre nulcleo; assim

CcOmo os cristais f3.

(011)

(a)

A2
\ 4 B1
~Al
|
A3
D1
E
}
n2

Y (101)
(001)

Ca e
'’

(b) B

Figura 8 .Morfologia das conformagodes a (a) e B (b) (KITAMURA & ISHIZU,
2000).

No processo de cristalizagdo, o resfriamento lento de uma solugéo
supersaturada de acido glutamico, com continuas ou ocasionais agitacoes, é
suficiente para estabilizar a forma a para um tempo de cristalizacdo de 24
horas a 45°C. Resfriamento rapido com agitacdo ou resfriamento lento sem
agitacdo, favorece a formacdo da forma estavel B. Duas hipdteses sé&o
apresentadas para explicar a estabilizagao das formas a:

i) a agitacao é suficiente para romper a nucleagdo dos cristais f sobre a
superficie dos cristais a

i) os cristais a formados com agitagdo durante o resfriamento lento séo
pequenos e mal-formados e ndo possuem as faces cristalograficas bem
formadas sobre as quais a forma [ pode nuclear. A forma B pode ser
favorecida durante o resfriamento rapido devido ao periodo reduzido de

agitacao.
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No sistema do acido glutdmico, a quantidade relativa do a-polimorfo
decresce, & medida que a temperatura de cristalizagdo aumenta, e a taxa de
transformacao polimérfica ocorre rapidamente a temperaturas maiores do que
40°C. Também foi verificado que a quantidade do B-polimorfo aumenta com o
aumento da supersaturacdo, e esse parametro também aumenta a taxa de
crescimento proporcional de a em relagdo a 3. Sendo a forma [ a mais estavel
termodinamicamente, a forma a ira se transformar completamente na forma 3
em solucéo, dado o tempo suficiente (CASHELL et al., 2004).

Em um estudo a respeito da influéncia de surfactantes nos processos de
cristalizacdo (GARTI & ZOUR, 1997), encontrou-se um meétodo eficiente para
cristalizar preferencialmente a forma nao estavel (forma a) do acido glutamico
na presenca desses agentes. Encontrou-se que a taxa de transformacédo
depende do grau de crescimento de 3, e ndo da taxa de dissolugcéo de a. A
taxa de crescimento de o é uma funcdo da supersaturacdo do soluto na
solucéo. Foi, ainda, demonstrado que a transformacéo pode ser inibida pela
adicdo de surfactantes. Os surfactantes sdo capazes de serem adsorvidos
preferencialmente sobre os a-cristais, retardando a transformacéao de a para B.
Foi sugerido que a natureza do surfactante e as condi¢cbes estéricas sao
importantes para a inibicdo de ambas, a nucleagéo e o crescimento da forma (3.
Esse estudo encontrou relacdo entre os parametros cinéticos e o volume do
surfactante adsorvido na superficie do cristal. Nao foram observadas mudancas
na morfologia do cristal, indicando que a adsorcdo ndo foi especifica para
nenhuma face (GARTI & ZOUR, 1997).

As diferengas conformacionais das moléculas de acido glutamico devem
influenciar a orientagdo dos grupos funcionais dentro do cristal de cada
polimorfo. Na forma 3, os grupos carboxilicos com suas cargas negativas sao
orientados para a face do cristal onde a carga positiva dos grupos amino esta
abaixo da superficie e entre os grupos carboxilicos. Moléculas na forma o séo
orientadas de forma que os grupos carboxilicos fiquem abaixo da superficie e
0S grupos amino sao direcionados para fora e distante dos grupos carboxilicos.
Tais diferencas formam a base para as distintas propriedades das superficies

dos dois polimorfos.
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Em um outro estudo a respeito da influéncia de aditivos no crescimento
da forma B de cristais de acido L-glutamico, foram testados varios aminoacidos
(L-fenilalanina: L-Phe, L-lisina: L-Lys, acido L-aspartico: L-Asp e a L-alanina: L-
Ala), dois D-amino acidos (D-alanina: D-Ala, acido D-glutamico, D-Glu), acidos
carboxilicos (acido carboxilico L-pirrolidénico, acido a-ceto-glutarico e acido y-
amino butilico) e o dipeptideos (y-L-glutamil-acido-L-glutamico). As trés faces
dominantes na forma [ ({101}, {010} e {001}) foram estudadas
experimentalmente e estruturalmente. O dipeptideo e a fenilalanina mostraram
aproximadamente o mesmo grau de inibicdo sobre a trés faces dominantes, ao
contrario dos comportamentos diferentes em relacéo as duas faces dominantes
da forma a. Essas diferengas sédo explicadas pelas caracteristicas das pontes
de hidrogénio de cada face. Encontrou-se que a forma [ tem uma menor
capacidade de discriminar o reconhecimento das moléculas do que a forma o
(SANO et al., 1997).
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Figura 9.Efeito de varios aditivos no crescimento da forma 8 de cristais
de acido glutdmico (SANO et al., 1997).

1.6 APLICACOES DO ACIDO GLUTAMICO

O é&cido glutamico é o aminoacido livre mais abundante no cérebro e o
mais importante neurotransmissor do sistema nervoso central dos mamiferos.
Receptores especificos ligam-se ao glutamato e alguns desses quando
ativados abrem canais integrais idnicos sendo, portanto, conhecidos como
receptores ionotropicos. Foram identificados trés grandes subtipos de
receptores dentro da familia de receptores de glutamato; um deles, o NMDA
(N-metil-D-aspartato) tem sitios adicionais ao seu sitio ligante-agonista, o qual
parece modular positiva ou negativamente o efeito agonista. Esse receptor

também é Unico no que concerne a outro aminoacido, a glicina, a qual atua
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como co-agonista com o glutamato. Mudancas na transmissédo do glutamato
tem sido associadas com diversas patologias do sistema nervoso central,
incluindo neurodegeneracdo crbnica, dor cronica, dependéncia de drogas,
epilepsia e Doenca de Parkinson, dentre outras (TRIST, 2000).

O nivel de &cido glutdamico no cérebro de humanos esta relacionado a
diversos disturbios neurolégicos como esquizofrenia, disturbio bipolar e
depressao conforme relatado por Fatemia e colaboradores (2005). Esse estudo
evidenciou a diminuicdo do nivel da enzima acido glutamico descarboxilase,
passo limitante na conversdo de 4&cido glutdmico para &cido gama-
aminobutirico (GABA). Tal enzima existe em duas isoformas: a GAD 67 que
estd envolvida na sintese de GABA para atividades metabdlicas gerais, e a
GAD 65 que esta envolvida na transmissao sinaptica.

O acido glutdmico é um aminodcido ubiquo presente em muitas
comidas, na forma livie ou em peptideos e proteinas. Proteinas animais
contém de 11 a 22% e proteinas vegetais cerca de 40% de glutamato em peso.
O glutamato de sodio é adicionado a varios alimentos para aumentar o sabor. A
maior parte do acido glutamico livre no cérebro é derivado da sintese local de
L-glutamina e de intermediarios do ciclo de Krebs. Ele apresenta um papel
claro na diferenciacéo neuronal, migracao e sobrevivéncia no desenvolvimento
cerebral através do transporte facilitado de Ca®". Isso contribui para o
aprendizado e a memodria através de mudancas uso-dependentes na eficiéncia
sinaptica e exerce um papel na formacéao e funcao do citoesqueleto (TAPIEO et
al., 2002).

Moléculas derivadas do acido glutamico também séo alvos de estudos
de ponta, como por exemplo, na liberagéo controlada de drogas (drug delivery).
Sabe-se que 0s agentes quimioterapicos contra cancer tem efeito terapéutico
limitado devido, na maioria das vezes, a limitacdo da toxicidade da dose. Baixa
solubilidade aquosa, instabilidade in vivo e falta de seletividade tém sido as
principais barreiras no desenvolvimento de drogas contra cancer. Dentro desse
contexto, polimeros sintéticos estdo sendo testados em estudos clinicos, de
forma a superar esses desafios. Um dos mais promissores € um polimero de
acido glutamico. Tal polimero é composto de acidos glutamicos ligados através
de ligacdes amidas. O grupo pendente &-carboxila em cada unidade de L-

glutdmico apresenta carga negativa em pH neutro, a qual confere alta
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solubilidade em 4gua ao composto e também funcionalidade para a ligacao de
drogas. Além disso, o polimero de &cido L-glutdmico é biodegradavel e néo-
toxico (CHUN, 2002).

Em um outro estudo, trés polipeptideos modificados contendo &cido y-
benzil glutdmico foram sintetizados e tiveram suas propriedades caracterizadas
em relagcdo a sua possivel aplicagdo em “drug delivery”. Duas drogas foram
usadas nesse estudo, o hidroclérico de procainamida, uma droga hidrofilica, e
sulfato de protamina, uma proteina de baixo peso molecular. Modificacdes
nesses polimeros resultaram em diferencas significativas na taxa de liberacao
das drogas. Ocorreram mudancas nos atributos estruturais pela
copolimerizacdo aleatdria dos isbmeros D e L &cido y-benzil glutamico e
alteracdo da hidrofobicidade do copolimero pela conjugacdo do mesmo com
polietileno glicol. Essas alteragbes provocaram mudancas (de dias para meses)
na taxa de liberacdo dessas drogas (MARKLAND et al, 1999).

Residuos de acidos glutamicos também exercem papéis fundamentais
em algumas proteinas. Bactérias, mas ndo organismos superiores, necessitam
que um grupo formil seja retirado das proteinas recém-sintetizadas, o que é
realizado pela acdo da enzima peptideo desformilase. Recentemente, essa
enzima tem sido estudada como alvo para antibidticos. Uma gama de
substancias naturais foram identificadas como inibidores dessa enzima, a qual
€ uma metaloproteina com um residuo catalitico de &cido glutamico. O
requerimento para protonacao do glutamato no sitio ativo é um fator importante
para o entendimento da potencia desses inibidores (MADISON et al., 2002).

O uso indiscrimanado de antibioticos esta aumentando a resisténcia das
bactérias a acéo destes, o que tem sido motivo de preocupacéo. A maioria dos
determinantes da resisténcia das bactérias entéricas é baseada no mecanismo
de efluxo das drogas. Trés residuos de &cidos glutdmicos possuem papel
importante no antiportador metal-tetraciclina/H Tet (K) de Staphylococcus
aureus. Tais residuos situam-se na regidao hidrofilica do “loop” putativo de
Tet(K), onde trés outros residuos acidos sdo conservados. A substituicdo

desses residuos inibiu a resisténcia a tetraciclina (KIMURA et al, 1997).
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1.7.METODOS DE PRIMEIROS PRINCIPIOS (ab initio)

Nos ultimos anos do século XIX e nos primeiros anos do século XX
importantes descobertas na Fisica abriram novas trilhas para a compreensao
da estrutura da matéria. Em 1897, Joseph John Thomson descobriu o elétron
(particulas de carga negativa que formam os raios catddicos) e em 1911 Ernst
Rutherford propds, com base em medidas experimentais, um modelo atémico
no qual elétrons orbitam em torno de um nucleo extremamente denso dotado
de carga elétrica positiva. A eletrodindmica classica, entretanto, revelou-se
inconcilidvel com tal descricdo da estrutura do atomo. De fato, segundo o
eletromagnetismo de Maxwell, uma carga elétrica acelerada deve irradiar e,
consequentemente, perder energia mecanica. Elétrons que giram em torno do
ndcleo, acelerando continuamente na dire¢cdo do centro de rotacdo, devem
emitir ondas eletromagnéticas e espiralar até uma eventual colisdo. Para
resolver este problema de estabilidade do atomo, Niels Bohr propdés em 1913,
inspirado nos trabalhos de Max Planck sobre interacdes entre a radiacdo e a
matéria, a hipétese da quantizacdo do momento angular orbital. Segundo Boéhr,
os elétrons no a&tomo de hidrogénio podem girar em certas 6rbitas sem emitir
qualquer radiacdo eletromagnética e, portanto, sem perda de energia
mecanica. Um conjunto discreto de valores de energia surge naturalmente
desse pressuposto e explica o espectro de raias do hidrogénio com 6tima
precisdo. Mesmo errbnea sob muitos aspectos e intelectualmente insatisfatoria,
a teoria de Bohr foi fundamental para o desenvolvimento posterior da mecanica

guantica.

Nos anos 20, Louis de Broglie defendeu a tese de que tanto a matéria
como a radiacdo apresentam caracteristicas corpusculares e ondulatérias.
Erwin Schrodinger desenvolveu uma mecéanica ondulatéria para descrever as
ondas de matéria, enquanto Werner Heisenberg construiu um formalismo
matematico bastante distinto, embora equivalente, empregando matrizes para a

descricdo das quantidades que podem ser objeto de medida experimental. Na
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versdao de Schrodinger, o estado de um sistema quéantico passa a ser
especificado ndo mais em termos de posi¢cdes e velocidades, como na fisica

classica, mas por uma funcdo matematica complexa - a funcdo de onda WV -
que contém toda informacdo fisica do sistema. Tal informacdo, contudo, &
insuficiente para estabelecer uma trajetéria bem definida, ou seja, a funcéo de
onda ndo determina exatamente o que o objeto fisico estudado ira fazer, mas

apenas a probabilidade de um dado experimento sobre o objeto produzir uma

medida dentro de certa faixa de valores (o quadrado de Y é a densidade de
probabilidade). Em outras palavras, a mecéanica quantica possui
intrinsecamente carater probabilistico, removendo por principio as certezas do

determinismo newtoniano.

Em 1921, Otto Stern e Walther Gerlach defletiram atomos em campos
magneéticos e tiveram seus resultados analisados nos termos da nova teoria do
quantum. Compton, um pouco depois, apresentou a idéia do momentum
magnético intrinseco do elétron e lancou as bases para o conceito de spin
guantico. Através da nova teoria, foi possivel explicar a tabela periddica através
do modelo de camadas eletrbnicas nas quais o0s elétrons obedecem ao
principio de exclusdo de Pauli (dois elétrons ndo podem ocupar 0 mesmo
estado, ou ter todos 0s seus numeros quanticos assumindo valores idénticos).
Em 1926, Enrico Fermi obteve uma estatistica para sistemas de particulas de
spin semi-inteiro (caso dos elétrons) levando em conta tal principio. Heisenberg
e Dirac, em separado, relacionaram o tipo de estatistica quantica com o
comportamento da funcdo de onda sob permutacdoes de particulas entre
diferentes estados. Tais resultados, juntamente com a teoria quantica
relativistica de Dirac formam o alicerce sobre o qual se edificam as modernas

teorias sobre a estrutura da matéria condensada.

ApoOs esta pequena revisdo histérica, vejamos agora como a teoria
guantica descreve um sistema formado por atomos (uma molécula ou um
cristal de acido glutamico, por exemplo). Para cada atomo temos um certo
namero de elétrons e uma carga nuclear. Cada elétron i e cada nucleo | possui

suas coordenadas espaciais e de spin, que denotaremos por r; e R;. A funcéo
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de onda do sistema (V) depende das coordenadas de todos os seus

componentes, elétrons e ndcleos, e do tempo t:
Y= \P(n d I:e| ’t) (1)

De acordo com a mecanica quantica, a evolucdo temporal de Psi

obedece a equacao de Schrodinger:

~ s d
HY =17— 2)
ot
Onde i € a unidade imaginaria (J—_l) e h é a constante de Planck reduzida. H

€ 0 operador Hamiltoniano do sistema, obtido a partir do Hamiltoniano classico,

0 gqual pode ser escrito como:

N N e

H=T,+T +V,+V,, +V,, @

Onde T, e T, séo, respectivamente, as energias cinéticas eletrénica e nuclear.

A

V.,V e \7nn sdo termos de energia potencial eletrostatica correspondendo a

ee!? en

interacOes elétron-elétron (ee), elétron-nucleo (en) e nucleo-ndcleo (nn). Neste
Hamiltoniano ndo sdo incluidos termos de interagdo magnética ou outros
efeitos relativisticos. Tais correcbes podem ser necessarias, dependendo dos

elementos quimicos presentes no sistema.

Separando a dependéncia temporal da dependéncia nas coordenadas

espaciais, temos a chamada equacao de Schrodinger independente do tempo:
HY = EY (1)

Aqui, E é a energia associada ao estado ‘P(I’i, R,) estacionario (independente

do tempo).



48

No formalismo quantico, H é um operador que atua sobre ¥ . Cada
componente de H, portanto, deve ser um operador. 'fe e fn, no espaco de

coordenadas reais (r,R)), tornam-se operadores diferenciais de segunda
ordem, enquanto as interacfes eletrostaticas conservam sua forma classica.
Temos, portanto, que a equacdo de Schrodinger é uma equacdo diferencial
parcial com um numero potencialmente elevado de variaveis. Por exemplo,
para descrever um mol de matéria, seria necessario resolver uma equacao de
Schrodinger com um numero de parametros da mesma ordem de grandeza.
Computacionalmente tal tarefa € impraticavel. Faz-se necessario, por

conseguinte, algum tipo de aproximacéao para tentar obter algum resultado util.

A primeira tentativa consiste em separar os graus de liberdade
eletrénicos dos graus de liberdade nucleares. Tal abordagem é conhecida
como aproximacao de Born-Oppenheimer, e € justificavel na medida em que o
acoplamento entre as excitacfes eletronicas e as excitagdes vibracionais &
negligenciavel, o que ocorre em muitas situagfes. De fato, analisando o
sistema formado por elétrons e nlcleos, percebe-se que ha enorme
discrepancia nas ordens de grandeza das massas envolvidas. Um nucleo é
milhares de vezes mais pesado que um elétron, o que significa que este é
muito mais facil de acelerar do que aquele. A nuvem eletrénica, portanto, pode
adaptar-se quase que instantaneamente a qualquer mudanca nas coordenadas
nucleares, atingindo rapidamente um novo estado de energia minima. Pode-se
considerar, portanto, que para cada configuracao das coordenadas nucleares
R, os elétrons alcancam imediatamente o estado fundamental compativel com
aguela configuracdo, sendo desprezivel o acoplamento entre estados com
elétrons excitados e as oscila¢gdes nas posi¢des dos nucleos.

Com a separacao efetuada entre coordenadas eletronicas e nucleares, a

equacao de Schrodinger apenas para os elétrons fica:

(T, +V, +V, )¥(r,) = E¥(r) (5
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Note-se que a energia E aqui € puramente eletrénica. Para obter a
energia total, faz-se necessario acrescentar a E as energias eletrostatica de

interacdo nucleo-ndcleo e cinética nuclear. A dependéncia nas coordenadas

nucleares ainda aparece em V

en’

embora agora R, seja apenas um conjunto de

parametros mantidos fixos na equacao.

A funcdo de onda Y(I,) deve satisfazer, além da equacdo de
Schrédinger, o principio da exclusdo de Pauli. E interessante para tanto efetuar

a decomposicdo de ¥ em um produtério de fun¢des independentes de uma so6

coordenada:

() =y (v, (R)ys(5)...w,(r) ©

Tal "produtério de Hartree" (€ assim que o denominam os livros de
guimica quantica) desacopla as diferentes coordenadas eletrbnicas e € mais

uma aproximacao que se acrescenta para tentar resolver o problema quantico

multieletronico. Infelizmente, esta forma de expressar ¥ viola o principio da

exclusdo, porque admite que dois elétrons possam ocupar 0 mesmo estado

eletronico, ou seja, ¥ ¢é diferente de zero se . =y,;. Para resolver tal

problema, substituimos o produtério de Hartree por um determinante de Slater:

l//l(r1) Wl(rz) Wl(rs) Wl(rn)
Wz(rl) Wz(rz) Wz(rs) Wz(rn)

Y(r)=—7=lys( s\l s\l3) s\l
(r;) \/HW:() l//f) l//f) ) wf)m

Wn(rl) l//n(rz) l//n(r3) l//n(rn)

Tal formulacdo assegura imediatamente o principio de exclusdo, uma vez que

w, =y, deixa duas linhas da matriz idénticas, anulando seu determinante e

garantindo a anti-simetria da funcdo de onda com efeitos de troca (a permuta
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de coordenadas espaciais ndo altera a densidade de probabilidade, dada pelo
quadrado da funcdo de onda) e efeitos de correlagdo de troca (surge uma
espécie de repulsdo puramente quantica que impede os elétrons de ocuparem
0 mesmo estado quéntico). Considerando, porém, que elétrons com spins
opostos ndo sdo correlacionados nesta aproximacao, € comum afirmar que a
escrita da funcdo de onda como um determinante de Slater ndo inclui efeitos de

correlacao eletrbnica.

Substituindo a Equagéo (7) na equacgao de Schrodinger (5) e aplicando o
principio variacional para determinar as fungdes (orbitais) y;, que minimizam o
valor esperado para a energia (ou seja, uma aproximacao para 0 estado
fundamental do sistema multieletronico), encontram-se as equacbes de

Hartree-Fock candnicas:

() + 2(C,0)+ X,0) w0 = ()

=

A

Nesta expressdo, h representa a energia cinética do elétron mais a
energia potencial de interacdo com os nucleos, éj € o0 operador de Coulomb,

associado a intera¢des coulombianas com os elétrons nos estados j, enquanto

S

X; €& o operador de troca, ndo-local, que decorre da anti-simetria do

determinante de Slater. As equacdes de Hartree-Fock sdo ndao-lineares,

porquanto o orbital y, depende de um modo nao-trivial dos demais orbitais. Os
orbitais de Hartree-Fock y,, portanto, devem ser determinados de modo auto-

consistente.

A simulagdo computacional de moléculas na aproximacgdo de Hartree-
Fock exige algumas adaptacdes. Primeiramente, expande-se cada orbital em
um conjunto de funcdes de base finito. Em seguida, faz-se a substituicdo desta
expansdo nas equacdes de Hartree-Fock e, apO0s algumas manipulacdes

algébricas, obtém-se um conjunto de equacdes nao-lineares (equacdes de
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Roothan), cuja resolugéo resulta na configuragdo eletronica que minimiza a

energia molecular.

A aproximacao de Hartree-Fock constitui um avanco no calculo de
propriedades eletrbnicas de sistemas com muitos atomos. Entretanto,
apresenta varias limitagbes. Por exemplo, ndo leva em conta efeitos de
correlacdo e produz gaps de energia maiores que o0s observados
experimentalmente. Além disso, o custo computacional cresce rapidamente
com o tamanho da base usada na expansdo dos orbitais. Para tentar
solucionar estas dificuldades, varias propostas foram apresentadas, mas sem
duvida alguma a mais bem sucedida e amplamente utilizada em nossos dias é
a teoria do funcional da densidade (Density Functional Theory - DFT). No ano
de 1964, Hohenberg e Kohn publicaram um artigo (HOHENBERG et al, 1964)
no qual demonstraram os teoremas basilares desta teoria. O primeiro teorema
de Hohenberg-Kohn prova que a densidade eletronica do estado fundamental
determina de um modo Unico o operador Hamiltoniano e, portanto, todas as
propriedades de um sistema multieletrénico. Ja o segundo teorema afirma a
existéncia de um funcional de energia da densidade eletrbnica que s6 é
minimizado pela densidade eletrdnica correta para o estado fundamental.
Juntando os dois teoremas, deduz-se que as propriedades de uma molécula ou
de um cristal podem ser obtidas de modo exato se soubermos a forma correta
do funcional da densidade eletronica. Como esta densidade depende apenas
de trés coordenadas espaciais e do spin, o problema pode, em principio, ser
resolvido com uma facilidade muito maior que na aproximacgéo de Hartree-Fock
onde, como vimos, 0 nimero de coordenadas é diretamente proporcional ao
namero de elétrons. Um mol de moléculas necessita varios mols de equacdes
de Hartree-Fock para ser descrito, ou apenas uma equacdo envolvendo a

densidade eletrénica.

Infelizmente, no entanto, ainda ndo conhecemos a forma exata do
funcional da densidade que minimizado leva ao estado fundamental correto.
Além disso, a teoria do funcional da densidade ndo permite inferir as
propriedades de um material diretamente a partir da forma da densidade de

elétrons apesar desta ser suficiente, em principio, para tal tarefa. A relacao
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entre densidade eletrbnica e as propriedades que se deseja obter € nédo
raramente bastante sutil e ndo existe um método geral (por enquanto) capaz de
extrai-las (por exemplo, no caso de um sélido, verificar se 0 mesmo é condutor,
semicondutor ou isolante). O funcional de troca e correlacéo varia de um modo
n&do-analitico (descontinuo) com o numero de elétrons. E dificil discernir, na
densidade de elétrons, as estruturas normalmente usadas pela quimica para
compreender as interacdes interatdmicas, como ligacdes covalentes e ibnicas.
Para superar tais problemas, um método foi proposto por Kohn e Sham em um
artigo publicado em 1965 (KOHN et al.,, 1965). A idéia destes autores foi
aproveitar a forma exata do funcional para um ga4s de elétrons néo-
interagentes, relacionando-a com o problema multieletrénico incluindo
interacfes. Resolvendo o problema dos elétrons nédo-interagentes em um
potencial (conhecido como potencial de troca e correlagdo) correto leva a um
conjunto de equagdes diferenciais de Kohn-Sham bastante parecidas com as
equacbes de Hartree-Fock, e os orbitais que satisfazem estas equacdes

(orbitais de Kohn-Sham #.) geram uma densidade eletrbnica para o estado

fundamental:
() +C(0)+Vye (N |61 =560

C(r) é um termo de energia coulombiano e ch (r) € o potencial de troca e

A

correlacdo. h, como nas equacdes de Hartree-Fock, inclui a energia cinética e
a energia potencial elétron-nicleo. Sendo a energia cinética calculada usando
orbitais - e ndo somente em termos de densidade eletronica - ela se baseia em
propriedades quanticas que ndo se relacionam de modo trivial com a

densidade.

Kohn e Sham também propuseram uma forma aproximada para a
energia de troca e correlacdo para o limite de uma lenta variacdo espacial da
densidade eletronica, conhecida como aproximacdo LDA (Local Density
Approximation). Para obter a resolu¢cdo do problema de muitos elétrons na

aproximacdo LDA (ou em outras aproximacdes), 0 primeiro passo € escolher
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um valor inicial para a densidade eletrdnica, o que muitas vezes é feito a partir
da superposicdo de vérias densidades eletrbnicas calculadas para os atomos
individuais que formam o sistema em estudo. A partir desta densidade,
estimam-se as energias de Coulomb e de troca e correlacdo e o0s
correspondentes potenciais, que sdo inseridos na Equacdo (9). Esta é
numericamente solucionada expandindo os orbitais de Kohn-Sham em uma
base de funcbes adequada. A partir dos orbitais calculados, gera-se uma nova
densidade eletrbnica, que € novamente usada para calcular os potenciais e
resolver novamente a Equacao (9). O processo continua até que se alcance
convergéncia (autoconsisténcia). As fungbes de base sao escolhidas
geralmente em funcdo do problema abordado. Por exemplo, moléculas sdo
descritas usando funcbes gaussianas ou orbitais atdmicos, enquanto cristais,
em virtude de sua periodicidade, sdo descritos usando uma base de ondas
planas. Outras técnicas combinam os dois mundos, usando orbitais atbmicos

para regides proximas dos nucleos e ondas planas no espaco restante.

Apbs a autoconsisténcia ter sido alcancada, varias propriedades podem
ser obtidas, inclusive as for¢cas atuando sobre cada atomo. Estas forgas, por
sua vez, podem ser empregadas para determinar uma nova configuracdo de
coordenadas nucleares com menor energia. Em passos sucessivos, a
geometria de uma molécula ou de um cristal pode ser otimizada até se chegar
a um minimo energético que deve corresponder ao estado fundamental
observado na natureza. Computacionalmente, os calculos DFT demandam o
mesmo poder computacional que os calculos Hartree-Fock. A vantagem reside
no fato de a primeira forma de calculo incluir efeitos de troca e correlagéo
ausentes na segunda. As diferencas sao bastante perceptiveis, por exemplo,
guando se comparam o0s gaps de energia. Enquanto no método Hartree-Fock o
gap HOMO-LUMO (Highest Occupied Molecular Orbital-Lowest Unoccupied
Molecular Orbital) € maior que os valores experimentais, o método DFT produz

gaps menores.

A aproximacédo LDA se baseia no modelo do gas eletrénico homogéneo,
gue é apropriado para um sistema no qual a densidade de elétrons se
comporta de modo suave com a posi¢cdo. Quando se incorpora 0 spin, esta
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aproximacdo muda de nome para LSDA (Local Spin Density Approximation).
No intuito de melhorar a qualidade do funcional, foram desenvolvidos
funcionais que levam em conta também o modo como a densidade eletrénica
varia, ou seja, incluindo no funcional a densidade e o seu gradiente. Tais
funcionais GGA (Generalized-Gradient Approximation). A energia de troca e
correlagdo GGA é comumente dividida em termos de troca e de correlagéo
distintos. Os funcionais deste tipo sao construidos em geral usando
consideracdes tedricas sobre o comportamento que se espera do funcional de
troca e correlacdo exato em situagBes limitrofes, ou entdo com alguma
orientacdo de dados experimentais. Os funcionais de troca GGA mais usados
foram desenvolvidos por Perdew e Wang em 1986 (PERDEW et al., 1986)
(BURKE et al., 1998); (PERDEW et al., 1991; (PERDEW et al., 1996) e o de
Becke, em 1988 (BECKE, 1988). O funcional de Becke inclui parametros
empiricos ajustados a partir de dados experimentais para diversos atomos,
bem como uma contribuicdo de densidade local. Esses funcionais sao bastante
Uteis na predicdo de propriedades moleculares. Os funcionais de correlacao
GGA mais usados sao o de Lee-Yang-Parr (LYP) (LEE, 1988), o de Perdew
publicado em 1986 (PERDEW, 1986) e o de Perdew e Wang de 1991
(PERDEW, 1991), além do funcional de Becke denominado Bc95 ou B96
(BECKE, 1996), e o de Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE) (PERDEW et al., 1996),
sem ajustes empiricos. Quaisquer combina¢des de funcionais de troca e
correlacdo podem ser feitas. Além disso, é possivel também misturar
funcionais de tipos diferentes com pesos estimados com a ajuda de medidas
experimentais. S8o os chamados funcionais de troca e correlacdo hibridos,
dentre os quais um dos mais conhecidos chama-se B3LYP (BECKE et al.,
1993), que combina termos de troca e correlacdo LDA e GGA de modo a
proporcionar um bom acordo com diversas energias de atomizacao
moleculares. E grande o ndmero de funcionais com ajustes obtidos
experimentalmente. O funcional de troca e correlagdo de Van Voorhis-Scuseria
(VSXC) (VOORHIS et al., 1998), com 21 parametros, por exemplo, € um pouco
melhor que o B3LYP para o calculo de energias de atomizacdo, mas um pouco

pior na estimativa de comprimentos de ligagao.
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Estendendo a aproximagao GGA, Becke construiu um funcional de troca
e correlacdo com 10 parametros e que depende também da divergéncia do
gradiente das densidades eletronicas de spin e dos gradientes dos orbitais de
Kohn-Sham (BECKE, 1988); (SCHMIDER et al., 1998), que melhorou
ligeiramente os resultados GGA ao preco de um enorme aumento no custo
computacional dos calculos. Tal resultado, de fato, diminui a esperanca de que
sucessivas correcdes incorporando ordens de variagdo superiores da
densidade eletronica no funcional de troca e correlacdo possam trazer algum
beneficio. De qualquer forma, os funcionais GGA e hibridos fornecem em geral
boas geometrias de equilibrio, freqiiéncias vibracionais, momentos de dipolo e

energias de atomizacao.

Por conta de tantas correcbes e acertos empiricos, existe alguma
discusséo sobre se, de fato, a teoria DFT de Kohn-Sham pode ser considerada
como um método ab initio. A ignorancia do funcional de troca e correlagéo
verdadeiro e as sucessivas tentativas de aproxima-lo impedem que seja feita
uma declaracdo rigorosa neste sentido. No entanto, o nUmero de parametros
empiricos usados nos diversos funcionais, mesmo os hibridos, é muito menor
que os utilizados nos métodos semi-empiricos, que costumam ter fatores
experimentais para cada tipo de atomo. Por esta razdo, a aproximacao
proposta por Kohn-Sham pode ser posta a parte, separada de métodos ab initio
como o de Hartree-Fock e seus sucessivos aperfeicoamentos perturbativos.
Entre as limitacdbes da teoria do funcional da densidade podem ser
enumeradas: aplicabilidade restrita ao estado fundamental (algumas extensdes
para estados excitados, no entanto, ja comecam a aparecer), energias
menores que a energia exata por conta do excesso ha corregcdo aproximada de
troca e correlacdo, curvas de energia errbneas para nucleos muito separados,
energias de ativacdo de reagfes quimicas com erro consideravel, inexisténcia
de um procedimento padrdo para aprimorar a qualidade dos funcionais, falhas

ao lidar com interacdes de Van der Waals, entre outras.
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1.8 LUMINESCENCIA

A luminescéncia compreende trés meétodos opticos denominados de:
fluorescéncia molecular, fosforescéncia e quimioluminescéncia. O espectro de
emissdo de cada uma destas técnicas fornece informacdes para analise
qualitativa e quantitativa.

A fluorescéncia e fosforescéncia sao semelhantes, pois ambas
absorvem fotons na excitacdo. Por esta razdo as duas técnicas sdo conhecidas
como fotoluminescéncia.

A diferenca entre a fluorescéncia e a fosforescéncia, € que na primeira a
energia responsavel pela transi¢éo eletrdnica, ndo envolve mudanca no spin do
elétron. Como consequéncia a fluorescéncia possui um curto tempo de vida,
com a luminescéncia cessando quase que imediatamente (107 s).

Em compensacdo, uma mudanca na orientacdo do spin do elétron, na
emissao fosforescente, causa um aumento de varios segundos na duracao da
radiacdo. O comprimento de onda da fluorescéncia e fosforescéncia € maior do
gue a radiacao usada para sua excitacao.

O terceiro tipo de luminescéncia € a quimioluminescéncia, que é
baseada no espectro de emissdo de um espécie excitada que se forma no
curso de uma reacao quimica.

A medida de intensidade da fotoluminescéncia e da quimioluminescéncia
permite a determinacdo quantitativa de uma variedade de espécies organicas e
inorganica importantes em quantidade de tragos.

Atualmente, o nimero de métodos fluorimétricos € bem maior do que as
aplicactes de fosforescéncia e quimioluminescéncia.

O que torna a luminescéncia um método atrativo, € a sua sensibilidade,
com limite de deteccdo da ordem de um a trés vezes menor do que aquelas
encontradas em espectroscopia de absorcdo. Deteccéo tipica ocorre na faixa
de parte por bilhdo (ppb). Outra vantagem do método de fotoluminescéncia &
sua grande faixa de concentracdo, frequentemente maiores do que aquelas

encontradas em meétodos de absorc¢ao.
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1.8.1 TEORIA DE FLUORESCENCIA E FOSFORESCENCIA

A fluorescéncia ocorre nos estados gasosos, liquidos e sistema quimicos
sélidos. O tipo mais simples de fluorescéncia é aquele exibido por vapores
atdmicos diluidos. Por exemplo, o elétron 3s do &tomo de sddio vaporizado
pode ser excitado para o subnivel 3p pela absorcdo de uma radiacdo de
comprimento de onda de 5896 e 5890 A. Apés 10 & 10®%s, o elétron retorna
para o estado inicial emitindo radiacdo no mesmo comprimento de onda. Este
tipo de fluorescéncia, em que a radiacdo emitida € a mesma que a absorvida, é
conhecida como flourescéncia de ressonancia ou radiacdo de ressonancia.

Espécies moleculares também exibem fluorescéncia de ressonancia.
Entretanto é mais freqlente, bandas de fluorescéncia ou fosforescéncia
aparecerem em comprimentos de onda mais longos do que a linha de

ressonancia.

1.8.2 SPIN ELETRONICO

O principio de exclusdo de Pauli estabelece que dois elétrons em um
atomo ndo podem possuir 0 mesmo conjunto de quatro nimeros quanticos.
Esta restricdo requer que ndo mais que dois elétrons ocupem o mesmo orbital.
Dois elétrons no mesmo orbital possuem obrigatoriamente spins opostos.
Nestas circunstancias, os elétrons estdo emparelhados. Devido ao
emparelhamento de elétrons, a maioria das moléculas sdo diamagnéticas, ou
seja, elas ndo sao repelidas por um campo magnético permanente (estéatico).

JA os radicais livres, sdo paramagnéticos por possuirem elétrons
desemparelhados, tornando-os atraidos por um campo magnético, ou seja, Sao

paramagnéticos.

1.8.3 ESTADO EXCITADO SINGLETE/TRIPLETE

O estado singlete é aquele em que todos os spins eletrbnicos de uma
molécula encontram-se emparelhados e nao ocorre desdobramento em niveis
de energia quando a molécula é submetida a um campo magnético (neste caso
negligencia-se o0s spins nucleares). No caso de um radical livre seu estado
padrdo é um dublete devido ao numero impar de elétrons, de tal forma que
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quando submetido a um campo magnético, duas orientacdes sdo possiveis,
com niveis de energia ligeiramente diferentes.

Quando um dos elétrons de um par € excitado para um nivel superior de
energia, um estado singlete ou triplete € permitido.

O estado singlete € aquele no qual o elétron excitado mantem-se
emparelhado com aquele que ficou no nivel de energia inicial.

O estado Triplete € quando o elétron promovido torna-se

desemparelhado de acordo com a Figura 10 .

I B

(a) (b) (c)

Figura 10 . Representacédo dos estados: fundamental singlete (a), excitado
singlete (b) e excitado triplete (c).

Normalmente, o estado triplete excitado € de menor energia que o
estado singlete. As propriedades de uma molécula no estado triplete diferem
significativamente do estado singlete. No caso do triplete, 0 mesmo é
paramagnético, enquanto o singlete é diamagnético. Por outro lado €
importante frisar que transigao singlete/triplete e vice-versa envolve o estado do
spin eletrbnico, o que € menos provavel na transicdo singlete/singlete. A
consequéncia disso € que o elétron no estado triplete possui um tempo de vida

variando entre 10™ & varios segundos.

1.8.4 DIAGRAMA DOS NIVEIS DE ENERGIA PARA MOLECULAS
FOTOLUMINESCENTES.

A figura 11 € um diagrama dos niveis de energia para uma molécula

fotoluminescente. A linha inferior em negrito representa o estado de energia
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padrdo (minimo) da molécula, que normalmente € um estado singlete e é
denominada S,. A temperatura ambiente, este estado representa as energias
de todas as moléculas em uma solucéo.

As linhas superiores em negrito sdo niveis de energia para o estado
vibracional padrdo. As duas linhas a esquerda representam o primeiro (S1) e 0
segundo (S3), que séo estados singletos eletrbnicos. O Unico a direita (T,)
representa a energia do triplete. Como acontece de praxe a energia do triplete
excitado é menor do que a energia do correspondente singlete.

Numerosos niveis de energia vibracionais estdo associados com cada
um dos quatro estados eletronicos, como estdo sugeridos pelas linhas mais
claras horizontais. Como esta mostrado na Figura 11, a excitacdo desta
molécula pode ser levada pela absorcdo de duas bandas de radiacbes, uma
centrada no comprimento de onda A1(S, —®S1) e a segunda em torno de um

comprimento de onda mais curto A, (So=*>S,).

Estado singlete excitado Estado Trplete excdado

Conversdo Relaxagic
Interna Vibracional

t ‘ Cruzamento
[ | * entre sistemas
)
! (4’
4 ’ ‘l I N §
) z
rf, [ |
] N
» Conversio I I
G 2 Intema e I ' l
Externa 1 |
Absorgio | Fluorescéncia Fosforescéncia
|| | ! |
| dbd
{11
] i HEK;
| 4 Relaxagdo l
| ‘ . Vibracional { *.-, ‘
Estado 1| ||| [ ) { i

Fundamental

Figura 11 Diagrama parcial de Energia do Sistema Fotoluminescéncia
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Simular, cristalizar e caracterizar opticamente cristais da modificacbes

a(metaestavel) do acido L-glutamico.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

Cristalizacdo pelo método de resfriamento lento da modificagdo (alfa) a
metaestavel.
Realizar o estudo teodrico, através de simulacdo pelo método ab-initio, com a
finalidade de:

1) Determinar a geometria e a conformacao mais estavel.

2) Calcular as estruturas de bandas e as propriedades eletrénicas e Opticas

dos cristais.

Realizar estudos experimentais de absorcao e fluorescéncia do cristal alfa a

(metaestavel).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CRESCIMENTO DE CRISTAIS DE ACIDO L-GLUTAMICO

A massa do p6 de alta pureza (>99%) do acido L-glutamico foi pesada
com auxilio de uma balanca eletrénica digital com precisdo de 0,0001 g.
Preparou-se com agua Milli-Q vérias séries de solu¢des de 40 mL a diferentes
concentracbes com base no coeficiente de solubilidade a 25 °C do &acido L-

glutédmico (0,864 g/100 mL) de acordo com o seguinte procedimento:

¢ A massa de aminoacido pesada era misturada a agua Milli-Q;

¢ A mistura era submetida a varias temperaturas com agitacoes
ocasionais até a completa dissolu¢do, através de um agitador
magnético;

¢ ApOs a dissolucdo, a solucdo obtida era filtrada para uma proveta
através de um funil contendo papel filtro, visando a retirada de possiveis
impurezas;

¢ Depois da filtracdo, a solucao era transferida para varios béqueres, os

guais eram devidamente vedados com filme de PVC.

Os béqueres com as solucdes eram deixados em repouso em diferentes
temperaturas, de acordo com o método de resfriamento do solvente; apos
varios dias comecavam a aparecer um numero variavel de pequenos cristais
possiveis de serem vistos a olho nu. Quando o cristal parava de crescer, era
retirado da solucdo de crescimento, secado e isolado em papel aluminio e
caixa propria etiguetada com codigo referente aquele anotado no livro de

crescimento de cristais do laboratério.

Na Tabela 06 constam as descricbes com mais detalhes dos materiais,

insumos e equipamentos usados nessa etapa do trabalho.



Tabela 6 - Materiais,
crescimento dos cristais.
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insumos e equipamentos utilizados no

Materiais

Béquer de vidro de 50ml

Bal&@o volumétrico

Massa magnética

Pincas cirargicas

Espatulas de aco

Papel Filtro

Pipetas automaticas Eppendorfs
Provetas de vidro de 50mL
Funis

Filmes de PVC

Papel aluminio

Insumos

Agua Milli Q, resistividade de 18.2Q
Agua destilada

Pé de acido L-glutdmico de alta pureza (99%)

Equipamentos

Agitador magnético Fisher

Balanca de precisdo (4 digitos) Denver Inst.
Mold. A-200

Banho-maria
Camara fria de 4 °C

Camara fria de 8 °C

3.2. MEDIDAS DE TRANSMISSAO

As medidas de transmissdo de radiagdo (em percentual) foram

realizadas com um espectrometro J&M MSP800 acoplado a um microscépio

Zeiss. Foi utilizado uma fonte de luz de Deutério-Halogénio-combinada e
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objetiva Zeiss Ultrafluor 10x/0,2. A area da medicao foi 40x160 pm, com tempo
de 10ms e 100 acumulacdes. A faixa de deteccéo foi de 182 - 998 nm. Para a

obtencéo da absorc¢éo, utilizou-se a seguinte relacao:

Absorcéao (%) = 1-Transmisséao (%)

3.3. MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

As medidas de fluorescéncia no cristal foram realizadas com um
espectrometro J&M MSP800 com Monochromador FL 3095, acoplado a um
microscopio Zeiss. Foi utilizada uma fonte de luz de Deutério-Halogénio-
combinada e objetiva Zeiss Ultrafluar 10x/0,2. Foram realizadas excitacdes de
247, 252, 262 e 272 nm. A area da medicdo foi 200 x 200 um, com tempo de
5s, sem acumulag@es. A faixa de deteccgéo foi de 182 - 998 nm. Também foram
realizadas medidas de luminescéncia em uma solucédo aquosa de 0,01 mol/L
de acido L-glutamico (origem), nas excitacfes de 247, 252, 262 e 272 nm, em
espectrometro de fluorescéncia Hitachi - modelo F-4500, no Laboratério Bio-
Inorganica do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Ceara
(UFC).

3.4. CALCULOS AB-INITIO

As estruturas cristalinas dos polimorfos de &cido glutdmico a e B, os
quais estdo mostrados na Figura 15 foram determinados por raios-X
(KIROKAVA, 1955; BERNAL1931; NAGAHISMA, 1970; SHIAHATA, 1980) e
difracdo de néutrons (LEHMANN et al.,1980; LEHMANN et al., 1972). Séao
pontos de partida Uteis para a realizacdo de métodos quanticos de primeiros
principios para o céalculo de propriedades estruturais empregando a teoria
funcional de densidade (DFT)(HOHENBERG et al., 1964; KOHN et al., 1965)
com as mudancas do potencial de correlagédo considerados na aproximacao
generalizada de gradiente usando os termos de Perdew-Burke-Ernzerhof
(PERDEW et al., 1996). Os calculos computacionais foram realizados com o
cédigo CASTEP, (SEGALL et al., 2000) usando base de onda plana e
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pseudopotenciais de Vanderbilt ultraleves (VADERBILT, 1990). Um corte de
energia de 300eV para a base de onda-plana foi adotada, uma tolerancia de 5
x 107 eV/ &tomo para o campo de célculos auto-consistente,e 232 elétrons de
valéncia (36 H-1s? , 80 C-2s°2p?, 20 N-2s%2p?, 96 O-2s2p*).

Na otimizagdo geométrica, ambas as coordenadas internas e o0s
parametros de rede foram permitidos relaxar de acordo com o algoritimo de
Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shannon (PFROMMER,1997), com um numero
méaximo de 500 passos de interacdes, 20 peV por &tomo para a variagdo de
energia total, 0,05 eV/A como a variacéo para a forca maxima em cada atomo,
0,2pm para o deslocamento atdmico, e 0,1GPa para o estresse de tensor. De
forma a encontrar a estrutura de mais baixa energia dos polimorfos o e  de
acido glutamico, nés checamos como limiar de convergéncia para a otimizacao
de geometria uma variacdo de energia total menor do que 5,0 x 10° eV/ &tomo
em trés passos sucessivos auto-consistentes, 0,01 eV/A para a forca maxima ,
0,02 GPa para a pressdo méaxima e 5x10™ A para o deslocamento méaximo.

Depois da otimizacdo de geometria, as propriedades eletrbnicas e
Opticas foram calculadas. Doze bandas vazias foram consideradas para a
estrutura de bandas, densidade de estados, e propriedades O6pticas dos
polimorfos a e B de acido glutdmico. O esquema de Monkhorst-pack
(MONKHORST et al., 1977; PACK et al., 1977) para a integracado na zona de
Brillouin com grades de 2x2x3 e 4x1x3 foram adotados para os polimorfos a e
B de acido glutamico, respectivamente. A densidade de estados foi computada
por meio de um esquema desenvolvido por Ackland, (ACKLAND, 1998)
engquanto os célculos das densidades parciais de estados foram baseados nas
analises de populagdes de Mulliken com a contribuicdo relativa de cada atomo.
(SEGAL, et al., 1996a; SEGAL, et al.,1996b).
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.-CRESCIMENTO DE CRISTAIS DE ACIDO L-GLUTAMICO

Como a forma mais comum de cristal do acido glutdmico é a 3, o
experimento teve que ser realizado de forma a favorecer o crescimento da
forma a, que € a de interesse. Diversas condi¢gdes foram experimentadas, de
forma a explorar a cinética de crescimento dos polimorfos, a qual constitui o
fator principal resultante no aparecimento da forma a ou 3. (CASHELL et al.,
2004).

O método de resfriamento do solvente foi utilizado para a realizagéo
desse trabalho devido as descricdes presentes na bibliografia (BERNSTEIN et
al.,, 1991; GARTI et al., 1997; SANO et al., 1997), além da disponibilidade do
aparato e ao fato de ja ter sido empregado com sucesso pelo nosso grupo de
pesquisa.

Sabendo-se que o gradiente de temperatura (diferenca entre a
temperatura de dissolucdo e a alcancada no equilibrio) influéncia de forma
decisiva na obtencdo do cristal, 5 (cinco) temperaturas diferentes foram

utilizadas:

e 20 °C (temperatura da Sala de Crescimento de Cristais);

e Céamaras frias de 4 °C e 8 °C da Sala de Crescimento de Cristais;

e 20 °C aproximadamente, temperatura do Laboratério de Moléculas
Biologicamente Ativas)

e 4 °C temperatura da geladeira.

Para a dissolucdo do aminoacido, duas temperaturas foram

experimentadas:

A 25 °C, utilizando-se uma saturacdo de 100 %, correspondente a 0,0751
Mol/L,e a 62 °C, utlizando-se uma saturacdo arbitraria de 166 %,

correspondente a 0,125 Molar.
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De todas as condi¢cbes testadas apenas duas apresentaram resultados

satisfatorios:

1) A solugéo preparada a 62 °C (166% de saturagdo) e deixada em
repouso na temperatura ambiente do Laboratério de Moléculas
Biologicamente Ativas (aproximadamente 20 °C) apresentou cristais na
forma a de dimensdes : 5,0x4,0x2,0 mm apds 72 horas (Figura 12)

2) A solucéo preparada a 62 °C e deixada em repouso na geladeira (4 °C)

apresentou sementes (forma a) apos 72 horas, as quais foram

posteriormente utilizadas para otimizar o crescimento de cristais obtidos na

condicao supracitada.

Figura 12 .Foto de um cristal de acido L-glutamico (polimorfo o)
crescido pelo método de resfriamento.

Nas demais temperaturas ndo houve sinal de crescimento de cristais.

O provavel motivo pelo qual as formas a dos cristais de acido L-
glutdmico cresceram na bancada do Laboratério de Moléculas Biologicamente
Ativas e na geladeira deve ser a vibracdo presente, a qual pode ter sido
suficiente para impedir a nucleacao de cristais da forma 3 na superficie dos a
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cristais ou os a- cristais formados com vibragdo ndo apresentaram faces
cristalinas suficientemente bem formadas, sobre as quais os cristais da forma 3
deveriam nuclear. Todas as outras condi¢cfes testadas apresentavam auséncia

de vibracao.

4.2. CALCULOS DE PRIMEIROS PRINCIPIOS

4.2.1. OTIMIZACAO ESTRUTURAL

O acido glutdmico cristaliza-se em duas fases, a e 3, ambas
ortorrdombicas (angulos a = B = y = 90°), com quatro moléculas por célula
unitaria (4 x 19 = 76 atomos por célula) e 4 operacdes de simetria (1 identidade
+ 3 screw axis), pertencendo ao grupo espacial P2:2:2;. As diferencas entre os
dois cristais aparecem nos parametros de rede e nas posicoes relativas dos
atomos. Os parametros de rede experimentais para a fase a sdo a = 10.282 A,
b=28779 Aec=7.068A (LEMHMANN & NUNES, 1980), com um volume
igual a 638 A® e densidade de 1.53 g/cm®. J4 para a fase Btemos a=5.17 A, b
= 1734 A e ¢ = 6.95 A (HIROKAWA, 1955), volume igual a 623.05 A® e
densidade de 1.57 g/cm®. As moléculas no interior das células unitarias seréo
identificadas usando-se a notac¢do M;(j), onde i = a,8 para a fase cristalina e j =
1,2,3,4. A figura 13 mostra a disposicdo espacial dos &tomos nas

conformacdes de cada cristal, bem como seus rétulos.
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Figura 13 .Conformacgoes do acido glutamico nos cristais a e 8. A notagao
usada para indicar os atomos de cada formacdo também € apresentada

A Tabela 7 apresenta as coordenadas internas reduzidas, ou seja,
relativas aos parametros de rede , de uma molécula do cristal (M;(1)) obtidas
experimentalmente. C, € o carbono a e C é o carbono que se liga aos
oxigénios do grupo carboxila (respectivamente, O; e O;). Os carbonos do
radical do aminoacido sdo enumerados de 1 a 3, em sequéncia. Ao carbono C3
ligam-se um &atomo de oxigénio Ocz e o grupo O-H (4tomos Oy e Ho,
respectivamente). Os hidrogénios que se ligam ao nitrogénio N sao indicados
por H;, H, e Hs. Os hidrogénios ligados aos carbonos 1 e 2 sdo indicados por
Hci1, Heiz, Heo: € Hezz, € 0 hidrogénio ligado ao carbono a é representado por
Hca.



69

Tabela 7 - Coordenadas reduzidas dos atomos na molécula Mi(1) de acido
glutamico de acordo com (LEMHMANN & NUNES, 1980).

Cristal a Cristal B

Atomo x/a y/b zlc x/a y/b zlc

Ca 0.546720 0.434050 0.360400 0.537000 0.591000 0.601000
C 0.656260 0.543460 0.417850 0.675000 0.513000 0.637000
C 0.500980 0.335290 0.525890 0.429000 0.623000 0.794000
C, 0.449290 0.425700 0.695580 0.250000 0.694000 0.781000
Cs 0.323200 0.505250 0.650850 0.393000 0.773000 0.746000
N 0.597920 0.331460 0.209690 0.337000 0.579000 0.457000
0O, 0.628450 0.684070 0.422960 0.525000 0.455000 0.658000
(02 0.763820 0.487040 0.456630 0.908000 0.516000 0.680000
Ocs 0.219710 0.439120 0.637220 0.600000 0.776000 0.670000
On 0.334600 0.652630 0.624280 0.254000 0.825000 0.808000
Hi 0.522000 0.268900 0.150500 0.243000 0.628000 0.415000
H, 0.645000 0.393900 0.102900 0.430000 0.546000 0.362000
Hs 0.664000 0.255400 0.266100 0.192000 0.558000 0.533000
Hca 0.465800 0.498100 0.297900 0.677000 0.630000 0.539000
Hc11 0.425300 0.256400 0.475800 0.589000 0.633000 0.887000
Hci2 0.584200 0.266900 0.574200 0.333000 0.575000 0.872000
Hco1 0.430100 0.345400 0.810800 0.138000 0.697000 0.910000
Hcao 0.521800 0.508800 0.744800 0.112000 0.684000 0.668000
Ho 0.247500 0.706200 0.601900 0.333000 0.873000 0.823000
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Na Tabela 8 acham-se indicadas as posi¢bes absolutas (em A) dos

atomos na célula unitaria. Um comparativo com os dados obtidos teoricamente

sera feito posteriormente. A figura 14 exibe uma superposicdo das

conformacdes moleculares de cada fase cristalina. Nota-se que a grande

diferenca entre ambas reside na orientagcdo espacial da cadeia lateral. As

figuras 15, 16 e 17 mostram as células unitarias e diversas vistas dos cristais,

gue sao estabilizados por ligacdes de hidrogénio.

Tabela 8 - Coordenadas absolutas dos atomos na molécula Mi(1) de acido
glutamico obtidas experimentalmente (HIROKAWA, 1955).

Cristal a Cristal B

Atomo X(A) y(A) z(R) x(A) y(A) z(R)

Cqa 5.621380 3.810520 2.547310 2.776290 10.247940 4.176950
C 6.747670 4.771040 2.953360 3.489750 8.895420 4.427150
C: 5.151080 2.943510 3.716990 2.217930 10.802820 5.518300
C, 4.619600 3.737220 4.916360 1.292500 12.033960 5.427950
Cs 3.323140 4.435590 4.600210 2.031810 13.403820 5.184700
N 6.147810 2.909890 1.482090 1.742290 10.039860 3.176150
01 6.461720 6.005450 2.989480 2.714250 7.889700 4.573100
0O 7.853600 4.275720 3.227460 4.694360 8.947440 4.726000
Ocs 2.259060 3.855030 4.503870 3.102000 13.455840 4.656500
On 3.440360 5.729440 4.412410 1.313180 14.30550 5.615600
Hi 5.367200 2.360670 1.063730 1.256310 10.889520 2.884250
H., 6.631890 3.458050 0.727300 2.223100 9.467640 2.515900
Hs 6.827250 2.242160 1.880790 0.992640 9.675720 3.704350
Hca 4.789360 4.372820 2.105560 3.500090 10.92420 3.746050
Hcia 4.372930 2.250940 3.362950 3.045130 10.976220 6.164650
Hcio 6.006740 2.343120 4.058450 1.721610 9.97050 6.060400
Hcoa 4.422290 3.032270 5.730730 0.713460 12.085980 6.324500
Hcoo 5.365150 4.466760 5.264250 0.579040 11.860560 4.642600
Ho 2.544800 6.199730 4.254230 1.721610 15.137820 5.719850




71

Comparando os comprimentos de ligacdo | nas duas fases cristalinas,
temos, para a fase a (8): I(Co-C ) = 1,535 A (1,549 A), I(Co-N ) = 1,491 A (1,454
A), 1(O4-Ho) = 1,024 A (0,933 A), I(C-01) = 1,268 A (1,278 A) e I(C-O,) = 1,242
A (1,242 A); e a distancia d(N-Op) = 4,885 A (4,933 A). Nota-se que a molécula
no cristal B € mais alongada que no cristal a. Para os angulos de ligagédo
temos, no caso da fase a (B8): 6(01-C-O,) = 125,644° (126,424°), B(C-Cy-N) =
107,934° (108,281°), B(N- C, -Ci) = 108,205° (112,916°), 6(Cq-C1-C»)
114,280° (116,714°), 6(C1-C,-C3) = 111,975° (114,922°), 6 (C,-C5-O) =
114,218° (107,993°) e 6(C3-On-Ho) = 113,376° (115,915°). Os angulos entre os
atomos de carbono sdo mais abertos na estrutura 8. Finalmente, os angulos de
torcdo: t(C-Co-C1-Cz) = 59,217°  (-170,989°), 1(N-C,-C:-C,) = 178,817°
(50,103°% e t( C4C1-C,o-C3) = 68,303° (-77,100°). A variagdo nos angulos t

revela diferencas significativas na disposicdo espacial dos atomos de carbono

entre os dois cristais de acido glutamico.

Figura 14. Sobreposi¢cao das conformacdes dos polimorfos a e B do acido
L-glutamico.
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Sobrepondo as duas conformacfes do acido glutdmico: a molécula
marrom € a que aparece na fase a , enquanto a de cor azul corresponde a
estrutura B. A superposicdo na parte superior esquerda tenta minimizar a
diferenca média quadrética entre as coordenadas atdmicas. A da parte superior
direita alinha o grupo carboxila de ambas as conformagbes, enquanto o
desenho na parte inferior ajusta os grupos amina e carboxila, juntamente com o
carbono C, mostrando a diferenca na disposicdo espacial do radical do
aminoéacido. Vé-se claramente que a conformacao na fase 8 € mais “comprida”,
por causa dos angulos mais abertos no backbone formado pelos atomos de

carbono.
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IL aGlu

Figura 15.Vistas das células unitarias do acido glutamico para os cristais
aef.
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Figura 16.Diferentes perspectivas de varias células unitarias adjacentes
do cristal a. . Nota-se a estrutura de pontes de hidrogénio que estabiliza a
rede cristalina (linhas tracejadas em azul-claro).
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Figura 17.Vistas de células unitarias adjacentes do cristal

A estrutura de pontes de hidrogénio que estabiliza a rede cristalina é

assinalada pelas linhas tracejadas em azul-claro.
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A otimizacao da geometria dos cristais de acido glutamico em funcéo da
energia total (ou seja, minimizando a energia total da célula unitaria em cada
fase) foi realizada usando o cédigo CASTEP, parte do Materials Studio
Modeling 4.0. Os célculos empregaram o funcional GGA (Generalized Gradient
Approximation) desenvolvido por Perdew, Burke e Ernzerhof (PERDEW et al.,
1996). A expansédo da funcédo de onda eletronica foi feita numa base de ondas
planas com energia de corte de 300 eV em ambas as configuracdes cristalinas,
considerando 232 elétrons de valéncia para cada sistema (36 elétrons para 0s
hidrogénios H-1s?, 80 elétrons para os carbonos C-2s? 2p?, 20 elétrons para 0s
nitrogénios N-2s® 2p3 96 elétrons para os oxigénios O-2s® 2p*). Ndo foram
levados em conta efeitos relativisticos, tendo em vista os baixos numeros de
massa das espécies envolvidas. Para a autoconsisténcia os seguintes critérios
foram considerados: energia total por atomo com variagdo menor que 2 peV
em trés iteragcdes consecutivas e autoenergias com variagdo menor que 1 peV.
O numero maximo de ciclos autoconsistentes para ndo-convergéncia foi igual a
100, com um smearing gaussiano nos niveis de energia de 0.1 eV e uma
tolerancia na variacéo da energia de Fermi inferior a 0.1 peV. O esquema de
mistura da densidade eletrbnica de Pulay foi escolhido com histérico de 20
iteracOes e amplitude de mistura igual a 0.5. Para a otimizacdo de geometria foi
adotado o método BFGS (PFROMMER et al., 1997), permitindo relaxar,
juntamente com as coordenadas internas, os proprios parametros de rede das
células unitarias. O tamanho do conjunto de base foi mantido fixo, e o nimero
de passos maximo para nao-convergéncia foi mantido em 500 iteracdes. As
tolerancias de convergéncia foram de: 20 yeV na variagao da energia total por
atomo, 0.05 eV/A na variacdo da forca maxima sobre cada atomo, 0.2 pm na
variacdo maxima do deslocamento atdbmico e 0.1 GPa na componente maxima
do tensor de stress. Para a janela de convergéncia na otimizagdo da geometria,
foram consideradas duas iteracgoes.

Pseudopotenciais ultramacios de Vanderbilt (VANDERBILT, 1990) foram
utilizados para descrever os elétrons de caroco. Os pseudopotenciais foram
gerados usando o funcional LDA (Local Density Approximation) de troca e
correlagcdo desenvolvido por Ceperley e Alder (CEPERLEY et al., 1980). As

integrais no espaco reciproco foram computadas usando a amostragem de
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Monkhorst-Pack (MONKHORST et al.,, 1976); (MONKHORST et al.,, 1977).
Para o cristal na fase a , foi escolhido um conjunto de pontos 2 x 2 x 3,
engquanto que para a fase B adotou-se uma amostragem de 4 x 1 x 3 pontos (a
diferenca deve-se ao diferente formato das células unitarias, com a fase 8 mais
alongada ao longo da direcdo b em comparacdo com a fase a) . Um conjunto
de 12 bandas vazias foi considerado nos célculos para a estrutura de bandas,
densidade de estados total e parcial e propriedades opticas (funcao dielétrica e
absorcéo), sendo usado na obtencdo destas propriedades o mesmo funcional
de troca e correlagdo dos calculos de otimizagdo de geometria.

A Tabela 9 apresenta os parametros de rede, volume e densidade
calculados no formalismo de primeiros principios, em comparagdo com 0S
dados experimentais. Nota-se que os valores dos parametros de rede sédo
sensivelmente menores para o célculo GGA-PBE quando confrontados com os
dados de raio-X. A maior variacdo é observada para a fase 8, com um volume
quase 21% menor (e, consequentemente, uma densidade quase 26% maior).
Espera-se, num calculo GGA, que o volume da célula unitaria seja um pouco
maior que o valor experimental, porquanto este método tende a subestimar a
intensidade das interacdes entre os componentes de um cristal. Os resultados
agui apresentados, entretanto, contradizem esta expectativa. Testes com um
nivel maior de refinamento na energia de corte e o emprego de
pseudopotenciais mais duros podem dar uma idéia melhor da causa desta
discrepancia, elucidando se a mesma decorre de um erro intrinseco da
metodologia - talvez por conta de particularidades da estrutura eletrénica do
material - ou do nivel de calculo. A Tabela 10 apresenta as coordenadas
reduzidas calculadas dos &tomos nos cristais e a tabela 11 as coordenadas
absolutas. As Figuras 18 e 19 comparam estes dados tedricos com os dados
experimentais, para os dois tipos de cristal, revelando as flutuagdes nas
coordenadas tedricas observadas ao longo das diversas dire¢es cristalinas e
o deslocamento quadratico em relacdo aos valores experimentais. A variacado
maior é observada para o cristal 8 de acido glutamico. Por exemplo, os valores
absolutos das coordenadas da molécula de referéncia M;(1) calculadas para o
cristal a variam de 0.25 e 0.4% em comparacdo com as medidas de raios-X,
enquanto que para o cristal 8 a mesma variacdo oscila entre 0.5 e 1%. Nas

diferentes direcdes cristalinas, em comparacdo com os dados experimentais, 0
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cristal a possui maior variacdo nas coordenadas absolutas calculadas ao longo
da direcdo a, enquanto o cristal 8, na mesma condic&o, varia mais ao longo da

direcéo b.

Tabela 9 -Parametros de rede, volume da célula unitaria e densidade de
massa para as duas fases do cristal de acido glutamico: comparacéao
entre resultados experimentais e calculos de primeiros principios. Os
percentuais sao relativos aos dados experimentais.

Cristal a Cristal 8
Parametro Experimental GGA-PBE Experimental GGA-PBE
a (&) 10.882 9.88252 (-9.18%) 5.17 4.73629 (-8.39%)
b (A) 8.779 8.44506 (-3.80%) 17.34 16.5529 (-4.54%)
c(A) 7.068 6.79410 (-3.88%) 6.95 6.30104 (-9.34%)
3 567.025 (- 493.997 (-
V(A% 638 623.05
11.12%) 20.71%)
s 1.72349 1.97287
P (g/cm®) 1.53 1.57

(+12.65%) (+25.66%)
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Tabela 10 - Coordenadas reduzidas dos atomos na molécula Mi(1) de
acido glutamico calculadas usando o funcional de troca e correlacao

GGA-PBE
Cristal a Cristal B

Atomo x/a y/b zlc x/a y/b zlc

Ca 0.546090  0.425740  0.369680  0.552060  0.592570  0.582470
C 0.660740  0.533950  0.427080  0.683660  0.511480  0.608780
(o 0.502330  0.322630  0.538570  0.434040  0.613930  0.796940
C, 0.449440  0.416930  0.710570  0.239070  0.684350  0.800030
Cs 0.324590  0.503580  0.655920  0.384510  0.761320  0.759530
N 0.593260  0.324580  0.208120  0.330460  0.590670  0.423090
(o)} 0.636470  0.682560  0.430510  0.522750  0.450390  0.612780
0, 0.772880  0.473680  0.465820  0.944130  0.509090  0.640770
Ocs 0.213470  0.438260  0.634600  0.631670  0.764260  0.694770
On 0.341840  0.655030  0.626530  0.233240  0.824770  0.802100
H, 0.510820  0.263090  0.146550  0.267840  0.648990  0.374960
H, 0.639840  0.394010  0.097700  0.398030  0.558640  0.288700
Hs 0.661370  0.239770  0.262350  0.157210  0.560300  0.489230
Hea 0.462130  0.495230  0.312190  0.709730  0.636210  0.535250
Hen 0.424400  0.240150  0.488400  0.610550  0.626210  0.901060
Heio 0.588580  0.253200  0.587480  0.320800  0.562790  0.862010
Hea 0.424500  0.334500  0.828060  0.146510  0.689080  0.956960
Hean 0.525870  0.499200  0.764760  0.058010  0.679500  0.694100
Ho 0.251340 0.716540  0.596500  0.349380  0.880980  0.829610
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Tabela 11 - Coordenadas absolutas dos atomos na molécula Mi(1) de
acido glutamico calculadas no formalismo GGA-PBE.
Cristal a Cristal B

Atomo X(A) y(A) z(R) X(A) y(A) z(R)
Ca 5.396700  3.595390  2.511650  2.614730  9.808810  3.670190
C 6.529780  4.509220  2.901630  3.237990  8.466370  3.835930
C, 4964260  2.724600  3.659100  2.055720  10.162280  5.021570
C, 4441610  3.521000  4.827650  1.132290  11.327930  5.041040
Cs 3.207800  4.252760  4.456350  1.821160  12.602030  4.785820
N 5.862930  2.741100  1.413960  1.565140  9.777270  2.665920
0, 6.289960  5.764250  2.924930  2.475880  7.455270  3.861140
0, 7.638030  4.000270  3.164800  4.471700  8.426970  4.037520
Ocs 2109640  3.701110  4.311530  2.991780  12.650700  4.377780
O 3.378240  5.531770  4.256740  1.104700  13.652360  5.054050
Hy 5.048170  2.221840  0.995650  1.268560  10.742600  2.362660
H, 6.323240  3.327430  0.663810  1.885190  9.247080  1.819110
Has 6.535960  2.024850  1.782450  0.744570  9.274550  3.082690
Hea 4567020  4.182250  2.121020  3.361510  10.531020  3.372610
Heu 4194130  2.028110  3.318200  2.891760  10.365510  5.677590
Heiz 5.816670  2.138280  3.991420  1.519380  9.315780  5.431570
Hear 4195130  2.824880  5.625950  0.693910  11.406170  6.029850
Heaz 5.196930  4.215790  5.195850  0.274750  11.247600  4.373550
Ho 2.483880  6.051200  4.052700  1.654770  14.582760  5.227430
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Figura 18.Comparacao das coordenadas atdmicas relativas e absolutas
entre os resultados experimentais (quadrados, circulos e tridangulos
solidos) e tedricos (GGA-PBE, quadrados, circulos e triangulos abertos)
para o cristal de acido glutamico na fase a. A variacdo rms € obtida a
partir dos dados nas trés diregbes: a, b e c.
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Figura 19. Comparacao das coordenadas atdmicas relativas e absolutas
entre os resultados experimentais (quadrados, circulos e triangulos
solidos) e tedricos (GGA-PBE, quadrados, circulos e triangulos abertos)
para o cristal de acido glutamico na fase B. A variagdo rms é obtida a
partir dos dados nas trés dire¢cdes: a, b e c.

Na Tabela 6 vemos um quadro comparativo das distancias interatbmicas
ou comprimentos de ligacdo entre os valores calculados e os obtidos
experimentalmente. A tendéncia dominante nas duas fases é pela reducéo nos
comprimentos de ligacdo (7 distancias menores que os valores experimentais
em ambos os tipos de cristal, contra 4 distancias maiores). A maior diferenca
para mais foi observada na fase 8, com uma variagdo de mais de 17% para o
comprimento Oy-Ho, € para menos com quase 7% para o comprimento N-Cs. A
menor diferenca também foi observada nesta fase, para a ligagdo C4 -N. As
variacfes observadas na fase a foram menores, em comparacdo com a fase .
O comprimento N-C3 para a fase a foi de 4.31 A, quase 4% menor que o valor
experimental de 4.48 A. Também foram comparados 0s comprimentos e

angulos das ligagbes de hidrogénio, como indicado na Tabela 7. Novamente as
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distdncias tendem a ser menores em confronto com o0s resultados
experimentais, com diferencas menos pronunciadas para o cristal do tipo a.
Também se observou o surgimento de uma ligacdo de hidrogénio na fase
gue ndo aparece nos dados de raio-X. De fato, como os calculos tendem a
estimar valores reduzidos para as dimensdes da célula unitaria e,
consequentemente, para as distancias interatbmicas, o atomo de hidrogénio H,
e 0 oxigénio O; aproximaram-se o suficiente para formar esta ligacdo. Os
angulos de ligagdes de hidrogénio tendem a ser maiores na fase a em
comparacao com os dados experimentais. O cristal do tipo 8, por sua vez,
apresenta angulos de ligacdo de hidrogénio consistentemente menores, com

excecdo da ponte Hy-O;.

Tabela 12 - Distancias entre &tomos para as duas fases do cristal de acido
glutdmico: comparacdo entre resultados experimentais e calculos de
primeiros principios. Os percentuais sado relativos aos dados
experimentais

Cristal a Cristal 8
Distancia (A) Experimental GGA-PBE Experimental GGA-PBE

Ca,N 1.49096 1.46701 (-1.61%) 1.45398 1.45299 (-0.07%)
C.-C 1.53492 1.50700 (-1.82%) 1.54950 1.48932 (-3.88%)
C-O; 1.26762 1.27795 (+0.81%) 1.27835 1.25069 (-2.16%)
C-0, 1.24240 1.24760 (+0.42%) 1.24222 1.26641 (+1.95%)
Co-Cy 1.53005 1.50396 (-1.71%) 1.55527 1.50455 (-3.26%)
C.;-C, 1.53327 1.50761 (-1.67%) 1.54282 1.48723 (-3.60%)
C,-Cs 1.50615 1.48177 (-1.62%) 1.57552 1.47073 (-6.65%)
Cs-Oy 1.31265 1.30566 (-0.53%) 1.23091 1.29940 (+5.56%)
C3=0Oc3 1.21598 1.23743 (+1.76%) 1.19457 1.24064 (+3.86%)
Oy-Ho 1.02383 1.05420 (+2.97%) 0.93297 1.09467 (+17.33%)

N-Cs 4.47500 4.31200 (-3.64%) 4.79800 4.47400 (-6.75%)
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Tabela 13- Comprimentos e angulos das ligacdes de hidrogénio para as
duas fases do cristal de acido glutamico: comparacdo entre resultados
experimentais e célculos de primeiros principios. Os percentuais sao
relativos aos dados experimentais. O primeiro numero corresponde ao
comprimento em A, enquanto o segundo nimero é o angulo da ligacéo
em graus.

Cristal a Cristal B
Ligacdo Experimental GGA-PBE Experimental GGA-PBE
H.-O, 1.79365 1.68980 (-5.79%) NA NA
168.828 171.199 (+1.40%) NA NA
H,-0, 1.74363 1.67192 (-4.11%) 1.85937 1.63851 (-11.88%)
170.453 167.221 (-1.90%) 177.890 160.765 (-9.63%)
Ho-Ocs 1.92646 1.73657 (-9.86%) NA NA
154.922 157.284 (+1.52%) NA NA
Ho-O; 1.56755 1.43125 (-8.70%) 1.60566 1.34855 (-16.01%)
169.313 172.339 (+1.79%) 177.941 172.948 (-2.81%)
He-Ocs NA NA 1.91483 1.63433 (-14.65%)
NA NA 174.277 173.082 (-0.69%)
-0, NA NA 1.93132 1.62742 (-15.74%)
NA NA 179.413 165.476 (-7.77%)
-0, NA NA 2.74700 2.28536 (-16.81%)
NA NA 86.1270 99.1215 (+15.09%)

NA: Nao se Aplica.

Finalizando a analise estrutural, temos os angulos entre as ligacdes
covalentes e principais angulos de tor¢do nas moléculas de &cido glutamico.
Para os angulos formados pelas ligacdes covalentes, o erro comparativo com
as medidas experimentais & de no maximo 1.4% para menos no caso do cristal
a (dngulo Ca-C;-C5) e de 7.5 % para mais no cristal beta (d&ngulo Hc11-Ci-Heio).
Ja a discrepancia no angulo de tor¢céo calculado para a espinha dorsal Ca-C;-
C,-C3 da molécula de &cido glutdmico no cristal a ficou quase 6% menor do
gue o experimento. Para a fase 3, a diferenca neste mesmo angulo ficou em
quase -10%. A maior diferenca foi observada para a fase B, angulo C;-C,-Cs-
Ocs, com uma variacédo de quase 55% para menos, de 25 para 11.4 graus (na

fase a a variacao foi irriséria, 0.05%).
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Tabela 14 - Angulos entre ligagbes covalentes e angulos de tor¢éo para as
duas fases do cristal de acido L-glutamico: comparacédo entre resultados
experimentais e célculos de primeiros principios. Os percentuais sao
relativos aos dados experimentais

Cristal a Cristal g8
Angulo (graus) Experimental GGA-PBE Experimental GGA-PBE

01-C-0; 125.644 124.297 (-1.07%) 126.424 124.420 (-1.59%)
Co-C-0; 117.520 118.367 (+0.72%) 116.667 118.037 (+1.17%)
N-Ca-C 107.934 107.926 (-0.01%) 108.281 111.079 (+2.58%)
N-Ca-Ciy 108.205 108.971 (+0.71%) 112.916 110.948 (-1.74%)
C-Ca-Cy 112.204 111.707 (-0.44%) 109.722 105.503 (-3.84%)
Ca-C1-Cy 114.280 112.655 (-1.42%) 116.714 115.251 (-1.25%)
C1-C2-Cs 111.975 110.812 (-1.04%) 114.922 112.700 (-1.93%)
On-C3-Co 114.218 114.417 (+0.17%) 107.993 113.964 (+5.53%)
Oc3-C3-On 122.507 122.321 (-0.15%) 130.235 123.810 (-4.93%)
Hc11-Ci-Hci2 107.852 107.715 (-0.13%) 99.967 107.460 (+7.50%)
Hc21-Co-Heoz 108.301 108.483 (+0.17%) 105.138 104.225 (-0.87%)
N-Ca-C1-Cz -178.187 -178.860 (+0.38%) -50.103 -47.102 (-5.99%)
N-Ca-C1-He1z 58.014 60.676 (+4.59%) 76.010 74.490 (-2.00%)
C-Ca-Ci-Cy 59.217 61.986 (+4.68%) -170.989 -167.488 (-2.05%)
Ca-C1-C2-C3 68.303 64.266 (-5.91%) -77.100 -69.589 (-9.74%)
C1-C2-C3-Ocs 74.206 74.168 (-0.05%) 25.0284 11.4259 (-54.35%)

4.3. ANALISE DE POPULACAO

As cargas elétricas de Mulliken (aqui apresentadas em fragdes da carga de
um elétron) dos atomos de &cido glutdmico ndo apresentam uma variacao
significativa entre as duas fases. O carbono C, tende ha ficar um pouco
negativo (-0.17 para a e -0.15 para B, e os carbonos C; e C, exibem carga
negativa um pouco mais pronunciada. Os dois oxigénios de cada grupo

carboxila tem carga negativa em torno de -0.6, enquanto o nitrogénio possui
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carga praticamente invariavel (-0.75 para a fase a e -0.74 para a fase 3). Os
hidrogénios ligados ao a4tomo de nitrogénio e o hidrogénio ligado ao oxigénio
de um dos grupos carboxila s&o carregados mais positivamente (carga entre
0.41 e 0.46), enquanto os carbonos C e Cs, ao contrario dos carbonos C,, C; €
C,, possuem carga positiva de 0.6 aproximadamente. A carga do grupo
carboxila do aminoacido é de -0.61 na fase a e -0.59 na fase B Ja a carboxila
do radical possui carga igual a -0.11 (cristal ) e -0.16 (cristal 8). Comparando
as carboxilas, vé-se que o radical do acido esta menos carregado com carga
negativa. Ja o grupo amina do cristal o tem carga de 0.52 e o do cristal S,
carga 0.5. O dipolo elétrico zwitteribnico, portanto, € mais intenso que aquele
gue se forma ao longo da linha que une o grupo amina ao grupo carboxila do

radical do acido glutamico.

Tabela 15 — Cargas de Mulliken dos atomos nas duas fases cristalinas do
acido glutamico

Atomo  Cristal a Cristal B
C. 017 0.15
C 0.62 0.62
C; -0.50 -0.46
C, -0.55 -0.51
Cs 0.64 0.62
N -0.75 -0.74
O, -0.62 -0.61
0, -0.61 -0.60
Ocs -0.60 -0.59
On -0.63 -0.62
Hi 0.42 0.41
H, 0.42 0.42
Hs 0.43 0.41
Heo 0.29 0.27
Heas 0.28 0.27
Heao 0.29 0.26
Heas 0.30 0.29
Heaz 0.28 0.27

Ho 0.46 0.43
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4.4, ESTRUTURAS DE BANDAS - aGlu

A estrutura de bandas do cristal da modificacdo a do acido L-glutamico
aparece indicada na figura 20, juntamente com a densidade de estados
eletrbnica parcial. Na parte inferior, temos o detalhamento da estrutura de
bandas perto do band gap principal. O cristal de a-acido glutamico exibe gap
indireto entre os pontos de alta simetria I" e X, igual a 4.69 eV, enquanto o gap
direto (I'-T") é de 4.78 eV. Perto do gap a contribui¢do principal para os estados
eletrbnicos vem de estados tipo p tanto na banda de valéncia como na banda

de conducédo. O maximo da banda de valéncia fica no ponto I'.

A figura 21 mostra as contribuicbes relativas para a densidade de
estados dos oxigénios nos grupos carboxila e radical do aminoacido, bem
como sua soma. Vé-se que a principal contribuicdo para estados no topo da
banda de valéncia € oriunda desses estados O-2p, com uma contribuicdo mais
forte do grupo carboxila no limiar do gap de energia. A figura 23 ilustra bem
este fato, mostrando que os orbitais eletrbnicos desta faixa de energia
concentram-se em volta dos oxigénios. Os niveis profundos O-2s do radical
possuem energias menores que 0s dos oxigénios do grupo carboxila. Para a
banda de conducdo, temos uma contribuicdo do tipo p aproximadamente
simétrica entre os grupos contendo oxigénio, somando um total que, dado o
smearing adotado de 0.05 eV, chega a 10 elétrons por eV.

Por fim, na figura 22 temos as densidades de estados parciais para os
atomos de nitrogénio, carbono e hidrogénio. O nitrogénio exibe um nivel
profundo N-2s em torno de -17.5 eV e uma contribuicdo do tipo p bastante
pequena na regido do topo da banda de valéncia e praticamente desprezivel na
base da banda de conducdo. Ja a densidade de estados para os atomos de
carbono é mais rica, com niveis profundos do tipo s em -22 eV, -21 eV, -17.6
eV e um pico bem intenso em -13 eV. A contribui¢cdo para o topo da banda de
valéncia é pequena, sendo facilmente suplantada pela contribuicdo dos
oxigénios. Ja a base da banda de conducéao, do tipo p, exibe uma contribuicdo
C-2p mais significativa que a dos oxigénios combinados. A figura 24 ilustra
claramente este fato, onde vemos os orbitais eletrnicos concentrados em

torno do carbono do grupo carboxila e do carbono C3; do radical. J& os



88

hidrogénios contribuem com estados s para estados de valéncia entre -7 e -2

eV e estados de conducao a partir de 7 eV.
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Figura 20.Estrutura de bandas e densidade de estados parcial para o
cristal a. Na parte inferior detalhe da estrutura nas vizinhangas do gap de
energia principal. Os principais gaps s&o assinalados.



89

k] Al T T T T T 50 Y T T v
45 & OXIGENIO - CARBOXILA p— 3 35 | OXIGENIO - RADICAL —% 3
= —p
0 b 40 - —
5 s
g s - & M E p
S wt ; & wf
E E
I -
b E 3 .
g -
g 5% - g 3
wE E 3
5k - h 3
-20 15 0 6 0 5 0 <20 -5 10 5 5 10
ENERGIA (oV) ENERGIA (eV)
w b ¥ 1 hd T . 1 hd T b4 L} id L 4 <
45 | OXIGENIO u—
: —p
w0k -
S i ]
8 *f ;
=z i 4
O 30 B
14 : 3
& ot -
— ; :
g i :
@ *F :
S =
5 15 v:- ':'
10 b ]
sk :
ot - —_—
-20 -15 -10 -5 0 5 10
ENERGIA (eV)

Figura 21.DOS parcial para os atomos de oxigénio no cristal a



aGlu

0 Y T T T Y T
45 | NITROGENIO —
—Pp
X 40+ 3
S
g >t '
c »f E
£
§ 2 ¢ 4
& 15k R
1wk —
5 p
0 (R A
20 -18 10 5 0 3 10
ENERGIA (eV)
w LA Ll L LA Ll
45 | CARBONO —
—p
0k 3
2
& Bt 3
z
c wf |
G
Y Br 3
3
» D 3
8 .l .
10F B
st 3
o l A
20 14 10 81 ] ] 1w
ENERGIA (oV)
L r T T r r v
45 | HIDROGENIO —5 ]
- 40 = 3
s
§ i B
o wf 3
e
w D 4
8 .
0E -
st A 3
sts ol .IAMMML A

20 18

40 5 0 5 i
ENERGIA (eV)

Figura 22- DOS parcial para os atomos de nitrogénio, carbono

hidrogénio no cristal a.

90



91

oGlu - Topo da Banda de Valéncia

S A 2

SRS
‘\;&‘\#\\@‘\&\k
SRR N % \s\\

] \AX\ - ‘\_

31j$P$V‘

fﬁé%a% %
ereses e
aé&ﬁéﬁéﬁ
'ét"/"' W@ﬁ/ai
3  f Batlaas

“Mﬁ“ﬁ““

L83 30 83 30 82 oy 93"

Figura 23 - Vistas dos orbitais eletronicos no topo da banda de valéncia
para o cristal a.



92

@)

U gy W ‘ - O ‘u .,Q.l S e il L el bl 1 s

g«X o /% VA B I%U\.VA /& J« DL J\ . J\ X
) *O@® 7, o “ B "

| w., Tpitivenievioni
X 1 , e C e S &) ® ve X XK. * ,vf . ..
? dF , QJ * _x!.. o/ W.uhhmx.xﬂ.u%// -o”,io:“%o”

. .ay T\K o_-

povo |

©

| =

(@]

(@)

()]

©

(v

O k . ,,.,x - * * [ I £

c ¥

5 o0 00 se e, 8T g -.fi..!.i-.!
w .,.. - w x ,. /a ﬂ »\X .fl., N ) A.vM\n Xﬂ‘ 4 .»r%‘ Jﬂ/ e Jﬂf ._‘ ™
O

(]

w

(4]

o

=

Q)

3

X /,/,, o T P L) >
e b g e g &8/, :3.&._.3..15..

. vh JVA‘.\’\\.»\. <L Y, ‘l.
69 0® 69 o T o x dus. !-.._,%.tc:%.t

& o Y L OSSN o @F N ol
. i X X o ™ ‘ \\\“‘&’/ % L4 o'e N X o8 X X ve
~ e e e e 7O Y T © A /@ Wi anshi i oo i

Figura 24 - Vistas dos orbitais eletrdnicos na base da banda de conducéo

para o cristal a.
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Comparando a figura 25, contendo a estrutura de bandas da
modificacdo B, com a figura 20, que descreve a estrutura de bandas da
modificacdo o, vemos muitas semelhancas, o que era de se esperar, tendo em
vista que os parametros de rede sdo a Unica diferenca entre ambas as fases
cristalinas. Assim, por exemplo, 0s gaps principais ocorrem entre 0S mesmos
pontos de alta simetria. Para a modificagédo 3, o gap entre os pontos " e X € de
4.70 eV (comparar com 4.69 eV para o cristal a), enquanto o gap direto fica
bastante préximo, e € menor, 4.69 eV. Uma diferenca tdo pequena, de 10 meV,
nao permite determinar com seguranca se o carater da transi¢cdo fundamental
entre a banda de valéncia e a banda de conducao é direto ou indireto. Quanto
a densidade de estados, novamente, como ocorreu para o cristal na fase a, a
maior contribuicdo na regido do gap de energia € do tipo p.

Analisando as contribui¢cdes de cada tipo de &tomo, como feito na se¢éo
anterior, comecamos pelos atomos de oxigénio. A densidade de estados
parcial desses atomos aparece na figura 26. Os picos O-2s profundos sdo
praticamente 0os mesmos que aparecem no cristal do tipo o, variando apenas
na intensidade. Novamente o topo da banda de valéncia é fortemente
dominado por estados O-2p, 0 que aparece claramente na Figura 16, com o0s
orbitais eletrdnicos nesta faixa de energia. J4 a base da banda de conducédo
exibe contribuicdo O-2p perto de 5 eV, mas bem menos significativa que a
contribuicdo dos carbonos C-2p, como veremos a seguir.

O nitrogénio pouco contribui para os estados de valéncia e praticamente
nao afeta os estados de conducéo (ver topo da figura 27). Aqui, também, outra
semelhanca com o cristal do tipo a. Os atomos de carbono, por sua vez,
exibem um pico de carater p na densidade de estados perto de 5 eV que é um
pouco mais alto que o registrado na fase o (21 elétrons/eV contra 17
elétrons/eV) e mais relevante que o pico de 13 elétrons/eV na densidade de
estados parcial dos oxigénios. Os orbitais eletrbnicos na base da banda de
condugéo concentram-se mais fortemente em torno dos atomos de carbono Cs,
como revela a figura 29, distinguindo-se da situacdo observada no cristal a,
onde a contribuicdo dos carbonos C e C3 para os orbitais € similar. Pequenas

contribuicbes C-2p aparecem no topo da banda de conducdo, mas mais
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significativas entre -7 e -2 eV. Finalmente, os hidrogénios exibem um pequeno

pico de densidade de estados do tipo s em torno de 5 eV.
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Figura 25 - Estrutura de bandas e densidade de estados parcial para o
cristal B . Na parte inferior detalhe da estrutura nas vizinhancas do gap de
energia principal. Os principais gaps s&o assinalados
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4.6. PROPRIEDADES OPTICAS

A funcéo dielétrica de um material fornece uma descricdo do modo como
a radiacao eletromagnética nele se propaga. Para cada freqiéncia ou energia
da radiacdo, a funcao dielétrica devolve um numero complexo, cuja parte real
relaciona-se com a refracdo que a luz sofre ao passar do vacuo para o material
considerado, enquanto a parte imaginaria especifica a absorcdo Optica. A
radiacao incidente pode ser polarizada ou ndo, e a amostra de material pode
ser um cristal simples ou policristalina. Os resultados aqui apresentados para
as duas estruturas do cristal de acido glutamico foram obtidos considerando
que a radiacéo incidente é polarizada ao longo de cada eixo da célula unitaria
(100, 010 e 001) atingindo uma amostra de cristal simples. Também foi levado
em conta o caso de um feixe radiagdo nédo-polarizada incidindo sobre uma
amostra policristalina. As figuras 30 e 31 apresentam a funcéo dielétrica para
os cristais a e B do acido glutamico. Para ambas as fases, observa-se
claramente que a funcdo dielétrica é sensivel a polarizacdo da radiacdo
incidente. Um elemento comum aos dois tipos de cristal sdo as pequenas
amplitudes de variacdo da funcao dielétrica ao longo da direcao 001, indicando
que ao longo desta direcdo as forcas de oscilador sdo pequenas. Deveras,
pode-se notar que ao longo da direcdo z do cristal, tanto na modificacdo o
como na modificacdo f, o grupo carboxila do radical (negativo) fica a meio
caminho na linha que conecta o grupo carboxila que se liga ao carbono a (pélo
mais negativo da molécula, vide analise de populacdo) e o grupo amino (polo
positivo), o que deve reduzir sensivelmente o momento de dipolo elétrico e,
portanto, a interacdo da radiacdo eletromagnética que vibra ao longo desta
direcéo e os elétrons em cada molécula.

No cristal o, a funcdo dielétrica apresenta maiores amplitudes ao longo
da direcdo 010. Olhando para a figura 23 e a figura 24, vé-se que as transicdes
perto do gap principal de energia envolvem transferéncia de carga entre os
oxigénios e os carbonos C e C3, que acham-se justamente alinhados ao longo
do eixo y do cristal. Por outro lado, no cristal B, temos picos das partes real e

imaginaria com magnitude maior para a direcdo 100. As figuras 28 e 29
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revelam um nitido alinhamento de orbitais eletrénicos ao longo do eixo x que
deve reforgar significativamente a absor¢ao nesta dire¢do. O valor calculado da
constante dielétrica estatica (parte real) para a fase o é de 1.6 e para a fase f3,
1.73, no caso de uma amostra policristalina. O maximo da parte real ocorre
para uma energia 5.7 eV no cristal al] (Re(e) = 3.9) e 5.6 eV para a fase

(Re(e) = 3.6), 0 que recai no extremo ultravioleta do espectro eletromagnético.
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Figura 30 - Funcdo dielétrica (partes real e imaginéria) para diferentes
polarizagées da radiacao incidente e uma amostra policristalina de a-
acido glutamico
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Figura 31 - Funcdo dielétrica (partes real e imaginéria) para diferentes
polarizagdes da radiagao incidente e uma amostra policristalina de B-
acido L-glutamico.

Por ultimo, temos nas figuras 32 e 33 as absor¢des tedricas dos dois
tipos de cristal de acido glutdmico. A intensidade dos picos de absorcéo é,
como comentamos anteriormente, bastante distinta ao longo das diversas
direcOes de polarizacéo incidente, sendo maior nas dire¢des 010 e 100 para os
cristais alfa e beta, respectivamente (a razao para tal discrepancia direcional foi
explicada na discussdo da funcdo dielétrica). Para o cristal alfa, amostra
policristalina, ocorrem picos para energias de 4.9 eV, 5.3 eV, 5.6 eV, 5.83 eV,
6.33 eV e 6.6 eV. Os quatro primeiros picos, menos intensos, envolvem
transicdes entre estados O-2p na banda de valéncia e estados de conducao
com uma pequena contribuicdo dos orbitais s dos hidrogénios. Tendo em vista
a baixa densidade de estados desses orbitais, ndo é de estranhar que estes

picos sejam bem menores que aqueles que aparecem para energias superiores
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a 6 eV. Olhando para a estrutura de bandas da figura 20, percebe-se que, para
energias acima de 6 eV os estados 1s dos atomos de hidrogénio fornecem uma
contribuicdo para a densidade de estados que é mais importante que a
contribuicdo p, o que contribui para aumentar a intensidade da absorcéo. Vale
lembrar que existe uma regra de selecdo de primeira ordem para transicoes
Opticas afirmando serem permitidas apenas transicbes entre estados
eletrbnicos cujo momento angular varie de mais ou menos uma unidade, ou
seja, transicbes de p para p sado proibidas (em primeira ordem), enquanto
transicOes de p para s ou de s para p sado permitidas.

J& os picos de absorcdo da amostra policristalina na fase beta nas
proximidades do gap de energia ocorrem em 5.23 eV, 5.42 eV, 5.71 eV, 6.2 eV,
6.4 eV (mais intenso) e 6.6 eV. A mesma explicacdo envolvendo niveis O-2p e

H-1s pode ser dada para as intensidades calculadas.
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Figura 32 - Absorcéao para diferentes polarizagfes da radiacéo incidente e
uma amostra policristalina de a- acido L-glutamico.
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Figura 33 - Absorcédo para diferentes polarizacdes da radiacdo incidente e
uma amostra policristalina de B- acido L-glutamico

FLUORESCENCIA

O espectro de fluorescéncia (figura 34) apresenta duas emissées nos
comprimentos de onda 394 e 425 nm, para as excitagcdes de 247 (5,02 eV), 252
(4,92 eV), 262 (4,73 eV) e 272 nm (4,55eV). As duas primeiras correspondem a
excitacbes acima dos gap’s teéricos (4,69 e 4,78 eV), enquanto as Ultimas,
correspondem respectivamente a regides entre e abaixo dos gap’s teodricos. Na
melhor das hipdteses, os gap’s tedricos sdo no minimo 20% abaixo dos
experimentais, que neste caso, estariam em torno de 5,62 e 5,74 eV. Como a
maior energia de excitagdo (5,02 eV) estda abaixo dos possiveis gap’s
experimentais (considerando um erro minimo de 20%) entdo, possivelmente,
os espectros de fluorescéncia observados estdo associados a fendmenos de

luminescéncia molecular, representando assim, a “assinatura” molecular da
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molécula de &cido L-glutdmico. Esta conclusdo é corroborada pelas medidas
de fluorescéncia em solucéo (estado molecular) na mesma faixa de excitacao,

conforme figura 35.
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Figura 34 - Espectro de emisséo de fluorescéncia do cristal do polimorfo
alfa
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Figura 35 - Espectro de emisséo de fluorescéncia da solucédo de acido L-
glutamico para as excitacdes de 262 e 272 nm.
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ABSORCAO

A figura 36 mostra o espectro de absorcédo medido no cristal do acido L-
Glutamico modificacdo a. O comprimento de onda de maior absor¢éo (99,19%)
foi de 240 nm. Também aparece indicado no grafico a regido de excitacdo
utilizada nas medidas de fluorescéncia (247 — 272 nm). A absorgédo em 240 nm

deve-se a uma transicao -1 *, do grupamento carboxila.

L o L o L o L} » v » v ol L
100 -
90 P Regido de excitacao de fluorescéncia -
X s0p -
o
1] P 1
=4
=) 70 o by
?
e} p 1
<<
60 o =
50 ol L
40 ] a 2 a ] a ] a 'l a a2 2 ]

200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 36- Espectro de absorcao do cristal do polimorfo «a



106

5. CONCLUSAO

Nesta tese, foi realizada a cristalizacdo do &cido L-glutdmico favorecendo a
obtencdo da fase a (metainstavel) em relagédo ao polimorfo 3. Também foram
realizadas a simulacdo ab-initio e as medidas Oticas de transmissdo e
fluorescéncia (no cristal e em solucdo). Os resultados dos célculos ab-initio
mostram que o0s parametros de rede estdo de acordo com os resultados
experimentais, embora na forma a € previsto ter um gap indireto entre os
pontos de alta simetria I e X, igual a 4.69 eV, para a forma 3 ndo pode-se tirar
uma conclusdo sobre o gap direto (I'-I'), devido a imprecisdo do calculo. A
funcdo dielétrica de ambos os polimorfos sdo muito semelhantes no caso de
uma amostra policristalina, mas difere fortemente no caso da polariza¢édo da luz
das faces do cristal 100 e 010. Os resultados das medidas 6ticas indicaram o
comprimento de onda de maior absorcéo (99,19%) igual a 240 nm, originada
de uma transicao T-m*, do grupamento carboxila. JA as medidas de
fluorescéncia resultaram em uma assinatura molecular do acido L-glutamico,

com maximos de emissao nos comprimentos de onda 394 e 425 nm.
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