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RESUMO

Este trabalho apresenta um estudo das propriedades vibracionais de cristais de acido -
aminobutirico sob condigoes extremas. Inicialmente os modos normais de vibragao do
cristal foram identificados a temperatura ambiente no intervalo espectral entre 20 e 3000
em~!. Para temperaturas entre 20 e 440 K os espectros Raman do material foram in-
vestigados, bem como os difratogramas de raios-X entre 110 e 440 K juntamente com
a analise Rietveld. Dessas medidas e analises foi possivel inferir que para temperaturas
acima da temperatura ambiente a estrutura monoclinica P2;/c original se mantém. Para
temperaturas abaixo da temperatura ambiente, observou-se que o parametro a anomala-
mente aumenta com a diminuicao da temperatura, enquanto que os parametros b, ¢ e o
volume diminuem. Além disso observou-se mudanca na inclinacao das curvas dimensao
versus temperatura dos parametros b e ¢ da célula unitaria em aproximadamente 220
K. A anomalia no comprimento da dimensao do eixo ¢ foi associada a pequenas modi-
ficagbes nas ligagoes de hidrogénio ao longo da dire¢ao (001). Medidas de espectroscopia
Raman no cristal de acido y-aminobutirico foram realizadas para pressoes de até 7,1 GPa.
Descobriu-se que o cristal sofre uma séria de trés transicoes de fase em 0,1; 2,0 e 4,0 GPa
durante o ciclo de compressao. As mudancas nos espectros Raman foram interpretadas
principalmente em termos de mudangas conformacionais das moléculas na célula unitaria.
Na transicao de fase ocorrida em 4,0 GPa modificacoes espectrais surgidas na regiao de
modos de estiramento CC e dobramentos C'H, sugerem mudanga conformacional; além
disso mudangas em modos de torgao e rocking do NH; indicam mudanga da rede de
ligagoes de hidrogénio que une as varias moléculas na célula unitaria. Uma vez que os
microcristais durante os experimentos de pressao se mantém intactos em todo o ciclo de
compressao-descompressao, entao pode-se considerar que a mudanga conformacional nao
é tao severa quanto aquela que acontece em aminodcidos nos quais diversas rupturas sao
observadas. Nenhum indicio de amortizagao induzida pela pressao foi obtido.

Palavras-chave: Acido Gama-aminobutirico. Espectroscopia Raman e infravermelho. Di-
fracao de raios-X. Transicao de fase.



ABSTRACT

This work shows a study of the vibrational properties of y-aminobutyric acid crystals
under extreme conditions. The vibrational normal modes of the crystal were assigned at
ambient conditions in the spectral range 20-3000 cm~!. Raman spectra were investigated
for temperatures between 20 and 440 K; X-ray diffractogram and Rietveld analysis were
obtained for crystal in the temperature range 110-440 K. From this analysis it was possible
to infer that above room temperature the original monoclinic P2, /c is verified. For low
temperatures it was noted that the a parameter increasing anomalously with cooling, while
the b and ¢ parameters as well as the volume of the unit cell diminishes. Additionally, it
was observed change in the dimension versus pressure curves of the b and ¢ parameters
at 220 K. The anomaly in the c-axis was associated with small changes in the hydrogen
bonds along the (001) direction. Also, pressure Raman meassurements were performed on
~-aminobutyric acid crystal up to 7.1 GPa. Three different phase transition (at 0.1, 2.0
an 4.0 GPa) during the compression run were observed. Changes in the Raman spectral
were interpreted mainly as change of molecular confomations. In the phase transition
occurring at 4.0 GPa it was observed modification in the CC-stretching, C'H>-bending,
torsion of NH;" and rocking of NH; . These two last points suggest modifications in the
hydrogen bond network linking the various molecules into the unit cell. It was observed
no cracking of the sample during the compression - decompression run, suggesting a soft
conformational change. No indication of pressure-induced amorphization was observed.

Keywords: Gamma-aminobutyric acid. Raman and infrared spectroscopy. X-ray diffrac-
tion. Phase transition.
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1 INTRODUCAO

O é4cido vy-aminobutirico (GABA), cuja férmula molecular é CyHoNO,, é
um aminoacido que desempenha um importante papel no sistema nervoso central dos
mamiferos. Funciona como um neurotransmissor inibidor no controle de excitagao neuro-
nal, tendo um papel fundamental no equilibrio entre excitacao e inibicao neuronal, sendo,
portanto, essencial para o funcionamento do cérebro e para os seres humanos [1,2]. Uma
inibicao anormal pode levar a sedacao, sono, ansiedade, depressao, convulsao ou coma.
Como consequéncia, o uso farmacéutico do GABA no tratamento de certos disturbios
neurolégicos, como doenga de Parkinso e epilepsia, tendo sido relatado [3,4]. Portanto o
GABA tornou-se um importante ingrediente farmacéutico ativo (API) usado no controle
de alguns disturbios neurolégicos [5]. A descoberta de novos polimorfos de um API é
importante para a industria farmaceutica, visto que dois polimorfismos podem ter pro-
priedades fisicas substancialmente diferentes (por exemplo, solubilidade, ponto de fusao,
densidade ou dureza) [6]. Além disso, do ponto de vista biolégico, um estudo detalhado da
estrutura do GABA e suas conformagoes moleculares sao fundamentais na compreensao
de sua func¢do como neurotransmissor [7].

Trabalhos anteriores relataram trés estruturas cristalinas diferentes de GABA:
(1) monoclinico, uma forma estavel [8]; (ii) tetragonal, uma forma metaestével [7]; e (iii)
forma monohidrata, que é termodinamicamente estavel apenas a altas pressoes, sendo
obtido a partir da forma monoclinica sob pressoes de 0,4 a 0,8 GPa [9]. Curiosamente, se
uma semente recuperada de uma experiéncia de altas pressoes é usada em uma solucao
mantida a pressao atmosférica, é possivel cristalizar a forma monohidratada mesmo em
condigoes atmosféricas [9).

A importancia do uso de altas pressoes no estudo de estruturas cristalinas estd
além da formagao de novos materiais, conforme descrito no ultimo paragrafo. Na ver-
dade, é importante prever a estabilidade mecanica em muitas aplicagoes praticas, uma
vez que os cristais organicos sao amplamente utilizados em drogas e dispositivos basea-
dos em cristais moleculares [10,|11]. Além disso, a variacdo de pressdo é uma ferramenta
importante na investigacao de novos polimorfos e transi¢oes de fase em cristais organicos,
mais especificamente no desenho de dispositivos supramoléculares e na engenharia de
cristais. Uma questao-chave no estudo de estabilidade de um cristal em condicoes de
altas pressoes é: como a estrutura cristalina responde a compressao? A resposta para
isso esta relacionada aos varios tipos de interacoes intermoleculares nas estruturas cris-

talinas (ligagdes de hidrogénio e interagoes de empilhamento, por exemplo), bem como a
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flexibilidade conformacional das moléculas individuais ou de uma parte delas [12)].

Embora uma série de estudos tenha investigado o comportamento de a-aminoacidos
sob altas pressoes bem como a formacgao de polimorfos sob esta condicao [10,/13], poucos
trabalhos foram direcionados para estudar cristais de y-aminoacidos. Diferentemente de
aminoacidos proteicos, onde os grupos COOH e N H; estao ligados ao mesmo carbono
(carbono alfa). Nos y-aminodcidos, incluindo GABA, o grupo N H, estd ligado ao car-
bono gama, isto é, o NHs e o COOH sao separados um do outro por trés atomos de
carbono. No presente trabalho, investigamos o comportamento vibracional do GABA sob
altas pressoes e baixas temperaturas, comparando-se com algumas investigagoes realiza-
das em outros cristais de aminoacidos, tendo especial atencao aos modos que modificam
durante o experimento.

O objetivo desse trabalho é estudar as propriedades estruturais e vibracionais
do acido gama-aminobutirico em funcao da temperatura e da pressao utilizando as técnicas
de espectroscopia Raman e infravermelho, e difracao de raios-X. Desta forma espera-se
contribuir para um conhecimento mais profundo acerca das propriedades vibracionais do
cristal de acido y-aminobutirico sob condigoes extremas de pressao e de temperatura.

Este trabalho esta dividido em cinco capitulos. No capitulo 1 sao apresentados
aspectos gerais da organizagao e objetivo do trabalho desenvolvido.

No capitulo 2 apresentamos uma abordagem geral dos fundamentos tedricos so-
bre os aminodacidos, onde fazemos uma abordagem do 4cido y-aminobutirico. Discutimos
o espalhamento Raman, que foi a principal ferramenta experimental utilizada no desen-
volvimento deste trabalho, bem como absor¢ao no infravermelho, difracao de raios-X, e a
metodologia utilizada na aplicacao da pressao hidrostatica.

No capitulo 3 apresentamos o procedimento experimental usado nas medidas
realizadas nesta tese. Discutimos os equipamentos que permitiram fazer os experimentos
a baixas e a altas temperaturas, descricao da célula de pressao a extremos de diamantes
e equipamentos para andalise térmica.

No capitulo 4 sao apresentados os resultados experimentais. Destaca-se a
espectroscopia Raman e infravermelho a temperatura ambiente, bem como a baixas e
altas temperaturas. Analise de difracao de raios-X com a temperatura também é fornecida.
Finalmente, medidas de espectroscopia Raman em funcao da pressao e as transicoes de
fase que aparecem.

No capitulo 5 sao apresentadas as conclusoes dos resultados obtidos e, final-
mente, as perspectivas de futuros trabalho para sugestoes para aprofundamento na pes-

quisa.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

Nesse capitulo apresentaremos os principais fundamentos tedricos para o en-
tendimento do material em estudo e para a interpretacao dos resultados experimentais
mostrados mais adiante. Faremos uma apresentacao dos aminoacidos em geral, do acido
gama-aminobutirico, dos modos normais de vibragoes, das espectroscopias Raman e in-

fravermelho e da difracao de raios-X [14].
2.1 Aminoacidos

Um aminoacido é uma molécula organica que, quando ligado em conjunto com
outros aminoacidos numa certa sequéncia, forma uma proteina. Assim, os aminodcidos
podem ser vistos como desempenhado um papel fundamental na construcao das proteinas
e como intermedidrios no metabolismo. As propriedades quimicas dos aminoacidos sao
determinantes nas atividades biolégicas destes nas proteinas.

Os seres humanos nao possuem todas as enzimas necessarias para produzir
todos os aminodcidos necessarios na sintese das proteinas. Assim, 9 dos 20 aminoacidos
devem ser fornecidos através de alimentos. Curiosamente, ao contrario dos seres humanos,
as plantas sao capazes de sintetizar todos os 20 aminoacidos, dai porque, em ultima analise,
boa parte da dieta animal seja de origem vegetal.

Sao conhecidos mais de 200 aminoacidos, mas apenas 20 deles sao formadores
de proteinas. Desses vinte, nove sao considerados essenciais e, os outros podem ser sinte-
tizados por um organismo adulto. Os aminodcidos ndo-essenciais (naturais) sao glicina,
alanina, serina, cisteina, tirosina, acido aspdrtico, dcido glutamico, arginina (essencial para
as criangas, ndo em adultos), histidina, asparagina, glutamina e prolina. Os aminoécidos
essenciais sao fenilalanina, valina, triptofano, treonina, lisina, leucina, isoleucina e metio-
nina. Em certos compéndios, a arginina e a histidina sao considerados semi-essenciais, pois
a sua sintese organica ocorre em quantidades insuficientes para garantir o crescimento.

A excegao da glicina, onde o hidrogénio (H) de um lado equilibra-se com o H
do outro, os demais aminoacidos naturais possuem um atomo de carbono assimétrico que
os torna opticamente ativos, podendo desviar o plano da luz polarizada.

Os aminoécidos sao constituidos de carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio
e, no caso da metionina e da cisteina, também de enxofre. Cada aminoacido tem dois
grupos principais: um grupo amina e um grupo carboxilico, como mostra a Fig.|1. O grupo

carboxilico contém um carbono ligado a um atomo de oxigénio e ligado a uma hidroxila
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formando o grupo -(COOH). Desta forma, o grupo amina e o grupo carboxilico sao ligados
ao atomo de carbono (conhecido como carbono alfa) com um dtomo de hidrogénio e ao
radical R (ou cadeias laterais) formando as moléculas dos aminoacidos. O grupo -R
pode variar amplamente e é responsavel pelas diferencas nas propriedades quimicas dos

aminoacidos.

COOH o=
Aminc |
H.N—C-—H
|

Cadeia
lateral

Figura 1: Esquema da estrutura béasica dos aminoacidos na forma neutra.

O termo “zwiteri” provém de uma palavra alema que significa “hibrido” e é
usado para descrever compostos com carga positiva e negativa cada um em diferentes

atomos. A férmula geral de um aminoacido nas formas neutra e zwitterionica é mostrada

na Fig.
(|)OOH COO~
H2N—(|T ~H  HN— f_l_: —H

R R
(a) (b)
Figura 2: Estrutura béasica dos aminoacidos: O carbono central é chamado de a. (a)

aminodcido nao ionizado(ou forma neutra), (b)aminoacido ionizado (ou forma
zwitterionica) [15].

Quanto a isomeria, os aminoacidos podem ser apresentados como imagens
especulares um do outro sem sobreposicao e sao chamados de enantidomeros. Sao eles,
o levégiro, que desvia a polarizacao da luz para a esquerda, e o dextrogiro, que desvia
a polarizagao da luz para a direita; L-aminodcidos e D-aminoécidos (Fig. . Somente
aminoacidos de tipo L sao encontrados em proteinas. Os D-aminoacidos sao encontrados
em outros locais da natureza como em organismos mais simples ou mesmo no citoplasma
de diversas células.

Os aminoacidos podem ser classificados quanto a posi¢ao do grupo amina em
relagao ao grupo carboxilico (Fig. . O primeiro carbono apés a carboxila é denominado

a, o segundo [ e assim por diante.
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L-Aminoacido D-Aminoacido

Figura 3: Aminodcido enantiémeros [16].

b a S

.- -—CHz—P‘,Hz—HC—C/

L

+ 0
NH

Figura 4: Tlustragao da classificacao dos aminoécidos segundo a posi¢ao da amina [16].

As proteinas sao as macromoléculas mais abundantes nas células e para sua
formagdo os aminodcidos se unem como na Fig. [f] Com essa unido formam a ligacao
peptidica onde é liberada uma molécula de dgua (H,O). Para que isto ocorra, um
aminoacido cede o OH do grupo carboxila, enquanto o outro cede o H do grupo amina:

desta uniao (ligagao peptidica) serd liberada uma molécula de H5O.

H H H o
| I
NH,—Cq— C O N— Cq— C
. |
Rl O [R] OH
H,0

Figura 5: Ligacoes peptidicas.

O numero de aminoacidos unidos determina se temos um dipeptideo, um tri-
peptideo ou um polipeptideo. Ligacoes peptidicas sao as principais ligacoes encontradas
nas proteinas e nos peptidios. Elas podem ligar aminoacidos e fornecer a estrutura da
proteina (Fig. @ As proteinas formam uma classe de macromoléculas. O organismo do
ser humano contém milhares de tipos de proteinas a fim de funcionar adequadamente.
Em esséncia, as proteinas sao vitais para a sobrevivéncia dos humanos e dos animais de
uma forma geral.

Dentre as técnicas utilizadas no estudo de aminoacidos podemos destacar a
difragdo de raios-X, a difragdo de néutrons, a ressonancia magnética nuclear (NMR), a

absor¢ao infravermelho e a espectroscopia Raman.
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Ligacédo
Peptidica
o) 0 o
7 Z Il > Z
R—CH—C(_ + R'—CH—C\/ - H3N+—HC—C—NH—CH—C\/ + H,0
NHy Q- NHy O ||; R °

®
oo

Figura 6: Reagao entre dois monopeptideos para formar um dipeptideo [16].

2.1.1 Classificagcao dos aminoacidos quanto as propriedades do grupo radical

Uma das principais caracteristicas de uma molécula de aminoécido é o grupo
lateral. Os grupos lateral radical sao o que torna cada aminoacido diferentes uns dos
outros. Quanto a polaridades existem dois tipos de grupos principais: polares e apolares.
Estes nomes se referem a forma como os grupos laterais (grupo R) interagem com o
ambiente. As ligacbes quimicas polares e nao polares permitem os aminoacidos apontar
em direcao a dgua (hidrofilico) ou afastando-se da dgua (hidrofébico).

a) Apolares, alifaticos: Dentre os aminoacidos apresentados na Fig. [7| podemos
destacar: a glicina possui a estrutura mais simples permitindo uma flexibilidade maior; a
prolina é o oposto por possuir uma conformacao rigida que reduz a flexibilidade estrutural

da cadeia proteica; e a metionina é um aminoacido que contém enxofre.

Apolares alifaticos

€00~ Coo0” o0~ €00~
v | + | | _H s |
HN—C—H HN—C—H ,/_t\ H;N—C—H
| | HN™  CH, |
H CH, | | f([:
Lt CHy CH,
Glicina Alanina Prolina Valina
coo” coo~ Coo"

+ +*
H,N—CI—H H,N—Ll'—l-l H,N—i’ImH

CIH1 H-——{i'-——CI-I, cll-i;
CH CH CH
/N | 2 | 2
CH, CHg cH“ 5
|
CH;
Leucina Isoleucina Metionina

Figura 7: Aminoacidos apolares alifaticos.

b) Apolares, aromaticos: O triptéfano absorve luz na regidao ultravioleta do
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espectro (Fig. [§).

Apolares aromaticos

coo" €00~
v g |
H;N—(l.'—H H 3m—cl—l-l
CH, ?Hz
C=CH
\
NH

\_/

Fenilalanina Triptofano

Figura 8: Aminoacidos apolares aromaticos.

¢) Polares, nao carregados: Contém grupamentos funcionais que fazem ligagoes

de hidrogénio com a agua. A polaridade da serina e da treonina é devido ao grupo

hidroxila, enquanto a da asparagina e da glutamina é devida ao grupo amina.

Polares nao carregados

coo” oo oo™
+ I * | * |

H,H—(IZ-H H;H—?—H H,H-fT'—H
CH,0H H—E—DH CH,

CHy SH
Serina Treonina Cisteina
coo (I:GCI' IEOCI'

| + s
HsN—C —H H.-.N—L;—H HsN—l'E—H
|

CH, t.|'.H; tIsz

C CH

/N e

A

OH H;N 0
Tirosina Asparagina Glutamina

Figura 9: Aminoacidos polares nao carregados.

d) Polares, carregado positivamente: Grupamentos R carregados positiva-

mente a pH 7,0. A lisina e a arginina tém um segundo grupo carregado positivamente



24
Fig. [10]
Polares positivos

CH, ﬁﬂz ﬁ“z
c||-|3 (||-|1 C—N\H
CH, CH, | v
| | C—N
LTH, NH H

5%

*HH'_; c|=HH;
NH,
Lisina Arginina Histidina

Figura 10: Aminoacidos polares positivos.

e) Polares, carregados negativamente: Grupamentos R carregados negativa-

mente a pH 7,0. Os dois aminoacidos da Fig. [L1| possuem um segundo grupo carboxilico.

Polares neqativos

C00~ o0~
v | v |

C|Hz ﬁHz
00~ fT'Hz
coo”
Asparagina Glutamato

Figura 11: Aminoacidos polares negativos.

2.2 Tipos de vibragoes moleculares

As frequéncias de vibragoes moleculares dependem da energia de ligacao atomica

que determina a forga para esticar ou comprimir uma ligagao [17]. Todos os dtomos de
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uma molécula estao constantemente em movimento e a molécula tem, além disso, os
movimentos de rotacao e translacao.

As posigoes relativas dos atomos em uma molécula nao sao fixas, variam conti-
nuamente em funcao de varios tipos de vibragoes em torno das ligacoes da molécula .
Os atomos de uma molécula podem vibrar, girar ou fazer os dois movimentos simultaneos,
podendo ser chamado de espectro vibracional, rotacional ou rotovibracional. Os modos
normais de vibragao sao: estiramento (simétrico e antissimétrico), oscilagao, dobramento

(tesoura, balanga em fase e em oposicao de fase) e torgao.

2.2.1 Stretching (estiramento)

Na vibracgao do tipo estiramento ocorre uma variagao da distancia interatomica
no eixo de ligagao entre os dtomos. Os atomos se movem na direcao da ligacao. A vibragao
de estiramento em que a distancia entre dois 4&tomos em torno de uma ligacao varia com

o tempo sao de dois tipos, simétricos e antissimétricos.

Figura 12: Estiramento simétrico ||

O estiramento simétrico (Fig. ¢ o modo vibracional onde os dois dtomos
se aproximam e se afastam do atomo central ao mesmo tempo. Os dtomos externos se
aproximam e se afastam a distancias iguais do atomo central, sem variacao do momento
de dipolo elétrico.

Por outro lado, o estiramento antissimétrico ¢ o modo de vibracao onde um
atomo se afasta, enquanto o outro se aproxima do atomo central (Fig. . Quanto aos
atomos externos, um se aproxima e o outro se afasta do atomo central havendo variacao

do momento de dipolo elétrico.

i Ty W

Figura 13: Estiramento antissimétrico .
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2.2.2 Bending (dobramento ou deformacao)

A vibracao de deformacao envolve a variacao do angulo entre os diferentes
atomos. Para o sistema triatomico de atomos, os tipos de vibragoes de flexoes ou de-

formacao no grupo, sao classificadas como scissoring, wagging, twisting e rocking.

\ Fd
o / \,
- - - .

Figura 14: Deformacao do tipo tesoura scissoring .

Na vibracao do tipo wagging os atomos se movimentam na mesma direcao
para frente e para tras do plano (Fig. . A unidade estrutural oscila de um lado para o

outro em um plano perpendicular ao plano perpendicular da molécula.

A A

Figura 15: a) Vibragao de flexao para dentro da pagina ® ; b) Vibragao de flexao para

fora da pagina ® .

Na vibracao denominada balanco fora de fase os atomos se movimentam um

para fora e outro para dentro do plano (Fig. .

A A

Figura 16: Balango fora de fase .

Na vibracao conhecida por deformagao angular do tipo rocking os atomo se

movimentam angularmente no mesmo sentido em relagao ao dtomo central (Fig. .

2.2.3 Torgao

A vibragao de trogao ocorre em torno do atomo central, os angulos e as

distancias nao se alteram (Fig. [18).
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Figura 17: Deformagao angular antissimétrica .

f/f )
‘ / ( [ é
*'\'_x_ ‘J..// ___/)'

Figura 18: Vibracgao de torcao .

2.3 Transicao de fase

Estruturas cristalinas podem eventualmente sofrer transicoes de fase. As
transicoes de fase podem ocorrer devido a fatores externos como variacao de tempera-
tura ou pressao. As transicoes podem ser classificadas de primeira ou de segunda ordem.
Para os casos de transicao de primeira ordem, o parametro de ordem (volume, angulo
monoclinico, polarizagao, etc.) varia descontinuamente na temperatura (ou pressao) de
transigdo. Eventualmente, se existir um modo mole (soft mode), ele também exibird uma
descontinuidade na temperatura critica. Em uma transicao de fase de segunda ordem,
o parametro de ordem vai continuamente a zero na temperatura critica. Na verdade,
pode-se generalizar as ideias sobre a ordem das transicoes de fase da seguinte maneira.
Uma transicao de fase de primeira ordem ocorre quando ha descontinuidade em qualquer

das trés derivadas da energia livre de Gibbs em torno do ponto de transicao:

Adicionalmente, quando ha continuidade nas grandezas acima e descontinui-

dade nas segundas derivadas da energia livre de Gibbs:

ce_ (OGN g (PG (04
T~ \o12), ~\or2),. P \er ),

entao a transicao de fase é dita ser de segunda ordem.

Uma classificagdo mais moderna separa as transigoes em continua, que cor-
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respondem as transigoes de segunda ordem, quando o calor latente se anula e a variacao
do parametro é continua, e em descontinuas, que correspondem as transicoes de primeira
ordem, que apresentam calor latente nao nulo e variacao descontinua no parametro de

ordem.
2.4 Abordagem geral sobre o dcido gama-aminobutirico (GABA)

O acido gama-aminobutirico também conhecido como GABA ( Gamma-Aminobutyric
Acid) é um aminoacido de baixo peso molecular e atua como neurotransmissor inibitério
no sistema nervoso central. Ele foi primeiramente sintetizado em 1883, e foi inicialmente
conhecido apenas como um produto metabdlico de plantas e micrébios. Em 1950, Eugene
J. Roberts e Jorge Awapara descobriram que havia quantidades razoaveis de GABA no
sistema nervoso central dos mamiferos. No entanto, o GABA nao foi aceito como neuro-
transmissor até a década de 1960, ap6s uma bateria intensa de experimentacao fisiologica.
Ernst Florey em 1953 demonstrou que o GABA sintetizado quimicamente pode inibir o
receptor das lagostas. Esta observagao levou Ernst Florey a propor que o GABA atuava
como um neurotransmissor inibitorio no cérebro. Del Castillo et al. demonstraram que o

GABA agia espontaneamente nos musculos [20].

0
NH
HO 2

Figura 19: Estrutura molecular do GABA na forma neutra.

O GABA é um neurotransmissor inibitorio que é distribuido nos neurénios do
cortex e contribui para o controle motor, a visao, além de outras fungoes corticais. O
GABA age como um freio para os neurotransmissores excitatorios que levam a ansiedade.
Pequena quantidade de GABA nas pessoas pode causar transtornos de ansiedade. Além
disso, em algumas espécies de insetos o GABA atua em receptores excitatérios nos nervos.
Alguns medicamentos que aumentam o nivel de GABA no cérebro sao usados para tratar
a epilepsia e para acalmar o tremor de pessoas que sofrem de doengas correlacionadas. Ou
seja, de uma forma geral, o GABA induz a inibicao do sistema nervoso central causando
a sedacao. Os neuronios que produzem o GABA sao chamados de gabaérgico e tém agao
inibitoria. Receptores GABA¢ foram encontrados na medula espinhal dorsal e na retina
de mamiferos. O neurotransmissor cldssico acido gama-aminobutirico (GABA) atua como
maior transmissor inibitério no sistema nervoso central de mamiferos adultos [20].

No que diz respeito a estrutura cristalina, o GABA cristaliza-se numa estrutura

monoclinica P2;/c (C5,) com 4 moléculas por célula unitdria, com parametros de rede



Figura 20: Molécula do GABA.

e outras caracteristicas fornecidas na Tabela [1, Uma visao geral da célula unitdria do

cristal de GABA é apresentada na Fig.

m]

=

ceee

Figura 21: Célula unitaria do GABA.

Tabela 1: Dados cristalograficos para o cristal GABA.

Férmula molecular
Massa molar
Estrutura
Grupo espacial
Parametros de rede

Volume da célula unitaria
Angulo monoclinico
pH
Ponto de fusao
Hidrossolublidade

Forma

C4H9N02
103,12 g/mol
monoclinica
P21/C
a="7193 A
b = 10,120 A
c = 8,260 A
601,271 A3
B =11097°
6,0 - 8,0 a 103,1 g/1 a 25°C (298 K)
195°C
103,1 g/1 a 20°C (293 K)

cristalino
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Raman Raman Anti-Stokes
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Figura 22: Ilustragao esquematica do processo Raman Stokes, Raman anti-Stokes e
espalhamento Rayleigh [21].

2.5 Espectroscopia Raman

Observamos na Fig. que no espalhamento Stokes o féton com energia hr,
incide no estado fundamental da molécula, e é espalhada até um estado virtual de onde
decai com energia h(v — 1,). No espalhamento anti-Stokes o féton com energia hv incide
em um estado excitado vibracional, e é espalhado até um estado virtual de onde decai
com energia h(v + v,) atingindo o estado fundamental da molécula [22]. Em ambos os
casos a diferenca de energia dispersada, corresponde a diferenca energética entre o estado
vibracional fundamental e um dos seus estados excitados. No espalhamento Rayleigh, ou
espalhamento eldstico ndo hé variagao energética entre o féton incidente e o espalhado [23].

A regra de selecao basica no efeito Raman é que a polarizabilidade varie du-
rante a vibracao. Ou seja, espera-se, que durante a vibracao, a derivada do tensor de
polarizabilidade em torno da posi¢ao de equilibrio seja nao-nula. A luz incidente ( repre-
sentada por um campo elétrico B) atua sobre a distribuicao de cargas podendo altera-la.
Como consequéncia, surge um momento de dipolo induzido (?), o qual dependera do que

chamamos polarizabilidade a:

pP=a-E. (2.1)

A polarizabilidade pode ser expandida em série de Taylor, onde temos:

1 /da
_ o 2.2
& ao+2(dq>o+ , (2.2)

Considerando que a coordenada q e o campo elétrico podem ser dados por

q = qocos(2muyt),
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E = Eycos(2mut),

o momento de dipolo induzido sera:

P = aEycos(2mupt) + 5 (d_a> qoEo {cos2m(vy + v,)t + cos2m(vy — wvy)t] }. (2.3)
470

O primeiro termo contém somente a frequéncia da radiacao incidente, cor-
respondente ao espalhamento eldstico (espalhamento Rayleigh). O termo com soma de
frequéncia é relativo as espelhamento anti-Stokes, e o com subtracao é o espalhamento
Stokes. Observa-se que para haver atividade Raman ¢é preciso que a polarizabilidade varie
em torno da posicao de equilibrio.

Para o modelo atomico, a molécula passa a um nivel transitorio de energia e
depois decai para um estado excitado (espalhameno Stokes). O féton espalhado tem ener-
gia igual a da radiacao incidente menos a diferenca de energia entre os niveis adjacentes.

O momento de transicao pode ser escrito como:

P, | = Qug gy Oy | Ey
PZ aZ:E azy aZZ EZ

De forma compacta temos que B = (Cij)nm - E, onde (j)nm sa0 as componentes do
tensor de polarizabilidade.

Por sua sensibilidade em verificar transicoes de fases, esse tipo de espectros-
copia tem sido usada para analisar materiais submetidos a condigoes extremas (altas
pressoes, baixas e altas temperaturas) para monitorar as transi¢oes de fases [18]. A
grande vantagem desta técnica sobre as demais(infravermelho, espalhamento de neutrons,
etc) é o uso de luz visivel, que entre outros, facilita a focalizagdo da excitagao sobre a
amostra.

De acordo com a Tabela [2, a espectroscopia Raman atua na mesma regiao
espectral que a espectroscopia de absorcao no infravermelho. Portanto, a espectroscopia
no infravermelho é uma técnica complementar a espectroscopia Raman [22], os modos que
aparecem mais fracos em uma das técnicas costumam aparecer mais fortes na outra. Se o
material for cristalino e possuir uma simetria de inversao este apresentara modos que se
observados com espectroscopia Raman nao serao observados no infravermelho, e maneira
complementar, os modos observados no espectro infravermelho nao sera visto no espectro
Raman.

Do ponto de vista quantico, o espalhamento Raman é visto como um processo



Tabela 2: Principais técnicas espectroscopicas, com os numeros de ondas e os tipos de

transicoes quanticas.
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Técnica Espectroscopica

Intervalo (cm™1)

Origem

Raios-y

Raios-X

UV visivel

Raman e Infravermelho
Microondas

Ressonancia eletronica

de spin (RES)

Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN)

1010 — 108
10% — 109
106 — 10*
10* — 102
102 —1
1—10"2
1072 —-10¢

Rearranjo de particulas
elementares no nicleo.
Transicoes entre niveis de
energia de elétrons internos
e atomos e moléculas.
Transicoes entre niveis de
energia de elétrons de
valéncia e &tomos e moléculas.
Transicoes entre
niveis vibracionais.
Transigoes entre
niveis rotacionais.
Transicoes entre niveis
de spin de elétron
em um campo magnético.
Transicoes entre niveis
de spin nuclear em
um campo magnético.
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de terceira ordem no qual o fotéon incidente excita um par elétron-buraco virtual; entao o
elétron é espalhado por um fonon e decai de volta ao buraco para emitir o féton espalhado
[24].

Os niveis de energia vibracional de um sistema molecular diatomico, tratado

aproximadamente como oscilador harmonico quantico, ¢ dado por:

o (n+ ). »

Geralmente, os espectroscopistas usam unidades em ¢cm™! (nimero de onda)

para visualizar as transicoes vibracionais.

E, 1
1
em que w é a frequéncia do oscilador em e¢m ™!, definido da seguinte forma w = v_ Y
c

Embora a unidade em ™! seja dada em nimero de onda, ainda é costume em espectroscopia

vibracional denomina-la como frequéncia.

2.5.1 Aplicagoes da célula de pressao hidrostatica

No fim da década de 1920 do século passado o fisico americano P. W. Bridgman
construiu a primeira célula de pressao com bigornas para gerar altas pressoes. Embora o
seu modelo nao tenha sido com extremos de diamantes como sao usados hoje, Bridgman
recebeu o prémio Nobel de Fisica por seu pioneirismo no campo da fisica de altas pressoes.

De uma forma geral, a aplicacao de altas pressoes em uma amostra produz
diminuicao nas distancias interatomicas de equilibrio dos compostos, eventualmente mo-
dificando as propriedades das amostras, causando mudancas nas interacoes moleculares
dentro de um sélido; como consequéncia, ocorrem alteragoes nos seus espectros Raman.
As principais mudancas estao associadas com variagoes nas frequéncias, larguras de linha
e intensidades das vibracoes. As variagoes das frequéncias sao produzidas pelas alteracoes
nas constantes de forcas, enquanto que as variacoes nas larguras de linha e intensidades
sao provocadas pela variagao nas vidas médias dos fonons.

A anarmonicidade nos cristais é proveniente de duas contribuicoes distintas:
(i) a contribuicao implicita, que estd associada com as variagbes nas dimensoes dos
parametros de rede, e (ii) a contibuicao explicita que estd associada com o numero de
ocupagao dos fonons. As pressoes sobre um cristal produzem anarmonocidade explicita
enquanto que as variacoes de temperatura produzem simultaneamente variacoes implicitas
e explicitas na anarmonicidade.

Bigornas de diamantes sao usadas para gerar altas pressoes porque o diamante
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é a substancia mais dura conhecida e por ser transparente a luz para uma ampla faixa
de energia (infravermelho, visivel, ultravioleta e raios-X). Aqui nds utilizamos a célula de
pressao a fim de verificar mudancas estruturais em um cristal de aminoacido submetidos
a altas pressoes como serd visto mais adiante.

Equipamentos de altas pressoes em cristais de aminoacidos foram realizados
pioneiramente no Laboratorio de Altas Pressoes do Departamento de Fisica da Univer-
sidade Federal do Ceard. O primeiro trabalho publicado na literatura apresentou uma
investigagao em cristais de L-asparagina monohidratada |25], que foi submetido a pressoes
de até 2,0 GPa. Deste estudo observou-se que até pressoes de 1,3 GPa, o referido cristal
apresenta trés diferentes transicoes de fase conforme se pode inferir a partir da analise
dos espectros Raman na regiao dos modos da rede. Esse resultado foi interpretado como
consequeéncia de uma série de perturbacoes na complexa rede de ligacoes de hidrogénio que
ligam as moléculas de asparagina entre si e entre elas e as moléculas de agua na estrutura
do cristal. Na verdade, as novas estruturas de altas pressoes do cristal de L-asparagina
monohidratada ainda estao por serem identificadas.

Um outro trabalho realizado com aminoacido proteico no mesmo laboratério
investigou a estrutura da L-alanina [26]. Nesse estudo os autores argumentaram, baseado
em resultados de espectroscopia Raman que a L-alalina sofre uma transicao de fase em
aproximadamente 2,2 GPa. Essa transicao é acompanhada por forte variagao das inten-
sidades das bandas Raman de mais baixa energia, isto é, as bandas localizadas em 42

e 48 em™L.

Tal fato pode ser considerado bastante sugestivo, haja vista que ja foram
observadas anomalias com a temperatura exatamente nestes dois modos, e que foram
considerados consequéncia da localizacao de energia vibracional. O aspecto mais curioso
é que se imaginou que a transicao levaria a simetria de ortorrombica para tetragonal,
mas trabalhos posteriores nao confirmaram essa modificacao de simetria. Essa questao,
portanto, continua um ponto nao completamente entendido.

A andlise dos cristais de aminodcidos sob altas pressoes foram feitas tanto
utilizando-se espectroscopia Raman quanto difracao de raios-X. Neste ultimo caso o ideal
¢ a utilizacao de radiacao sincrotron, uma vez que as amostras colocadas no interior
da célula de pressao sao de dimensoes bastante diminuidas. Assim, a espectroscoia Ra-
man associada a técnica de altas pressoes com bigorna de diamantes tem se revelado
como o principal instrumento de investigacao das propriedades vibracionais de cristais de
aminodcidos. Para citar um exemplo paradigmatico dessa juncao de técnicas, lembra-se
aqui do belo trabalho realizado no cristal de L-metionina [27]. No referido trabalho a
evolucao dos espectros Raman apresentaram uma impressionante transicao de fase em 2,1

GPa. Essa transicao foi notada através da observacao do desaparecimento de duas bandas
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de intensidade média localizadas ente 600 e 700 em ™! e o concomitante aparecimento de
uma banda de altissima intensidade no mesmo intervalo de frequéncia. Apds a transicao
de fase apenas a banda de alta intensidade fica presente no espectro Raman. Enfim, este
é um exemplo que mostra que a técnica Raman pode apresentar de uma forma clara e
contundente a ocorréncia de mudancas de fase em cristais da familia de moléculas que

sera o tema de pesquisa dessa Tese.
2.6 Espectroscopia Infravermelho

A espectroscopia infravermelho é uma importante ferramenta para andlise e
identificacao de materiais e estruturas de moléculas. A espectroscopia na regiao do infra-
vermelho determina a frequéncia e a intensidade de absorcao, sendo uma técnica bastante
utilizada na determinacao das estruturas e na identificacdo de compostos organicos e
inorgéanicos devido a presenca de diferentes grupos funcionais [28]. Grupos nessa regiao
absorvem em comprimentos de onda especificos [29]. Os picos de absor¢ao sao mais acen-
tuados quando comparados com picos de absorcao do ultravioleta e do visivel. A regiao
de infravermelho do espectro eletromagnético varia em nimero de ondas no intervalo 2 —
15 pm ou 400 — 4000 cm~!. Na pratica, consideramos trés regioes: Near Infrared Region
(12500 - 4000 cm ™), Mid-Infrared Region (4000 - 400 cm™!) e a Far-Infrared Region (400
- 10 em™).

A absorcao no infravermelho ocorre quando a interacao da molécula com a luz
produz uma mudanca no momento de dipolo durante a vibracao normais. A titulo de
comparacao, o espalhamento Raman ocorre quando o movimento molecular produz uma
mudanga na polarizabilidade da molécula [17].

Existem algumas vantagens para a utilizacao da espectroscopia do infraverme-

lho, entre elas podemos destacar:

i) permite a andlise de uma substancia que nao é muito estavel, comegando a anélise

antes de comecar a decomposicao;
ii) a reflexdo especular é aumentada e a perda de energia no processo é diminuida;
iii) pode ser utilizada para analisar quase todos os compostos organicos e inorganicos;
iv) ndo tem restrigdo de fase, pode ser sélido, liquido e gés [30].

As espectroscopias Raman e infravermelho sao necessérias para descrever com-
pletamente os movimentos vibratérios de moléculas [31] ou de cristais, quando os mes-

mos formam estruturas centrossimétricas. Podemos verificar, por exemplo, que vibragoes
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simétricas e grupos apolares sao mais facilmente estudadas pelo Raman, enquanto que
vibragoes antissimétricas e grupos polares, por espectroscopia infravermelho [2§].

A regra de selecao bésica para ocorréncia da absorcao infravermelho é que o
momento de dipolo varie durante a vibracao, mais precisamente que durante a vibracao
a derivada do momento de dipolo em torno da posicao de equilibrio seja nao-nula. A
absorc¢ao altera a amplitude vibracional molecular. De uma forma geral, a técnica de ab-
sor¢ao infravermelho possui bastantes aplicagoes no estudo de cristais de aminoacidos. Na

presente Tese a técnica sera utilizada auxiliarmente os estudo de espectroscopia Raman.
2.7 Difracao de raios-X

O final do século XIX foi marcado por vérias descobertas na Fisica. Nessse
campo, muitos trabalhavam com um aparelho chamado valvula de Hittorf para estudar
a emissao de raios catodicos tentando descobrir suas propriedades. No final de 1895, o
fisico W. C. Roentgen (1845-1923) estava realizando experimentos com o seu tubo de
raios catddicos quando, por acaso, a folha de papel que era usada como chapa fotografica
coberta com uma substancia quimica comecou a brilhar. Ele supos ser um raio que
partia do tubo de raios catdédicos [32]. Em virtude da sua natureza ser desconhecida,
chamou de raios-X [14]. Rdentgen repetiu o experimento varias vezes colocando objetos
entre a valvula e a chapa. Todos pareciam ser transparentes, mas quando sua mao
passou acidentalmente na frente da valvula surgiu uma fotografia de seus ossos, com o
detalhe do anel que usava. Inspirado pelos raios-X, Becquerel procurou veé-los em minerais
fluorescentes acabou descobrindo a radioatividade. Roentgen foi agraciado com o prémio
Nobel de Fisica em 1901 [33].

Por sua vez, os fisicos ingleses Sir W. H. Bragg e seu filho W. L. Bragg de-
senvolveram em 1913 uma técnica para explicar as estruturas cristalinas, com o qual
receberam o Prémio Nobel em 1915 [32]. A andlise de DRX (difracao de raios-X) é base-
ada na interferéncia de raios-X e uma amostra cristalina na qual a radiacao é filtrada e
dirigida para a amostra. A interacao dos raios com a amostra produz uma interferéncia

construtiva que satisfaz a lei de Bragg [33]:

2dsenf = nA, (2.6)

onde d é o espacamento entre os planos de difragao, € é o angulo de incidéncia, n é qualquer
numero inteiro, e A é o comprimento de onda do feixe. A lei de Bragg é a condicao para
que ocorra interferéncia construtiva, uma lei simples mas muitissimo poderosa, sendo

utilizada até os dias de hoje.
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Figura 23: Reflexao de um feixe de raios-X por planos de um cristal.

A radiacao utilizada nesta técnica possui um comprimento de onda da ordem
de alguns angstrons, ou seja, a mesma ordem do espacamento entre os atomos em uma

cristal. E por esta razao que a “luz’dos raios-X é difratada pelos materiais cristalinos.
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo apresentaremos informacgoes sobre a amostra utilizada nos expe-
rimentos e uma descri¢cao dos equipamentos utilizados nos experimentos de espectroscopia

Raman e infravermelho e difracao de raios-X.
3.1 A amostra acido gama-aminobutirico

A amostra de GABA utilizada neste trabalho é pé comercial fabricado pela
Sigma Aldrich (referéncia do produto: A5836 - 10g, lote: 1446172V na mostrado Fig. .
Ela apresenta-se com pureza maior do que 98 %. A amostra foi usada na forma que foi

obtida do fabricante.

Figura 24: Amostra GABA.

3.2 Sistema de experimentos de espectroscopia Raman

Para a obtencao dos espectros Raman foi utilizado um espectrometro T64000
da Jobin Yvon, um detector CCD (Charge-Coupled Device) resfriado a nitrogénio liquido
(Fig. . Uma banda centrada em 521 cm™! de uma amostra padrao de silicio cristalino
foi utilizado para aferir o equipamento. Para focalizar o laser sobre a amostra utilizamos
um microscopio Olympus modelo BX40. O laser de argonio foi a fonte excitadora usando a
linha 514 nm com uma poténcia tipica de 0,18 W na saida do equipamento. Usamos uma
lente com aumento de 20 vezes e uma distancia focal de 20,5 mm para focaliza o laser sobre
a amostra dentro do criostato ou da célula de pressao. Além dos equipamentos descritos

anteriormente, foi utilizado o criostato modelo THMS da Air Products and Chemicals Inc.
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O controle de temperatura foi feito por um controlador de temperatura da Lake Shore

330 usado para controlar o resfriamento da amostra submetida a vacuo.

(b)

Figura 25: (a) Espectrometro T64000 triplo monocromador da Jobin Yvon; (b)
Criostato da APD Cryogenics modelo THMS 600.

3.3 Sistema de experimentos de espectroscopia de infravermelho

Para a realizacao de medidas de espectroscopia infravermelho a amostra foi
macerada junto com KBr (brometo de potéssio) e prensada com o intuito de forma de
uma pastilha. A pastilha é colocada em um recipiente apropriado transformando-se em
um disco, e realizando-se assim as medidas de absorcao no infravermelho.

Foi utilizado um espectrometro FT-IR da Bruker Vertex 70 V utilizando a

técnica de transmitancia com intervalo espectral compreendido entre 400 e 4000 cm™!.

Todas as medidas foram realizadas sob vdcuo, com 256 varreduras e resolucao de 2 cm™!

(Fig. [26)).

Figura 26: Espectrometro de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)
utilizado.

3.4 Experimentos de Difracao de Raios-X

Para confirmar a estrutura da amostra estudada e verificar possiveis mudancas

estruturais com a temperatura foram realizados, o experimentos de difracao de raios-X da
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amostra em po a temperatura ambiente e depois com variacao de temperatura utilizando
um difratometro de raios-X, modelo D8 Advance da Bruker equipado com camara de
temperatura. Uma radiacio Cu-Ka (A = 1,540562 A) foi usada com o difratometro
operando a 40 kV /45 mA. Os padroes de difracao foram obtidos no intervalo angular de

4 — 40° (20) com de passo de 0,001°(26) e tempo de contagem de 5 segundos por passos.
3.5 Sistema de medidas de pressao

Além do aparato utilizado nas medidas Raman descrito anteriormente, utilizou-
se também uma camara de pressao hidrostatica para as medidas a altas pressoes.

A Fig. [27] é uma representacao esquematica da parte central da célula de dia-
mantes. Assim, a camara onde estd localizada a amostra (gaxeta) é presionada contra o
diamante fixo [34].

A calibragao da pressao foi realizada utilizando o método do deslocamento das
linhas de luminescéncia R; e Ry do rubi. As energias Ry e Ry (que representam transigoes
eletronicas do Cr3T) sao fungoes lineares da pressao.

O valor de pressao em unidades de GPa no interior da célula pode ser calculado

usando a seguinte relagdo empirica:

0

WRi — Wpy
p =" " 1
7,535 (3.1)

onde, i pode ser de 1 ou 2 e w%. em unidades de cm™*

¢ a energia das linhas R; e Ry a
pressao atmosférica e P é a pressao (dada em GPa).

Como fluido transmissor de pressao foi utilizada o 6leo mineral (Nujol) que nao
interage com a amostra e manteve-se hidrostatico em todo intervalo de pressao investigado,

de 0,1 a 7,1 GPa, conforme discussao mais adiante.

Figura 27: Célula a extremo de diamante com membranas.

Na montagem do experimento, uma gaxeta foi colocada entre os diamante e,
em seguida, foram inseridos o rubi e a amostra GABA no furo da gaxeta (diametro do
furo: 110 pm; espessura: 43 um; pressao de indentagao: 28 bar). Na sequéncia, o pistao
foi colocado por cima e a célula foi fechada torcendo-se o capd sobre o pistao. O meio

compressor tem como principal finalidade manter a amostra sobre pressao hidrostatica,



41

permitindo dessa forma que toda a estrutura cristalina do material esteja submetida a
mesma tensao. O orificio é preenchido com o liquido compressor e entao é fechado. Para
evitar a aplicacao de uma pressao nao uniforme no interior da célula, é necessario que
as janelas sejam alinhada paralelamente utilizando luz visivel do microscépio, através de
ajuste do diamantes. Apds o fechamento, a célula de pressao é inserida em uma camara
conectada a uma bomba; tal bomba injeta gas na membrana e a pressao aumentada sobre
esse capo fazendo com que a membrana nele contida pressione o pistao contra o corpo
da célula, o que acarreta um aumento adicional da pressao sobre a amostra. Toda essa
operacao de montagem ¢ realizada com o auxilio de um microscépio 6ptico. Uma das
principais vantagens desta célula consiste numa maior precisao no controle da pressao
interna da mesma, uma vez que tem-se um controle muito preciso da quantidade de gas
que preenche a membrana. Ao utilizar-se o nujol o ambiente permanece perfeitamente
hidrostatica até uma pressao de 7 GPa. No caso dos experimentos apresentados nessa
Tese, o controle da hidrostaticidade foi realizado acompanhando-se as linhas de emissao
Ry e Ry da luminescéncia do cromo no rubi. Como nao houve deformacao das duas linhas
do rubi até as pressoes mais altas conseguidas, entao significa que o ambiente no interior

da célula se manteve perfeitamente hidrostatico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sao apresentados diversos resultados relativos as propriedades
estruturais e vibracionais do cristal de GABA. Inicialmente, faz-se uma discussao acerca
da identificagao dos modos normais de vibracao desse cristal. Para isso utilizam-se resul-
tados obtidos em outros cristais de aminoacidos ja publicados na literatura. Esse auxilio
é possivel porque o GABA, também sendo um aminodcido, possui muitas estruturas co-
muns a esta familia de materiais. Em segundo lugar, é discutido o comportamento do
cristal de GABA quando submetido a diversas condigdes termodinamicas como diferen-
tes temperaturas e diferentes pressoes. Como serd visto, embora o material seja estavel
num grande intervalo de temperatura — como também seja verificado com outros cris-
tais de aminodacidos, embora nao seja uma regra geral — ele sofre uma transicao de fase
em valores de pressao relativamente baixos. Possivelmente isto se deve a forma como as
ligacoes de hidrogénio mantém as moléculas de GABA empacotadas na estrutura crista-
lina, como teremos oportunidade de discutir mais adiante. Desta forma, espera-se fornecer
uma contribuicao ao entendimento das propriedades fisicas deste importante material, em

particular no que diz respeito as propriedades vibracionais e estruturais.

4.1 Espectroscopia Raman e infravermelho do GABA a temperatura ambi-
ente

Antes de discutir os modos de vibracao observados nos espectros Raman e
infravermelho do GABA, é de importancia realizar uma analise da distribui¢ao dos mo-
dos normais de vibragao do cristal que possui simetria com grupo espacial C3,. Dessa
informagao percebe-se que o cristal possui um centro de simetria e, como consequéncia,
as representacoes irredutiveis que contém os modos ativos no infravermelho nao contém
os modos ativos no Raman, e vice-versa. Cada molécula de GABA (CyH9NOs) possui 16
atomos e uma vez que ha 4 moléculas por célula unitaria, significa que 64 atomos darao
origem a 192 modos normais de vibracao.

Os modos acusticos do GABA sao distribuidos em termos das representacgoes

irredutiveis do grupo fator Cy, como

Loe. = 1A, + 2B,

enquanto que os modos épticos sao distribuidos como
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T, = 484, + 4TA, + 48B, + 46B,

Desses modos, aqueles pertencentes as representacoes A, e B, sao Raman
ativos, enquanto que os modos A, e B, sao infravermelhos ativos.

Nessa secao sao apresentados e discutidos os modos de vibragao de um cristal
de GABA observados a temperatura ambiente e pressao atmosférica. A Fig. 2§ apresenta

o espectro Raman do GABA na regiao espectral entre 20 e 400 cm™!. Observa-se que os

1

modos abaixo de 150 cm™" sao bastante mais intensos quando comparados com aqueles

da regiao entre 150 e 400 cm ™.
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Figura 28: Espectro Raman do GABA registrado a temperatura ambiente na regiao
1

espectral entre 20 a 400 cm™".

O estudo do comportamento dos modos vibracionais de um cristal pode forne-
cer importantes informagoes sobre a estabilidade da estrutura cristalina. Em particular, o
comportamento dos modos associados a rede - uma vez que dao informacao sobre a sime-
tria da célula unitaria - possuem uma importancia impar para a discussao da estabilidade
cristalina. A Tabela [3] apresenta a classificacdo dos modos ativos do GABA através da
técnica de espectroscopia Raman.

A Fig. apresenta os espectros Raman e infravermelho de um cristal de
GABA registrados & temperatura ambiente na regiao espectral entre 400 a 1200 cm™!. As

bandas possuem intensidades diferentes porque os modos ativos no Raman e no infraver-
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Figura 29: Espectro Raman e infravermelho do GABA & temperatura ambiente na
regiao espectral entre 400 a 1200 cm~!.
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melho sao originados de dois fenomenos fisicos diferentes, respectivamente, variacao da
polarizabilidade e variacao do dipolo elétrico. A banda de baixa intensidade em torno de
400 cm™! é classificada tentativamente como torgao do NHy , 7(NHy ), aparecendo com
maior intensidade no espectro infravermelho. Esta banda tem importancia pelo fato de
estar relacionada as ligacoes de hidrogénio.

Outra banda de grande importancia, no que diz respeito as vibragoes relacio-

- na verdade,

nadas com as ligagoes de hidrogénio, é aquela que aparece em 571 - 587 cm™
trata-se de um dubleto no espectro Raman que ¢ classificado tentativamente como rocking
do CO;, r(CO3). E interessante destacar que para a maioria dos cristais de aminogcidos
esta vibragdo é encontrada abaixo de 560 cm™' [16]. No espectro de infravermelho o
r(COy ) aparece com maior intensidade.

Uma banda de baixa intensidade no espectro Raman do GABA e de média
intensidade no espectro de infravermelho observado em aproximadamente 640 cm~! foi
classificada tentativamente como um modo de dobramento do grupo CO5, 6(COy ). Tal
classificacao possui embasamento na identificacao que ja foi realizada em cristais de alfa-
aminoacidos, como a L-alanina e a L-leucina. No primeiro foi observada uma vibracao
§(COy ) exatamente em 640 cm™! [35], enquanto no segundo uma vibragao equivalente
foi observada em 664 cm™! [36].

No espectro Raman do GABA sao observadas duas bandas intensas entre 800
e 900 cm™!; no espectro infravermelho na mesma regiao aparecem bandas de baixa in-
tensidade. De uma maneira geral, modos de vibracao entre 800 e 1000 cm~! podem ser

1

classificados como estiramentos CC e entre 1000 e 1200 cm™" como estiramentos CN.

Fundamentalmente sao vibragoes de dtomos de carbono pertencentes ao esqueleto da es-
trutura e de atomos de carbono ligados ao nitrogénio do grupo N Hs. Tal classificacao
encontra base na literatura relacionada ao estudo dos aminoacidos. Por exemplo, para os

cristais de L-isoleucina [37] estas vibragoes ocorrem no intervalo entre 872 e 1087 cm™!; na

L-asparagina monohidratada [38] tais vibragoes foram reportadas entre 890 e 1082 cm™*;
e na L-valina [39], entre 902 e 1068 cm™!. Desta forma, a classificagao tentativa fornecida
na Tabela [3| é bastante compativel com a classificacao equivalente em outros cristais de
aminodcidos.

A Fig. apresenta o espectro Raman e o espectro infravermelho do GABA

1

no intervalo espectral entre 1200 e 1800 cm™". No espectro Raman as bandas sao mais

intensas na regiao abaixo de 1500 cm™!. Bandas no espectro Raman em 1258 e em 1290
cm~! sdo classificadas tentativamente como deformagao CH, §(C'H) e tor¢ao do grupo
CH,, 7(CH,). No espectro infravermelho o destaque fica para a banda larga e relativa-

mente intensa observada em torno de 1600 cm™!, que ¢ associada ao estiramento C' = O.
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Figura 30: Espectros Raman e infravermelho do GABA a temperatura ambiente na
regiao espectral entre 1200 a 1800 cm~!.
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O fato desta vibragao aparecer com baixa intensidade no espectro Raman é explicado pelo
grande momento de dipolo associado com este modo de vibragao - portanto produzindo
um intensa banda infravermelho - e uma pequena polarizabilidade, consequentemente,

uma baixa intensidade Raman.
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Figura 31: Espectros Raman e infravermelho do GABA a temperatura ambiente na
1

regiao espectral entre 2600 a 3500 cm™".

A Fig.[31]apresenta os espectros Raman e infravemelho de um cristal de GABA
na regiao espectral entre 2600 a 3500 cm~!. Nessa regido espectral sao esperados serem
observadas bandas associadas aos estiramentos da unidade C'H e C' H,, respectivamente,
v(CH) e v(CHy). Nessa regiao também é possivel aparecer uma banda associada ao
estiramento do N Hj , v(NHJ"), embora ela seja de baixa intensidade no espectro Raman
e, eventualmente, nao seja visivel. Quando o cristal organico é hidratado a molécula
possui grupo do tipo OH, também aparece uma banda larga no espectro Raman em torno
de 3400 cm™!. O fato de nao existir tal banda no espectro Raman na Fig. comprova
que o cristal da GABA estudado encontra-se na forma anidra. No que diz respeito ao
espectro infravermelho ele apresenta-se como um banda larga, caracteristica dessa regiao
espectral. Um resumo da identificacao dos modos vibracionais que aparecem nessa regiao

¢ apresentada na Tabela
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Tabela 3: Classificagao dos modos ativo no Raman do GABA observados no intervalo

entre 40 e 3000 cm™!

MODO RAMAN(cm™1) CLASSIFICACOES
43 Rede
52 Rede
70 Rede
90 Rede
100 Rede
120 Rede
140 Rede
215 7(CO5),0(CN)
325 r(C' = 0), 04y(CH>)
400 T(NHJ)
414 T(NHJ)
464 T(NHJ)
571 r(COy)
587 r(COy)
647 v(CC)
784 I(COy)
868 v(CC)
886 v(CC)
994 v(CC)
1012 v(CC)
1031 v(CN)
1069 v(CN)
1130 S(NHT)
1178 r(NH;)
1258 )(CH)
1290 T7(CHs)
1315 (CH)
1340 d(CH)
1402 v(COy),6(NH),5(CHy)
1425 VS(C’OQ_), v(CC),v(CN)
1444 vs(CO5 ), 0(CHs),v(CN)
1470 dsc(C'Hy)
1544 686(00 )
1559 5( HY)
1590 va(COy ), v(C = 0),4 (NH:?),ésc(NHg)
2862
2905 v(CH),v(CH,)
2920 v(CH),v,(CH,)
2935 v(CH),v(CH,)
2952 v(CH),v,(CH,)
2082 v(CH),v,(CH,)

v —stretching (estiramento);
(dobramento ou deformagao);
O —twisting (balango fora de

vs —stretching simétrico; v, —stretching antissimétrico; § —bending
dsc —rscissoring (corte ou tesoura); d,, —wagging (balango em fase);
fase); r —rocking (oscilagdo); T —torgao.
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4.2 Espectroscopia Raman do GABA a baixas temperaturas

A Fig. apresenta a evolugao dos espectros Raman do cristal de GABA
no intervalo de temperatura entre 20 e 300 K na regiao espectral entre 20 e 350 em~*.
Observa-se que o inicio da regiao espectral investigada abrange os modos 6pticos de mais
baixa energia. Aqui é necesséario se fazer uma rapida discussao. De uma maneira geral
estes modos de baixa energia tém sido identificados na literatura como modos de rede como
ja destacado na secao anterior. Entretanto, tem se tornado cada vez mais claro que modos
de vibracao de partes relacionadas aos modos internos das moléculas também podem
estar presentes. Isso pode ser verificado, por exemplo, através de calculos de primeiros
principios, ou mesmo, por metodologias nas quais o espectro do cristal é comparado com
o espectro da substancia dissolvida na agua [40]. De qualquer forma, a partir de uma
ou outra metodologia, pode-se dizer que esta regiao envolve tanto modos da rede quanto,
possivelmente, alguns modos internos. E possivel também que modos internos estejam
acoplados a modos de rede e possam aparecer nessa regiao. Assim por simplicidade,

identificou-se os modos com nimeros de onda inferiores a 140 ¢m ™' como modos da rede.
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Figura 32: Espectros Raman do GABA com variagao de temperatura de 20 e 300 K na

regiao espectral entre 20 a 350 cm ™!,

Nao é possivel observar-se mudangas significativas no formato das bandas

nessa regiao espectral. Observa-se, entretanto, que o espectro registrado em T = 180



50

200

%
|

Namero de Onda (cm™)
e

50 e—90 0 0 0 0 0 0 ¢ ¢ ¢ 0 ¢ O

T T T T T T
50 100 150 200 250 300

Temperatura (K)

Figura 33: Numero de onda das bandas Raman do GABA em funcao da temperatura
entre 20 a 350 cm ™.

K apresenta-se com uma intensidade bem maior do que as dos outros espectros, sendo
uma possivel justificativa o fato de que se conseguiu uma melhor focalizagao do laser
sobre a amostra. Outra possibilidade, obviamente, é que este aumento na intensidade
se deva a um efeito fisico que esteja ocorrendo no cristal em valores de temperatura
proximos a 180 K. Mesmo dessa maneira, nao sao observados detalhes que diferenciem
este espectro dos outros espectros. A evolucao do nimero de onda dos modos observados
nesta regiao ¢ apresentada na Fig. Desta evolucao nao é possivel perceber nenhuma
mudanca brusca nos nimeros de onda ou descontinuidades que possam ser associadas a
alguma mudanca estrutural. Assim, deste ponto de vista nao é possivel afirmar sobre a
ocorréncia de nenhuma transicao de fase estrutural apresentada pelo cristal de GABA em
baixas temperaturas. Contudo, como serd visto mais adiante, resultados de difracao de
raios-X apontam para uma leve modificacao de alguns dos parametros da rede cristalina
em torno de 200 K.

A Fig. apresenta espectros Raman do GABA a baixas temperaturas no
intervalo 380 e 680 cm™!. Nestes espectros sao observadas bandas na regiao em torno de
400 cm ™, e entre 550 e 650 cm~!. A banda em torno de 400 cm ™! foi classificada tentati-
vamente como torgao do NH; | 7(NHJ"), como ja destacado. Estas bandas sao bastante
sensiveis a variacoes nas ligacoes de hidrogénio porque este tipo de ligacao quimica envolve
exatamente os grupos N H3 e os grupos CO, . No que diz respeito aos modos de vibracio
associados A torgao do NH; no GABA observa-se que no espectro de mais baixa tem-

peratura estao duas bandas largas, mas bem definidas. Isso sugere que mesmo a baixas
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temperaturas existe uma certa desordem relacionada ao grupo N H; no cristal de GABA.
Tal fato estd em contraste com outros casos de interesse apresentados na literatura. Por
exemplo, a vibragao 7(NH;) apresenta-se como uma banda fina a baixas temperaturas
no espectro da L-histidina clorohidrato monohidratado [41] e se torna mais larga apenas a
altas temperaturas. Retornando ao espectro do cristal de GABA percebe-se também que
a medida que a temperatura é aumentada os dois picos vao formando uma unica banda

larga.
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Figura 34: Espectros Raman do GABA com variacao de temperatura entre 20 e 300 K
1

na regiao espectral entre 380 e 680 cm™.

No espectro do cristal de GABA registrado a mais baixa temperatura observam-
se os dois picos identificados como r(CO; ) localizados entre 550 e 600 cm ™! bem separados
e com pequenas largura de linha. O aumento da largura de linha é esperado pois traduz
um aumento da desordem e da anarmonicidade. Com o aquecimento, as duas bandas vao
aumentando a largura de linha paulatinamente. Observa-se também que entre 220 e 240
K ocorre a inversao de intensidade entre as duas bandas e, a partir dai, até chegar a tem-
peratura ambiente, as duas bandas vao se tornando mais largas e de baixa intensidade.
E muito sugestivo o fato de que uma inversao de intensidade da banda r(COy) ocorra
exatamente no valor de temperatura onde o volume da célula unitaria apresenta uma sutil
mudanca como sera discutido mais adiante.

Tal comportamento, o aumento substancial da largura das bandas associadas
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Figura 35: Numero de onda das principais bandas Raman do GABA em funcao da
temperatura observadas entre 380 a 670 cm™!.

ao rocking do (COy ), embora comum, nao é universal. Por exemplo, um estudo reali-
zado no cristal de L-isoleucina [37] mostrou que as duas bandas r(CO; ) mantém-se com
pequena largura de linha em todo o intervalo de temperatura investigado, 30 a 290 K,
sugerindo que a desordem do grupo (C'O;) nado desempenha um papel muito relevante
naquele caso. Assim, é possivel supor quanto ao comportamento das vibragoes r(COy ),
no minimo dois grupos de aminodcidos: (i) o primeiro, no qual ocorre uma crescente de-
sordem do C'O; com o aumento da temperatura, representado pelo GABA; (ii) o segundo,
no qual o efeito da desordem do C'O; nao é muito relevante, representado, entre outros,
pela L-isoleucina.

No espectro desta regiao espectral ha ainda uma banda que é observada em
torno de 640 cm™!. Em todas as temperaturas ela foi vista como um pico bem simétrico.
Como observado anteriormente, essa banda foi associada a um modo de dobramento do
grupo CO5,8(COy). O principal efeito da temperatura no modo §(COy ), ¢é alarga-lo a
medida que o cristal é aquecido.

Finalmente, a Fig. apresenta a evolucao do nimero de onda dos modos
Raman presentes nos espectros Raman do GABA entre 380 e 680 cm ™!, nao revelando
grandes modificagoes no intervalo de baixas temperaturas.

A Fig.[36|apresenta a evolucao dos espectros Raman do cristal de GABA com a
temperatura para o intervalo espectral entre 770 e 1100 cm™!. Nesta regiao sao esperados
serem observadas bandas relacionadas a vibragoes do tipo CC e vibragoes de estiramento

do tipo CN, respectivamente, v(CC), e v(CN), conforme ji descrito anteriormente.
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Figura 36: Espectros Raman do GABA com variacao de temperatura de 20 e 300 K na
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Figura 37: Nimero de onda das bandas Raman do GABA em funcao da temperatura na
regiao espectral entre 770 a 1100 cm™!.
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Analisando-se a evolugao dos espectros Raman que aparecem na Fig. [36] percebe-
se que nao ha o aparecimento nem o desaparecimento de nenhum pico. Entretanto,
observa-se um comportamento diferente das duas bandas entre 850 e 900 cm~!. Em torno
de 220 K a banda em 886 cm™! - que nos espectros das outras temperaturas possui mais
baixa intensidade do que o observado em 868 cm ™! - passa a ter uma intensidade mais alta.
Isto mostra uma certa anomalia num curto intervalo de temperatura, mais ou menos no
mesmo intervalo onde ocorre a inversao de intensidade das bandas 7(COy ), indicando que
os dois fenomenos podem estar relacionados. Entretanto, no que diz respeito ao niimero
de onda dos modos nesta regiao nao se observa nenhuma anomalia. Isso ¢ bem claro ao
se observar a Fig. |37 onde é apresentada a evolucao dos ntimeros de onda dos modos que

aparecem no intervalo 770 - 1100 cm™!.
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Figura 38: Espectros Raman do GABA com variacao de temperatura de 20 e 300 K na
regido espectral entre 1100 a 1370 cm ™!,

A Fig. apresenta a evolucao dos modos Raman do GABA no intervalo
entre 1100 e 1370 cm ™! para diversas temperaturas. A classificacao tentativa dos modos
desta regiao espectral é apresentada na Tabela [3 Novamente, o espectro registrado em
T = 180 K apresenta-se com uma melhor relacao sinal-ruido. Abaixo de 1250 cm™!
as bandas apresentam intensidades bem reduzidas. Nesta regiao, como ja relatado, sao
observadas bandas associadas ao rocking do N Hy , §(N H; ) e dobramentos CH, §(CH). A
evolugao dos modos desta regiao mostra que nao ocorrem grandes mudancas no intervalo
de temperatura estudado. Todas as bandas apresentam uma evolucao linear com este
parametro termodinamico conforme apresentado na Fig. [39]

A Fig. apresenta a evolugao dos modos Raman do cristal de GABA no
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Figura 39: Numero de onda das bandas Raman do GABA em funcao da temperatura
entre 1100 a 1370 cm™!.

intervalo entre 1370 e 1700 cm™! com a temperatura variando entre 20 e 300 K. Na
verdade, os modos mais intensos desta regiao espectral sao observados entre 1370 e 1500
cm™!. Acima de 1500 cm™! as bandas possuem intensidades bem baixas. E interessante
que esse comportamento ¢ distinto daquele apresentado por alguns outros aminoacidos.
Por exemplo, a L-valina [39], ao menos na geometria de espalhamento z(yy)z, apresenta
modos de alta intensidade nesta regiao espectral. Similarmente, na mesma geometria de
espalhamento z(yy)z, a L-isoleucina [37] apresenta modos de alta intensidade na referida
regiao espectral. E de se destacar ainda que o espectro infravermelho do GABA apresenta
modos bastantes intensos nesta mesma regiao, como foi visto na se¢ao anterior.

No que diz respeito a evolugao das bandas Raman, observa-se que elas se
tornam um pouco mais largas a altas temperaturas; além disso, nao ocorre o aparecimento
nem o desaparecimento de nenhum modo em toda a regiao espectral 1370 — 1700 cm~!. Tal
fato estd compativel com os resultados observados em outras regioes espectrais. Na Fig.
é apresentada a evolugao dos nimeros de onda em funcao da temperatura dos modos do
GABA na regiao espectral 1370 — 1700 cm™!. Ajustes lineares aos dados experimentais
sao fornecidos para todos os modos apresentados no grafico. E importante ainda destacar
que nesta regiao encontra-se uma banda que estd associada ao dobramento do grupo
NH, §(NH); como o comportamento do modo nao apresenta nenhuma anarmonicidade
neste intervalo de temperatura, significa que as ligacoes de hidrogénio nao estao sofrendo
grandes modificacoes quando o cristal esta submetido a condicoes de baixas temperaturas.

A Fig. apresenta a evolucao dos espectros Raman do cristal de GABA no
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!em funcao da temperatura. Essa

intervalo de nimero de onda entre 2800 e 3000 cm™
regiao de alta frequéncia, no caso dos aminoacidos, contém bandas associadas aos modos

de estiramento dos grupos CH, CHy e NH; .
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Figura 42: Espectros Raman do GABA com variagao de temperatura de 20 e 300 K na
regiao espectral entre 2800 a 3000 cm™!.
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Figura 43: Ntmero de onda das bandas Raman do GABA em func¢ao da temperatura
entre 2800 a 3000 cm™!.

No que diz respeito a evolucao com a temperatura das bandas nesta regiao
espectral, observa-se que todas as bandas presentes no espectro de mais baixa temperatura

também estao presentes no espectro de mais alta temperatura; o nimero de modos é



Tabela 4: Ajuste linear para a frequéncia dos modos normais do GABA em fungao de

temperatura.

Wezp(T = 20K) | wo(em™) | - 1073 (em 1 K™1)
44 44,35 - 10,94
54 54,04 - 9,45
89 91,28 - 44,42
123 123,07 - 30,62
150 152,83 - 33,52
214 216,82 - 35,84
402 401,55 - 0,38
413 412,92 467
o7l 562,79 - 39,54
587 575,85 - 46,53
647 647,29 -3,1
785 784,78 0,05
867 867,32 -4.95
887 886,98 - 16,21
995 995,39 ~ 11,63
1013 1013,00 - 19,88
1032 1032,76 - 20,5
1070 1070,33 - 20,37
1130 1130,99 - 26,09
1258 1258,93 - 28,54
1291 1291,08 - 9,63
1316 1316,47 - 16,32
1350 1350,90 - 30,11
1402 1402,27 - 10,24
1424 1425,50 - 11,08
1444 144486 3,62
1470 1471,06 - 9,99
1544 1545,26 - 25,14
2905 2905,09 6,66
2920 2920,13 4,87
2935 2935,37 - 3,98
2952 2952,60 - 13,12
2982 2982,39 2,01

o8
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constante em todo o intervalo de temperatura investigado. Nenhuma banda aparece ou
desaparece ao longo do processo de variacao de temperatura. Entretanto, hd uma variacao
anomala entre 220 e 180 K; tal anomalia é traduzida pelo aumento da intensidade do

modo de 2935 cm™! em relacdo ao modo de 2920 cm™*.

De fato, para todas as outras
temperaturas o modo de 2920 cm~! possui intensidade maior do que os seus vizinhos. Tal
fato, em conjunto com os resultados apresentados para as outras regides espectrais sugerem
a existéncia de uma anomalia no intervalo de temperatura 220 — 180 K. Embora isso nao
signifique necessariamente a ocorréncia de uma transicao de fase estrutural, retornaremos
ao tema quando da discussao dos resultados da difracao de raios-X a baixas temperaturas
no cristal de GABA.

A Tabela [ representa o ajuste das frequéncias dos modos observados nos

espectros em funcao da temperatura. Apresentamos os valores de um ajuste linear do

tipo:

w=uw,+aTl, (4.1)

onde « é o valor do niimero de onda do modo a temperatura T, w, é nimero de onda e a

a a inclinacao de w.
4.3 Espectroscopia Raman do GABA a altas temperaturas

Nessa secao serd investigado o comportamento dos espectros Raman do GABA
em altas temperaturas. Como é conhecido do estudo de outros cristais de aminoacidos,
alguns deles podem mudar de estrutura antes da temperatura de decomosicao ser atin-
gida. Um caso bastante emblematico é o da L-asparagina monohidratada, que sofre uma
transigao de fase em aproximadamente 363 K [42]. Emblemético pelo fato de serem
observadas modificagoes em todas as regioes do espectro Raman, envolvendo tanto os
modos da rede de baixa energia, quanto os modos internos, inclusive aqueles associados
aos estiramentos da molécula de dgua, v(OH). Outro cristal de aminodcido no qual a
espectroscopia Raman foi categérica em apontar que o mesmo sofria transicao de fase em
altas temperaturas foi o de L-leucina [43]. Além disso, a partir dos espectos polarizados
foi possivel sugerir que o cristal de L-leucina passava de uma estrutura com grupo pontual
C5 para um grupo pontual C;. Como contra-exemplo de cristal de aminoacido no qual a
estrutura permanece estavel em altas temperaturas esta a L-treonina. No que diz respeito
a L-treonina foram realizadas medidas desde a temperaura ambiente até o seu ponto de
decomposicao, que é proximo de 180°C (453 K) [44]. Embora seja possivel perceber que as

bandas Raman vao diminuindo de intensidade a medida que o cristal é aquecido, todos os
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modos de vibragao aparecem nos espectros Raman até a temperatura da decomposicao do
cristal. A seguir, faz-se uma discussao do comportamento dos modos normais do GABA

em altas temperaturas, nas varias regioes espectrais.

Intensidade

T T T T T
50 100 150 200

Numero de Onda (cm™)

Figura 44: Espectros Raman do GABA com variacao de temperatura de 303 a 403 K na
1

regiao espectral entre 20 a 240 cm ™.

A Fig. apresenta a evolucao dos modos Raman de um cristal de GABA
na regiao espectral entre 20 e 240 cm~! para diversos valores de temperatura entre 303
e 403 K. Do ponto de vista de uma analise qualitativa, pode-se afirmar que todos os
modos observados originalmente em 303 K também sao visiveis no espectro de mais alta
temperatura, ou seja, em 403 K. Obviamente, com o aumento da temperatura, todas
as bandas diminuem de intensidade e se alargam; de fato, mesmo uma banda observada

1 continua visivel, embora com baixissima intensidade, até

originalmente em ~ 215 cm™
no espectro de mais alta temperatura. A Fig. 45| apresenta a evolu¢ao do niimero de onda
dos modos que aparecem abaixo de 240 cm~!. Desta figura ¢ possivel observar claramente
a evolucao linear da energia de todos os modos da rede sem nenhuma variacao abrupta,
confirmando assim a estabilidade da estrutura nesse intervalo de temperatura.

A Fig. [A6] apresenta a evolugdo dos espectros Raman do GABA na regiao
espectral entre 300 e 800 cm~!, tomados no intervalo de temperatura entre 303 e 403 K.
J& & temperatura ambiente (303 K) o espectro apresenta bandas de baixa intensidade.
Entretanto, recordemos, essa regiao possui importancia por conter as bandas associadas

1. e as bandas associadas ao rocking do CO,,

a torcao do NHS, em torno de 400 cm™
em torno de 580 cm~!. Como comentado anteriormente, esses modos de vibracio podem

fornecer dados para se compreender o comportamento das ligagoes de hidrogénio no cristal.
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Figura 45: Numero de onda das bandas Raman do GABA em funcao da temperatura
entre 20 a 240 cm ™.

Existem diversas maneiras de se inferir acerca destas ligacoes quimicas, que em tultima
analise, sao as responsaveis por conectar as moléculas de GABA na estrutura cristalina
tridimensional. A primeira é através da andlise do nimero de onda dos modos em fungao
da temperatura. Isso foi feito - na verdade, para todos os modos do material - mas a
evolucao do nimero de onda em funcao da temperatura mostrou um comportamento
linear, como observado na Fig. nao revelando assim uma anarmonicidade notavel.
Uma segunda maneira de se tentar enxergar algum efeito das ligacoes de hidrogénio é
através da largura de linha dos referidos modos de vibragao.

Para fazer essa andlise é possivel utilizar alguns modelos. Por exemplo, em
um estudo sobre mudangas orientacionais em moléculas, Rakov [45] mostrou que a de-

pendéncia para mudancas orientacionais de moléculas pode ser representada por:

I'=Cexp(—FE,/KT),

onde I' é a largura de banda, C é uma constante, F, é a energia de ativagao e T ¢é a
temperatura em Kelvin. Tal expressao foi utilizada por Forss [46] para estudar a largura
de linha de uma banda Raman associada ao modo de torgao do NH; na L-alanina.
Observa-se que na verdade existem duas principais causas para a largura de linha, quais
seja: (i) mudanca orientacional de moléculas e (ii) anarmonicidade de vibragoes [47].
Assim, se é esperado fornecer uma descricao quantitativa para a largura de linha, levando-
se em consideracao tanto o efeito anarmonico quanto o efeito de mudanca orientacional

das moléculas, uma expressao que pode ser usada é:
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Figura 46: Espectros Raman do GABA com variacao de temperatura de 303 a 403 K na

regiao espectral entre 270 a 810 cm™".
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Figura 47: Ntmero de onda das bandas Raman do GABA em func¢ao da temperatura
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I'=A+ BT+ Cexp(—E,/KT),

onde A, B e C sao constantes.

No presente estudo foram feitas algumas tentativas de se ajustar as larguras de
linha das bandas associadas 4 torgao do NH; e ao rocking do CO, . Entretanto, devido
a baixa intensidade destes modos observados nos espectros Raman da GABA obtidos no
presente trabalho, o resultado foi infrutifero. Em outras palavras, nao foi possivel separar
as contribuigbes (anarmonicidade e mudanca orientacional) para a largura de linha das
duas bandas.

A Fig. apresenta a evolugao dos modos Raman do cristal de GABA no
intervalo 840 - 1190 cm™! para diversas temperaturas no intervalo entre 303 e 403 K.
O efeito esperado do aumento da temperatura - diminuicao da intensidade e aumento
da largura de linha - é verificado com clareza. A evolucao de frequéncia desses modos é
apresentada na Fig. 49 Da anadlise dos espectros Raman, é possivel verificar que devido
ao fato da diminuicao da intensidade das bandas, aquelas observadas em T = 303 K em
aproximadamente 1026 e em 1127 cm™! praticamente nao sao mais visiveis no espectro
registrado em 403 K. Isso justifica o fato de que na Fig. 48| os respectivos ntiimero de onda
nao serem graficadas até o maximo valor de temperatura atingida no experimento. O
fato mais importante, obviamente, é a permanéncia de todos os modos no intervalo de

temperatura estudado.

M 403K
VA v

Intensidade

T T T T T T T T T T T T T T
850 900 950 1000 1050 1100 1150
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Figura 48: Espectros Raman do GABA com variacao de temperatura de 303 a 403 K na
regiao espectral entre 840 a 1190 cm ™!,

A Fig. apresenta a evolugao dos espectros Raman do GABA no intervalo
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Figura 49: Numero de onda das bandas Raman do GABA em funcao da temperatura
entre 840 a 1190 cm ™.

! no intervalo de temperatura entre 303 e 403 K. Como

espectral entre 1240 e 1360 cm™
visto anteriormente, a banda mais intensa corresponde a um modo de vibracgao classificado
como dobramento CH, 6(C'H), assim como aqueles observados originalmente em 1258 e
em 1330 cm™!. Da Fig. , que apresenta a evolu¢ao do nimero de onda em fungao da
temperatura, verifica-se que, como a maioria dos modos em outros intervalos espectrais,

ocorre de uma forma linear.

M
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Figura 50: Espectros Raman do GABA com variacao de temperatura de 303 a 403 K na
regiao espectral entre 1240 a 1360 cm™!.
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Figura 51: Numero de onda das bandas Raman do GABA em funcao da temperatura
entre 1230 a 1360 cm™!.

A Fig. 52| apresenta a evolucao dos modos Raman entre 1380 a 1500 cm ™! de

um cristal de GABA no intervalo de temperatura 303 - 403 K. Observa-se o alargamento

de todas as bandas neste intervalo de niimero de onda, como é esperado.
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Figura 52: Espectros Raman do GABA com variacao de temperatura de 303 a 403 K na

regiao espectral entre

1380 a 1500 cm ™.

A Fig. apresenta a evolucao dos ntimeros de onda em funcao da tempera-

tura para este intervalo espectral. E importante lembrar que acima de 1500 cm ™! também

existem uns poucos modos, mas que devido ao fato de serem de muito baixa intensidade



mesmo no espectro registrado a temperatura ambiente, aparecem com intensidades des-

preziveis nos espectros de altas temperaturas.

Tabela 5: Ajuste linear do niimero de onda dos modos normais do GABA em funcao de

altas temperatura.

Wezp(T = 300K) | wo(em™) | a- 107 3(em™tK™1)
43 44,78 - 6,95
53 51,05 4,79
60 56,58 13
78 87,49 - 28,45
99 105,99 - 23,3
204 117,78 88,0
287 318,46 - 1014
319 321,89 - 5,68
107 4241 - 50,02
275 582,69 - 20,7
650 653,73 _ 18,18
786 781,54 17,24
867 866,17 31,2
884 885,74 - 2,84
993 996,9 - 11,78
1009 1013,35 - 15,52
1027 1029,88 -79
1065 106831 - 10,76
1127 1129,46 - 9,32
1251 1254,95 - 12,31
1289 1293,45 -14,69
1313 1314,78 - 5,92
1341 134771 - 20,48
1399 1400,77 - 3,71
1424 1422,96 2,97
1446 1442.1 12,28
1469 1472,03 9,15
2864 2840,09 77,1
2908 2906,39 7,5
2924 2920,51 11,45
2936 2935,77 - 2,41
2950 2950,65 -4.34
2083 20822 2.88

A Fig. apresenta espectros Raman de um cristal de GABA no intervalo
2750 - 3000 cm~! para temperaturas variando entre 303 e 403 K. De uma forma geral,
como ja discutido, as bandas que aparecem nessa regiao espectral estao associadas as

vibracoes de estiramento CH e estiramento C'Hy. Todos os modos evoluem linearmente
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Figura 53: Numero de onda das bandas Raman do GABA em funcao da temperatura
entre 1380 a 1600 cm™!.
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Figura 54: Espectros Raman do GABA com variagao de temperatura de 303 a 403 K na
regiao espectral entre 2740 a 3000 cm ™!,
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com a temperatura conforme mostrado pela Fig. 55| Entretanto, em 403 K, as bandas
encontram-se com intensidades bastante diminuidas, além do fato de que as larguras de
linhas estao bem aumentadas em relacao as bandas nos espectros em temperaturas mais
baixas. Isso pode estar indicando a proximidade com a temperatura de decomosicao do
material. Outros estudos, de fato, mostram que diminuicdo de intensidade e aumento
de largura de bandas precede a fusao; como exemplo, existe o caso da L-treonina que
apresenta espectros com bandas de baixa intensidade para temperaturas acima de 413 K,

extendendo-se até um maximo de 453 K [44].
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Figura 55: Numero de onda das bandas Raman do GABA em fung¢ao da temperatura
entre 2740 a 3000 cm ™!,

O ajuste linear dos nimeros de onda em fusao da temperatura dos modos

Raman sao exibidos na Tabela [l
4.4 Experimento de difracao de raios-X

Uma das maiores descobertas da Fisica é a lei de Bragg, que correlaciona a
distancia entre dois planos de um cristal, d, com o angulo de incidéncia dos raios-X,
f, e o comprimento de onda dessa radiacao através da relacao simples 2dsenfl = mA,
onde m é um numero inteiro. Por meio dessa relacao, pode-se descobrir os varios planos
espalhadores da radiagao de raios-X de um cristal sem a necessidade de fazer a analise
mais precisa da interacao da radiagao com as nuvens eletronicas dos atomos ou moléculas
que efetivamente realizam o espalhamento. Assim, um fenémeno que em sua esséncia

¢ quantico, pode em uma primeira analise ser descrito por uma aproximacao classica
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bem simples. Na presente tese foram realizados experimentos de difracao de raios-X no

intervalo de temperatura entre 110 e 400 K.

4.4.1 Difracao de raios-X a altas temperaturas

Na Fig. [56] sao apresentados os difratogramas de raios-X do GABA para altas
temperaturas. O refinamento foi realizado utilizando-se a diregao preferencial [100], en-
quanto as coordenadas atomicas foram refinadas permitindo-se apenas pequenas variagoes
nos comprimentos e angulos de ligacao. Observando-se a Fig. aparentemente ocorre
o dobramento de um pico em torno de 29 ° na temperatura de 110 °C. Entretanto, o

que acontece é que em 29,5 °C existem dois picos coincidentes correspondentes a duas
reflexdes (130) e (21 - 2).
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Figura 56: Difratogramas de raios-X para altas temperaturas.

Uma vez que os parametros da rede variam em funcao da temperatura, eventu-
almente, os dois picos acabam se afastando. Assim, tal afastamento é um evento associado
a separacao de dois picos de difragdo pertencentes a estrutura monoclinica original P2;/c
observada a temperatura ambiente. Assim, sob a 6ptica da técnica de difracao de raios-X

e utilizando-se o refinamento Rietveld para a sua analise, pode-se afirmar que o cristal de

T T T I T I T I T I T I T I T I T [ 200
- 190
- 180

UMMUWAJUJ\L_;—WO
L 160
L 150
T P VT Y | S 3+

L 130

L 110

L 100



70

GABA mantém-se estavel sem apresentar nenhuma transicao de fase em altas tempera-

turas.
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Figura 57: Parametro a em funcao da temperatura no intervalo entre 300 e 440 K.
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Figura 58: Parametro b em funcao da temperatura no intervalo entre 300 e 440 K.

Como complemento a andlise de refinamento Rietveld sobre os dados de di-
fracao de raios-X de um cristal de GABA em altas temperaturas, nas Fig. a Fig.
sao mostrados parametros cristalinos a, b, ¢ e o angulo monoclinico g em funcao da tem-
peratura, bem como o volume da célula unitaria. Observa-se que todos estes parametros

evoluem suavemente com a temperatura, indicando que no intervalo de temperatura entre
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Figura 59: Parametro ¢ em funcao da temperatura no intervalo entre 300 e 440 K.
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Figura 60: Parametro g em fungao da temperatura no intervalo entre 300 e 440 K.

8,325

8,310

8,295

8,280

111,28

111,20

111,12

111,04

T
300

T
320

T
340

T T T
360 380
Temperatura (K)

T
400

T
420

440

T
300

T
320

T
340

T T T T
360 380
Temperatura (K)

T
400

T
420

440

71



72

30 e 160 °C o cristal de GABA é absolutamente estavel. Na verdade a tnica variacao
observada deve-se a esperada dilatacao do material devido ao aquecimento. Assim, pode-
mos concluir baseados nos resultados de espectroscopia Raman e difragao de raios-X que

a estrutura P2;/c do GABA é estdvel em altas temperaturas, isto é, entre 300 e 440 K.
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Figura 61: Volume da célula unitaria do GABA em funcao da temperatura no intervalo
entre 300 e 440 K.

4.4.2 Difracao de raios-X a baixas temperaturas

A Fig. apresenta diversos difratogramas do cristal de GABA para tempe-
raturas variando entre 113 e 303 K, ou seja, obtidas num experimento no qual utilizou-se
nitrogénio liquido para se fazer o resfriamento. Observa-se numa analise preliminar que
todos os picos presentes no difratograma registrado a temperatura ambiente, também
estao presentes no difratograma registrado a mais baixa temperatura. Obviamente uma
analise mais acurada serd necessario para se inferir a respeito do comportamento desses
picos e, consequentemente, da estrutura do GABA em baixas temperaturas.

Com esse objetivo, isto é, com a intencao de se realizar uma andalise mais
precisa, fez-se o refinamento Rietveld dos difratogramas de raios-X do GABA em baixas
temperaturas. O resultado deste refinamento é apresentado nas Fig. [63 a Fig. [67], onde
os parametros da rede cristalina, a, b e ¢, o angulo monoclinico 5 e o volume da célula
unitaria sao apresentados.

Dessas figuras observa-se que o parametro a apresenta um comportamento
anomalo, isso é, a medida que a temperatura é diminuida o referido parametro aumenta.

De uma forma geral, é um fato bem conhecido que a diminuicao da temperatura implica



-

S

-

—

—

C C C _C _C C

A ALA J\303K

283K
273K

L 26

u A A . Ahrmnd 253K

N A 4 243K

lLJU__.___M_..J 233K
h_u_ A AA J 223K

213K

Intensidade

L_L.,L_F_I_.r_i__&__,__ S m e e T

e Sme Jame e Jame Saae e e S S e Dmme Smee Gmee e GEee DS O S S
-

3

S

- i‘_-_

-—LL_h.a._J\—A—-—-J
MLA*J\—A—'J 203K

h A A AA ~ 193K
h_.LL A A J 183K

183K
173K

l‘—k—k—..._.__l\-a\-—-—’ 163K

; 143K
133K

WA 123k

W A 113k

10

20

| ' |
30 40

26(°)

73

Figura 62: Difratogramas de raios-X do cristal de GABA em funcao da temperatura no
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na diminuicao dos parametros da rede cristalina, uma vez que os cristais se contraem
durante o resfriamento.

Por outro lado, no caso da GABA, os parametros b e ¢ diminuem com a dimi-
nuicao da temperatura, como seria esperado. No geral, quando sao considerados os trés
parametros da rede cristalina em conjunto, observa-se que o seu volume diminui com a
diminuicao deste parametro termodinamico. E interessante lembrar que alguns cristais
organicos apresentam um comportamento semelhante a esse. Por exemplo, durante um
processo de resfriamento na L-alanina foi observado que um dos parametros aumenta,
enquanto que o volume diminui [48]. No caso da L-serina, foi reportado que enquanto
dois parametros da célula unitaria diminuem com o resfriamento da amostra, um terceiro
parametro aumenta [49], similarmente ao que acontece com o cristal de GABA. No caso
da DL-serina, a anomalia é maior, isto é, enquanto um dos parametros da célula unitaria
diminui com o abaixamento de temperatura, os outros dois parametros aumentam [49].
De qualquer forma, tanto com a L-serina quanto com a DL-serina, o volume da célula
unitaria diminui com o resfriamento. Finalmente, pode-se citar o caso de um outro cris-
tal de aminodcido, a L-cisteina na estrutura ortorrombica, que apresenta diminuicao dos
parametros a e ¢ com o resfriamento da amostra, mas que apresenta um comportamento
bem particular no que diz respeito ao parametro b. Neste dltimo caso o parametro di-
minui entre 350 e 230 K e, a partir desse ponto, comega a aumentar (entre 230 e 100
K) [50]. Assim, percebe-se que em muitas situagdes onde os cristais de aminodcidos sao
investigados sob a luz da difracao de raios-X, alguma anomalia em um dos parametros é
registrada.

Analisando-se os parametros b e ¢ da rede cristalina e, principalmente, o vo-
lume da célula unitaria no intervalo entre 110 e 303 K, percebe-se que em aproxima-
damente 220 K ha uma mudanca nas curvas representando estes trés parametros. Isso
significa que entre 110 e 220 K a evolucao desses parametros é aproximadamente linear,
apresenta-se com um inclinagdo mais acentuada. Pode-se supor que em torno de 220
K algum fenomeno fisico particular esteja acontecendo de tal modo que a mudanca de
inclinagao dos parametros da célula unitaria seja uma consequéncia.

A questao que se coloca agora é a possivel causa desta anomalia em torno de
220 K. Para tentar entender é interessante nos reportarmos a outro material investigado
e discutido no penuiltimo paragrafo, no caso, a L-cisteina na sua forma ortorrombica.
Nessa situagao observou-se que a baixas temperaturas as ligagoes de hidrogénio SH --- S
sao dominantes sobre as ligacoes de hidrogénio N — H --- O e durante o aquecimento os
grupos tiols comecam a ficar desordenados fazendo com que algumas ligacoes SH ---S

déem lugar a ligacoes SH - - - O. Essa modificacao nao é abrupta, se estende por um certo
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Figura 63: Parametro a em funcao da temperatura no intervalo entre 110 e 295 K.

intervalo de temperatura, embora nem todas as ligagdoes SH - - - S sejam modificadas para
SH---0O [50]. O que é interessante para a nossa discussao é que existe uma correlagao
quase perfeita entre o comportamento da distancia S---S com o comportamento do
parametro b. Enquanto esse tltimo apresenta um minimo em aproximadamente 230 K,
o primeiro apresenta um minimo em 200 K. Isso significa que a ligacao SH ---S esta
sintonizando o comportamento do parametro cristalino b em funcao da temperatura no

cristal ortorrombico da L-cisteina.
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Figura 64: Parametro b em funcao da temperatura no intervalo entre 110 e 295 K.

Retornando ao caso do cristal de GABA recordamos que existem duas deter-
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minagoes de sua estrutura cristalina: uma por difracdo de raios-X em monocristal [§] e
outra por medidas de néutrons, mas na temperatura de 122 K [51]. E interessante des-
tacar que no primeiro artigo os autores afirmam que o GABA cristalize-se na estrutura
monoclinica P2;/c com a = 7,193, b = 10,120, ¢ = 8,260 A e § = 111,05 °. J4 no tra-
balho com néutrons os autores afirmam que a cristalizagdo acontece num grupo P2;/a
com a = 8,214, b = 10,000, ¢ = 7,208 A e § = 110,59 °. Claro estd que entre as duas
medidas dois dos parametros estdo diminuindo com o resfriamento (se trocarmos o a pelo
¢ e vice-versa entre os dois trabalhos [51] [8]) e um deles estd aumentando, o que esta
de acordo com a analise Rietveld realizada neste trabalho. Além disso, a nossa analise
Rietveld realizada no material policristalino concorda bastante bem no que diz respeito
ao angulo monoclinico 3; em 303 K, 8 = 110,97 ° (contra 111,05 ° da Ref. [8] e em 122 K,
f ~ 110,82° (contra 110,59° da Ref. [51] ). Ou seja, com a contragao da célula unitdria

como um todo, o angulo monoclinico diminui.
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Figura 65: Parametro ¢ em funcao da temperatura no intervalo entre 110 e 295 K.

E de se esperar que as modificacoes verificadas tanto nas dimensoes dos parametros
a, b e ¢ quanto do angulo monoclinico S ocorram simultaneamente com variacoes nas
ligacoes de hidrogénio. Medidas de difracao de néutrons mostraram que as ligagoes co-
valentes C' — O(1) e C' — O(2) valem, respectivamente, 1,249 A e 1,268 A [51]. O dtomo
de oxigénio O(2) forma duas ligacoes de hidrogénio, enquanto que o dtomo O(1) forma
apenas uma ligacao. Observa-se que a variacao do volume em ~ 220 K possui uma melhor
correlagdo com a variagao do parametro ¢, sugerindo que o fendmeno que ocorre nesse
eixo seja dominante na explicacao da mudanca de volume da célula unitaria. Uma vez

que os zwitterions de GABA estao arranjados em placas paralelas a (001), entao supoe-se
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que pequenas distor¢oes nessa direcao sejam as mudancas dominantes responsaveis pela

anomalia do comprimento ¢, bem como do volume da célula unitaria do cristal.
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Figura 66: Parametro 3, angulo monoclinico, em funcao da temperatura.
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Figura 67: Parametro V em funcao da temperatura no intervalo entre 110 e 295 K.

4.5 Experimento de espectroscopia Raman do GABA em altas pressoes
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A Fig. apresenta a evolucao dos espectros Raman da GABA na regiao

espectral entre 30 e 220 cm™! para diversas pressoes entre 1 atm (0,0 GPa) e 7,1 GPa.

Como ja discutido, estas bandas representam na sua maioria modos de translacao ou
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modos vibracionais, embora alguns deles possam estar acoplados a modos internos. No
espectro registrado a pressao ambiente ha um modo bem intenso para um nimero de onda

1'e outros de menor intensidade para maiores niimeros de onda. Quando

inferior a 50 cm™
a pressao é aumentada para 0,1 GPa varias mudancas sao observadas no espectro Raman.
Antes de discuti-las, lembra-se que ja foi observado na L-asparagina monohidratada uma
transicao em torno de 0,1 GPa. Esse é um valor bastante pequeno e, na verdade, até
o presente estudo apenas na prépria L-asparagina monohidratada havia sido observada
mudanca estrutural em um valor tao baixo de pressao.

Retornando aos espectros Raman do cristal de GABA, as principais modi-
ficagoes do espectro registrado em 0,1 GPa em relacao ao espectro em 0,0 GPa até 220
cm ™! sdo as seguintes: (i) um salto da banda de mais baixa energia para maiores valores;
(ii) a abrupta mudanga de intensidade desse modo (observa-se que em P = 0,0 GPa sua
intensidade é mais do que o dobro da intensidade das outras banda, mas em P = 0,1
GPa ela passa a ter a mesma intensidade da banda vizinha), (iii) entre 100 e 115 cm™!
aparecem duas novas bandas registrado em 0,1 GPa.

Observando-se cuidadosamente o espectro em P = 0,1 GPa e comparando-o
com os espectros em 0,0 GPa e em 0,2 GPa, percebe-se que ele é diferente desses outros
dois. Isso sugere ou que ele pertenca a uma fase diferente, ou que seja o resultado da
mistura da fase a pressdo ambiente P2;/c com a fase para pressoes superiores a 0,2
GPa. Como ficara claro na andlise de outras regioes espectrais mais adiante, a melhor
interpretagao para o espectro em P = 0,1 GPa ¢é que ele corresponde ao registro de uma
mistura de fases.

Nos espectros registrados em P = 0,2 GPa observa-se que a banda de menor
nimero de onda possui uma baixa intensidade enquanto que a segunda banda de menor
nimero de onda passa a ser a de maior intensidade. Duas bandas bem distintas, localiza-
das entre 75 e 90 cm ™!, também aparecem com intensidades médias e, finalmente, duas
bandas largas aparecem entre 100 e 125 cm™!. Assim, a partir desse quadro percebe-se
que a fase correspondente ao espectro de 0,2 GPa é bem diferente da fase correspondente
ao espectro de 1 atm. Isso significa que P = 0,1 GPa corresponde ao valor de pressao
onde o GABA sofre uma transigao de fase.

Vamos agora tentar acompanhar o comportamento da banda de maior inten-
sidade no espectro registrado em P = 0,2 GPa. Aumentando-se a pressao pelo menos
até 1,5 GPa, esta banda vai diminuindo ligeiramente de intensidade, ao mesmo tempo
que vai aumentando a sua largura de linha; simultaneamente o niimero de onda do modo

aumenta linearmente. A partir de 1,7 GPa esta banda comeca a se deformar de tal modo

que em 2,1 GPa claramente hé a existéncia de duas bandas.
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Figura 68: Espectros Raman de GABA na faixa espectral de 30 a 220 cm ™! para vérios
valores de pressao.
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A préxima banda, no espectro em P = 0,2 GPa, ao contrario do que acontece
com aquela discutida no paragrafo anterior vai aumentando de intensidade até atingir-se
a pressao de 1,7 GPa. De fato, nesse valor de pressao a referida banda é aquela que
apresenta a maior intensidade entre todos os picos que aparece no espectro Raman na
regiao espectral considerada. Entretanto, nesse espectro de 1,7 GPa esta banda comeca
a se deformar e no espectro registrado em 2,1 GPa duas bandas sao nitidamente visiveis.

A banda no espectro de 0,2 GPa apresenta uma evolugao aproximadamente
linear até cerca de 2,1 GPa. Neste valor de pressao o pico apresenta-se bastante alargado,
sugerindo ja a existéncia de dois modos. Esta série de separagoes de modos em torno de
2,0 GPa pode ser melhor apreciado observando-se a Fig. [69] que apresenta a evolugao dos

! em funcao da pressao. Desta figura

nimeros de onda dos modos na regiao 20 - 200 cm™
percebe-se de uma forma mais clara ainda que o cristal de GABA sofre uma transicao de
fase em torno de 2,0 GPa.

Até aqui os resultados apresentados pela espectroscopia Raman surgerem que
o cristal de GABA sofre uma transicao de fase ~ 0,1 GPa e em ~ 2,0 GPa. E importante
comparar nesse ponto esse interessante achado com outros publicados na literatura. Em
primeiro lugar, vem a lembranga um estudo realizado no cristal da L-asparagina monohi-
dratada (LAM) [25]. Quando o cristal de LAM foi submetido a condigoes de altas pressoes
observou-se uma série de trés transicoes de fase no curto intervalo entre 0,0 e 1,6 GPa.
Até hoje, esse é o recorde de transicoes de fase apresentados por um cristal de aminoacido
para pressoes hidrostaticas até 2,0 GPa. Geralmente, o que tem sido observado é que
os cristais de aminoacidos apresentam uma transicao de fase entre 2,0 e 3,0 GPa, ou
entdo, nao apresentam nenhuma tansigao de fase. Por exemplo, tanto a L-metionina [27]
quanto a D-metionina [52] apresentam transigdo de fase em torno de 2,0 GPa. No que
diz respeito a L-alanina foi reportada uma possivel transigao de fase em ~ 2,2 GPa [20]
num estudo realizado através de espectroscopia Raman; entretanto, num estudo realizado
posteriormente com difracao de raios-X notou-se que, de fato, nesse valor de pressao dois
parametros da célula unitaria se tornam coincidentes e assim a estrutura ortorrombica
torna-se aparentemente tetragonal. No caso da a-glicina, estudos realizados também com
espectroscopia Raman mostraram que o cristal é aparentemente estavel até a pressao de
23 GPa. Em resumo, um cristal de aminoacido apresentar duas transicoes de fase no
intervalo 0 - 2 GPa é um caso bastante raro.

Vamos continuar a analise dos espectros Raman do GABA para altas pressoes
na regiao dos modos externos. Entre 2,5 e 4,0 GPa todas as bandas evoluem de uma
forma linear para a maioria dos modos. O dado mais importante é que todos aqueles que

encontram-se presentes em P = 2,5 GPa também sao observados em P = 4,0 GPa. Isso
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indica que a estrutura do GABA permanece estavel neste intervalo de pressao.

Observe-se agora o espectro Raman registrado em 4,5 GPa. Todos os modos
para ntimeros de onda inferiores a 110 cm ™! desaparecem, ao mesmo tempo em que trés
modos que permanecem visiveis acima deste valor mantém-se com uma largura bastante
acentuada. O desaparecimento de varias bandas com baixos nimeros de onda é um
forte indicativo de que o GABA sofre outra transicao de fase acima de 4,0 GPa. Em
resumo, a Fig. [68| sugere que o cristal de GABA sofre transigoes de fase em 0,1 GPa, em
aproximadamente 2,0 GPa e em torno de 4,0 GPa.

Um aspecto que tem sido discutido nos ultimos tempos relativos a aplicacao
de pressao em cristais de aminoacidos é a possibilidade de ocorrer amorfizagao induzida
por este parametro termodinamico. Na verdade, experimentos realizados com a L-alanina
mostraram que este cristal sofre uma amorfizagao em torno de 13 GPa. Se compararmos
tal valor de pressao com aqueles aplicados em outros cristais de aminoacidos poderemos
considera-lo um valor relativamente baixo. De fato, no préprio cristal de L-asparagina
monohidratado anteriormente mencionado, ja foi aplicada pressoes de até 30 GPa sem
nenhuma minima evidéncia de amorfizacdo. No caso do cristal estudado nessa tese, a
pressdao méaxima conseguida (7,1 GPa) é muito baixa para se observar qualquer indicio do
fenomeno. Assim, tal ponto nao pode ser discutido de uma forma mais aprofundada no
presente trabalho, embora possamos afirmar categoricamente em vista da permanéncia de
modo externo até o maximo valor de pressao, que o GABA permanece com uma estrutura
cristalina bem definida.

A Fig. [70] apresenta a evolugao dos espectros Raman do GABA para pressoes

entre 1 atm e 7,1 GPa para o intervalo espectral entre 200 e 650 cm™!.

Como pode
ser vislumbrado na figura, as bandas que aparecem nessa regiao espectral sao de baixa
intensidade, de tal modo que sua andlise mais precisa fica prejudicada. De qualquer
forma, é possivel perceber que o espectro tomado em P = 0,1 GPa ¢é diferente tanto
daqueles registrados em 0,0 e P = 0,2 GPa, mas tendo caracteristicas de um e de outro.
Este fato reforca a conclusao obtida pela avaliacao da Fig. qual seja, que na pressao
de 0,1 GPa o cristal deve encontrar-se numa mistura de fases. Entre 0,2 e 2,1 GPa
0s espectros permanecem aproximadamente invariantes. A verdade, até a pressao de
aproximadamente 4,0 GPa os espectros permanecem com poucas modificagoes. Para
enxergar melhor esse fato, fez-se um grafico do niimero de onda em fungao da pressao na
regiao espectral considerada (Fig. . Observa-se que os nimeros de onda dos dois modos
localizados entre 500 e 550 cm ™!, a partir da pressao de 2,5 GPa aumentam e diminuem

com a pressao até 4,0 GPa. Acima deste 1ltimo valor de pressao os espectros Raman

qualitativamente ficam diferentes de tal modo que o proximo intervalo de pressao, 4,5 -
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7,1 GPa, é caracterizado por um formato de bandas diversos. O conjunto das mudancas
observadas nos espectros Raman nessa regiao espectral sugerem que em ~ 4,0 GPa o
cristal realmente esteja sofrendo uma transicao de fase.

Vamos agora analisar a Fig. [72| que apresenta os modos de cristal de GABA no
intervalo espectral entre 650 e 1200 cm ™! para diversos valores de pressao. No espectro
obtido em P = 0,0 GPa sdo observados claramente sete picos, entre 850 e 1150 cm™!
(h4 ainda um oitavo pico de baixa intensidade em aproximadamente 785 cm™'). Estes
picos estao associados aos estiramentos CC, v(CC'), e estiramentos CN, v(C'N), conforme
discutido no capitulo 4. Sao picos finos e bem definidos que podem ser ajustados por
curvas lorentizianas com muita facilidade. Quando a pressao é aumentada para 0,1 GPa
um espectro bem diferente do original é obtido. As principais diferengas notadas sao (i)
o aparecimento de um nova banda em ~ 920 cm™!, (ii) o aparecimento de uma banda
em cerca de 970 cm™!, (iii) o aparecimento de uma terceira banda de baixa intensidade

em 1045 cm™! e o alargamento da banda em 1070 cm™!.

E curioso observar que todas
as bandas presentes no espectro da pressao ambiente sao visiveis no espectro de P = 0,1
GPa. Além disso, bandas adicionais surgem, sugerindo ou uma nova fase ou uma mistura
de fases.

Quando a pressao atinge 0,2 GPa o espectro obtido apresenta grandes mu-
dancas em relagao ao espectro anterior. Quase todos os picos da fase da pressao ambiente
desaparecem, enquanto que alguns dos picos que aparecem em P = 0,1 GPa aumentam
bastante de intensidade. A esse respeito, uma banda bastante intensa em ~ 920 cm™!
destaca-se no espectro de P = 0,2 GPa. Como ela surge numa regiao espectral onde
geralmente sao observados modos associados aos estiramentos CC, tal banda pode ser as-
sociada tentativamente a um modo v(C'C). Entretanto, o dado mais importante quando
se faz uma comparacao entre os trés espectros nas pressoes de 0,1 e 0,2 GPa é que no
valor intermedidrio de pressao (P = 0,1 GPa) hé picos caracteristicos das pressoes abaixo
e acima, sugerindo portanto, que em P = 0,1 GPa ha uma mistura de fases.

Neste ponto é interessante fazer um comentario sobre a chamada mistura de
fases. Ela pode ser interpretada como a fronteira entre duas fases vizinhas. Analisando-se
a literatura relacionada ao grupo de cristais dos aminoacidos verifica-se que um estudo
realizado com um cristal de L-metionina também mostrou a coexisténcia de fases quando
o material foi submetido a altas pressoes [27]. No referido estudo observou-se que no
espectro Raman registrado em aproximadamente 2,2 GPa hé picos caracteristicos da fase
da pressao ambiente e picos caracteristicos de uma fase de altas pressoes. Portanto, pode-

se considerar que os dois exemplos - a L-metionina e o GABA - constituem exemplos

onde a fronteira entre duas fases foi fotografada pela espectroscopia Raman. A tnica
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diferenga entre as duas situagoes é que no caso do cristal do GABA investigado nessa tese
a fronteira ocorre em um valor de pressao muito mais baixo. Isso nos reporta a uma outra
questao, qual seja, a da razao para as estabilidades das fases de pressao ambiente serem
tao diversas. Essa questao serd discutida mais a frente.

A partir do espectro registrado em 0,2 GPa até o espectro registrado em 3,7
GPa, a evolugao dos modos de vibragao do GABA apresenta-se sem grandes mudangas.
Lembra-se que, ao se analisar a evolucao dos modos Raman na regiao espectral de até 200
cm™!, obteve-se evidéncia de que o cristal sofre uma transicao de fase em ~ 2,5 GPa. Isso
significa que esta transicao de fase nao produz grandes modificagdes nos modos associados
aos estiramentos CC e CN. Em outras palavras, outras partes da molécula é que estao
relacionadas a transicao de fase em P = 2,5 GPa. Tal fato sera também discutido mais
adiante.

Observa-se agora o espectro do GABA em P = 4,0 GPa. Ele apresenta umas
pequenas modificagoes em relagao ao espectro em 3,7 GPa. Por exemplo, é bem visivel
a separagao (splitting) da banda registrada em cerca de 870 cm™!, que certamente estd
associada ao v(C'C'). H4 também um importante alargamento das duas bandas localizadas
entre 950 e 1000 cm~!. Quando a pressao atinge novamente o valor de 4,5 GPa as duas
bandas mudam ligeiramente suas larguras de linha, tornando-se mais finas; além disso,
uma delas dd4 um salto para um menor ntmero de onda enquanto a segunda da um
salto para um maior valor. Dessa maneira, podemos afirmar que é possivel vislumbrar
nos espectros Raman apresentados na regiao 650 - 1200 cm ™! evidéncias que corroboram
com a hipdtese de que o cristal de GABA sofre uma transicao de fase em torno de 4,0
GPa. Finalmente, na Fig. [73| apresenta-se a evolu¢ao dos nimeros de onda dos modos do
GABA em funcao da pressao na regiao espectral 650 - 1200 cm ™, onde o que foi discutido
anteriormente ¢ melhor vislumbrado.

A Fig. [T4] apresenta a evolugao dos espectros Raman do cristal de GABA em
funcao da pressao para o intervalo espectral entre 1400 e 1700 cm ™. Como visto em outras
regioes espectrais, o espectro de 0,1 GPa parece ser a mistura dos espectros registrados a
pressao atmosférica (0,0 GPa) e a pressao de 0,2 GPa. No espectro da pressao ambiente
destacam-se duas bandas em torno de 1400 cm™!, que estdo associadas ao dobramento
simétrico do C'Hs, 6,(C' Hy), e uma banda em cerca de 1420 cm™!, que tentativamente foi
associada a um dobramento antissimétrico do C'Hs, 0,(C' Hs), como visto anteriormente.

No espectro registrado em P = 0,2 GPa observam-se duas bandas intensas

1

entre 1380 e 1400 cm™!, uma banda em aproximadamente 1430 cm™! e um dubleto em

1

aproximadamente 1480 cm™"'. Todas essas sao bandas novas em relacao ao espectro da

fase de pressao ambiente, mas certamente devem ser classificadas como dobramentos do
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grupo C'Hy. Ao aumentar-se a pressao a banda de mais baixo nimero de onda nessa
regiao espectral permanece praticamente invariante. Ja o modo que aparece como uma
banda de mais alta intensidade préximo de 1400 cm™! apresenta um grande dw/dP entre
P = 0,2 GPa até P = 7,1 GPa. A banda observada em ~ 1430 cm™! (P = 0,2 GPa)
apresenta numero de onda que evolui linearmente com a pressao, mas em cerca de 2,1
GPa parece comegar a haver uma separagao (splitting) que se torna mais evidente nos
espectros acima de 2,9 GPa. No que diz respeito ainda a essa banda, observa-se que o
pico que comega a surgir devido a separacao das bandas ganha intensidade; no espectro
registrado em 4,0 GPa essa nova banda possui uma intensidade maior do que a banda que
o deu origem.

No que diz respeito ao dubleto em ~ 1480 cm™! (P = 0,2 GPa) ele apresenta
um comportamento bem curioso. A medida que a pressao € aumentada a banda de menor
numero de onda comeca a diminuir de intensidade, embora ela seja visivel até no espectro
registrado em 3,5 GPa. Em P = 3,7 GPa a banda que vinha perdendo intensidade comeca
a aumentar novamente de tal modo que no espectro registrado em 4,0 GPa ele possui uma
intensidade mediana.

De toda essa discussao pode-se afirmar que, com excecao do comeco da se-
paracao da banda em 2,1 GPa, nao ha fortes indicios para se afirmar que esteja ocorrendo
uma transicao de fase em P = 2,0 GPa. Assim, pelo menos nesta regiao espectral, pode-se
afirmar que esta transicao de fase nao é muito visivel.

Entre 4,0 e 4,5 GPa ocorrem grandes modificagoes no espectro Raman do cristal
de GABA no intervalo espectral entre 1400 e 1700 cm™?, incluindo variacoes diversas de
intensidades de bandas e mudancas bruscas nos nimeros de onda de diversos modos.
Esse tltimo aspecto pode ser melhor visualizado através de grafico dos nimeros de onda
em fungao da pressdo apresentados na Fig. [75] Entre as vdrias mudangas verificadas
no formato das bandas destaca-se a diminuicao de intensidade da banda mais intensa
registrada no espectro em P = 4,0 GPa; no espectro em 4,5 GPa essa banda aparece
com baixa intensidade e nos espectros seguintes encontra-se imperceptivel. A banda que
no espectro registrado em P = 4,0 GPa aparece em aproximadamente 1485 cm™!, pelo
contrario, aumenta bastante de intensidade no espectro em P = 4,5 GPa, de tal modo
que ela se torna a banda de maior intensidade neste iltimo valor de pressao. Todos esses
aspectos, em conjunto, confirmam o que ja foi relatado em outras regioes espectrais, qual
seja, que o cristal sofre uma transicao de fase entre 4,0 e 4,5 GPa.

Acima de 4,5 GPa, com excecao da separagao entre duas bandas em virtude
de possuirem diferentes dw/dP valores, todas as bandas evoluem sem variagoes bruscas,

confirmando os dados das outras regioes espectrais, i.e., o cristal permanece em uma
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mesma estrutura entre 4,5 e 7,1 GPa. Dessa forma, terminamos a descricao das trés

transigoes de fase e tentaremos, a seguir, fornecer uma interpretacao para as mesmas.
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Figura 74: Espectros Raman de GABA na faixa espectral de 1380 a 1700 cm ™! para
varios valores de pressao.

A primeira transicao de fase, de acordo com a nossa discussao, ocorre em 0,1
GPa. Esta transicao envolve grandes deformacoes do esqueleto da molécula de GABA,
haja vista que importantes mudangas sao observadas na regiao espectral onde aparecem
as bandas associadas com os estiramento CC, v(CC'), e estiramentos CN, CN, v(CN). O
surgimento de uma banda bastante intensa em 920 cm ™! quando a pressao atinge 0,2 GPa

¢ a mais forte evidéncia de uma nova conformacao para o GABA acima dessa pressao. Adi-
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cionalmente, as modificacoes verificadas nos modos associados as deformacgoes do grupo
CH,, 0,(CH,) e §,(CH,) em aproximadamente 1400 cm ™! reforcam a interpretacao de que
a transicao de fase envolve mudanca conformacional das moléculas, ou seja, deformacao
do esqueleto. De fato, se o esqueleto da molécula se contorce mais fortemente durante
a transicao, espera-se que modificagoes no grupo C'Hy, em particular os bendings, sejam

observadas. E isso é o que realmente é verificado.
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Figura 75: Ntmero de onda em fun¢ao da pressao dos modos para o GABA na faixa
1380 - 1700 cm™ 1.

No que diz respeito a segunda transicao de fase, foram notadas evidéncias de

sua ocorréncia em aproximadamente 2,0 GPa, principalmente pela observacao do espectro



92

Raman na regiao de pequenos numeros de onda. Por outro lado, nao existem muitas
evidéncias de que o cristal de GABA sofra uma transicao de fase se s@o observadas apenas
as regioes espectrais onde deveriam ser encontrados os estiramentos das unidades CC,
entre 800 e 1100 cm™!, e os bendings(dobramentos) do C'H,, préximos a 1400 cm™.
Tal fato sugere que, diferentemente do que é observado na primeira transicao de fase, a
segunda transicao de fase nao envolve modificagoes substanciais nas moléculas do GABA
na célula unitéria.

Na terceira transicao de fase é possivel observar grandes modificagoes na regiao
dos modos externos, bem como aparecimentos de modos na regiao onde sao esperadas as
vibracoes de estiramento CC Fig. [75| e na regiao onde sao observados os dobramentos do
grupo C'H,. Estes fatos podem ser interpretados com uma transicao de fase envolvendo
mudanca conformacional das moléculas de GABA na célula unitaria, a semelhanca do
que foi observado na primeira transicao de fase, anteriormente discutida. Observa-se, em
particular, que o novo formato das bandas nessa transicao de fase comeca a se delinear
antes da pressao de 4,0 GPa, sugerindo que se trata de um processo lento.

H&4 um outro detalhe sutil que deve ser destacado na terceira transicao de
fase. Nela, observa-se que mudancas também ocorrem nas bandas de baixa intensidade
observadas enre 1150 e 1200 cm ™!, que pode ser classificadas como modos do tipo rocking
do (NH) (de fato, em muitos cristais como na -glicina [53] e na DL-serina [54], o rocking
do (NHJ"), aparece exatamente af). Como consequéncia dessas tltimas mudangas pode-
se sugerir a ocorréncia de mudancas nas ligacoes de hidrogénio existentes entre as varias
moléculas. Em outras palavras, a mudanca conformacional e a mudanca nas ligagoes
de hidrogénio ocorreriam simultaneamente, a semelhanca do que ocorre, por exemplo,
com a DL-cisteina em baixas temperaturas [55]. Mas hd uma diferenga sustancial entre
os dois casos. Na DL-cisteina, a mudanga conformacional é bastante forte: durante a
transicao de fase o angulo de tor¢ao N-C-C-S gira quase que abruptamente por nada
menos do que 130°. Como bem descrito no trabalho da Ref. [55], apds a transicao de
fase iniciar-se, a interface entre as moléculas com os dois tipos de torcoes se espalha
rapidamente, produzindo a fragmentacao do cristal. No caso do cristal de GABA, nao
foi observada nenhuma fragmentagao durante a transicao de fase, o que implica que as
mudanga conformacional nao deve ser tao excessivo como no caso do cristal racémico de
cisteina. Ou seja, é uma mudanca conformacional com um giro nao muito grande do

esqueleto da estrutura da molécula de GABA.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nesta Tese o cristal o acido «-aminobutirico foi estudado sob a 6ptica da
espectroscopia Raman e infravermelho e da difracao de raios-X.
A temperatura e pressao ambientes determinou-se os modos normais de vi-

bracao do material no intervalo de frequéncia entre 20 e 3000 cm 1.

Uma identificacao
tentativa, baseada em estudos realizados em outros cristais de aminoacidos foi fornecida.

Estudou-se o cristal de acido y-aminobutirico num longo intervalo de tempera-
tura: entre 20 e 440 K, através da espectroscopia Raman, e entre 110 e 440 K, por difracao
de raios-X e andlise Rietveld. Observou-se que para temperaturas superiores a ambiente
o cristal mantém a sua estrutura monoclinica original sem modificacao. Para baixas tem-
peraturas, o comportamento do cristal é mais complexo. Enquanto os parametros b e c
diminuem com a temperatura, como é esperado, o parametro cristalografico a aumenta
com o resfriamento. No geral, o volume da célula unitaria diminui com a diminuicao
de temperatura, como seria esperado. Também observou-se mudanga na inclinacao das
curvas representando as dimensoes dos parametros cristalograficos b e ¢. Em particular,
a anomalia na dimensao do eixo ¢ foi tentativamente associada a pequenas modificagoes
de hidrogénio ao longo da diregao (001).

Também foram realizados experimentos de espectroscopia Raman num cristal
de GABA dentro de uma bigorna de diamantes, atingindo-se uma pressao maxima de
7,1 GPa. Dessa investigacao foi possivel inferir que o cristal sofre transicoes de fase em
0,10; 2,0 e 4,0 GPa. Essas transi¢oes de fase ocorrem com mudancas conformacionais das
moléculas de GABA. Adicionalmente, percebeu-se que modificagoes espectrais sao obser-
vadas na regiao de modos de estiramento CC e dobramento C'H,, além de modificacoes
em modos associados ao rocking e & tor¢ao do grupo NH, . Mudancas verificadas em
modos relacionados ao N H;", ademais, podem ser interpretadas como consequéncia de
mudancas na rede de ligagoes de hidrogénio que ligam as moléculas na célula unitaria;
esse ¢ exatamente o caso da ultima transicao de fase observada.

Apesar dos avancos no entendimento das propriedades vibracionais e estrutu-
rais do cristal GABA, outros estudos podem ser realizados para se entender ainda mais
esse sistema. Esses estudos ficam como perspetivas de trabalhos futuros. Em primeiro
lugar, realizar calculos computacionais do tipo ab initio para fazer a identificacao mais
precisa dos modos normais de vibragao do cristal GABA e, assim, confirmar os resultados
apresentados nesta tese.

Em segundo lugar serd interessante entender melhor a fase de mais baixa tem-
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peratura. Fica como sugestao nessa tese, a cristalizacao do GABA e a posterior andlise de
difracao de raios-X em monocristal para se descobrir a fase de mais baixa temperatura.
O terceiro ponto que fica como perspectiva é o estudo das diversas fases do
GABA obtidas numa célula de pressao a extremos de diamantes com raios-X de alta
energia oriundo de um sincrotron, como é possivel obter com as facilidades existentes no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron em Campinas, ou mesmo em outros laboratérios

com facilidades semelhantes.
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acid crystals.

© 2017 Elsevier B.¥. All rights reserved.

1. Introduction fundamental in the understanding of its function as a neurotrans-

mitter [12].

~-Aminobutyric acid (GABA), CsHsNOz, is an amino acid playing
avery fundamental role in the mammalian central nervous system.
It works as an inhibitory neurotransmitter in the neuronal
excitability control, playing a fundamental role in the balance
between neuronal excitation and inhibition, therefore being
essential to normal brain operation and for human beings [ 1-6].
An abnormal inhibition can lead to sedation, sleep, anxiety,
depression, convulsion or coma. As a consequence, the pharma-
ceutical use of GABA in the treatment of certain neurological
disturbs such as Parkinson's disease and epilepsy has been
reported [7-9]. Therefore, the GABA became an important active
pharmaceutical ingredient (AP1} used to control some neurological
disorders [10]. The discovery of new polymorphs of an APl is
important for the pharmaceutical industry, seeing that two
polymorphs may have physical properties dramatically different
(e.g. solubilities, melting points, density or hardness} [11].
Moreover, from the biological point of view, a detailed study of
the structure of GABA and their molecular conformations is

* Corresponding author.
E-mail address: tarso@fisicanfcbr [PT.C. Freire).

http: {/clx. doi.org! 10.1 016 j.vibspec. 201706011
0924-2031) 2017 Elsevier BV. All rights reserved.

Previous works reported three different crystal structures of
GABA: (i} monoclinic, a stable form [13]; (ii} tetragonal, a
metastable form [12]; and (iii} monohydrate form, which is
thermodynamically stable only at high pressure, being obtained
from the monoclinic form under pressures of 0.4-0.8 GPa [14].
Interestingly, if a seed recovered from a high-pressure experiment
is used in a solution maintained at atmospheric pressure, it is
possible to crystallize the monohydrated form even at atmospheric
conditions [14].

The importance of using high pressure in the study of
crystalline structures lies beyond the formation of new materials,
as described in the last paragraph. In fact, it is important for
predicting the mechanical stability in many practical applications
since the organic crystals are widely used in drugs and devices
based on molecular crystals [15-18]. Moreover, variation in
pressure is an important tool in the investigation of new
polymorphs and phase transitions in organic crystals, more
specifically in the design of supramolecular devices and in crystal
engineering. A key question in the stability study of a crystal under
high-pressure conditions is: how does the crystalline structure
respond to compression? The answer to this is related to the
various types of intermolecular interactions in the crystalline
structures (hydrogen-bonds and stacking interactions, for

Figura 76: Artigo publicado referente a tese
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example}, as well as the conformational flexibility of individual
molecules or of part of them [19-21].

Although a series of studies has investigated the behavior of
w-amino acids under high pressure as well as the formation of
polymorphs under this condition [15-25], few works have been
directed to study y-amino acid crystals. Differently from proteic
amino acids, where the COOH and NH; groups are linked to the
same carbon (zlpha carbon); in y-amino acids, including GABA, the
NH; group is connected to the gamma carbon, ie., the NH, and
COOH are separated from each other by three carbon atoms. In the
present work, we investigate the vibrational behavior of GABA
under pressure, comparing with some investigations performed in
other amino acid crystals, having special attention to the modes
that modify during the experiment.

2. Experimental

Raman spectra of GABA were recorded using a triple-grating
spectrometer (Jobin-Yvon T64000} equipped with an Ns-cooled
charge-coupled device detection system. The 532nm line of a
semiconductor laser was used for excitation. The resolution
was~2cm . An Olympus microscope lens with focal distance
20.5mm (N.A.=0.35) was used to focus the laser beam on the
sample in the pressure apparatus. High-pressure experiments
were performed using a membrane diamond-anvil cell (MDAC).
The chamber for the pressure was a hole with 200 pum of diameter
done in an Inconel steel gasket with 210 wm, pre-indented to a
thickness of 60 um at the beginning of the experiment. The
compression medium utilized was mineral oil, to avoid interaction
liquid sample {as should occur if we had used methanol-ethanol
mixture}. The pressure calibration was done through the lumines-
cence lines of the chromium in ruby.

3. Results

GABA crystallizes in the monoclinic structure, space group P2,/¢
with Z=4 and lattice parametersa=7.193A,b=10.120A, c =8.260 A
and (3 =111.05° [13]. The zwitterionic molecules are in the unit cell
in a gauche configuration about the Ce C@ bond, and each
molecule is connected to the other molecules by three N H...0
bonds, forming a three-dimensional network [13,26].

Fig. 1 presents the Raman spectra of GABA in the spectral range
220-30cm ' for several pressures between 1atm (marked as 0.0
in the figure}and 7.1 GPa and Table 1 shows a tentative assignment
of major bands. Most of these bands are associated with external
modes (translational and librational} and can give insights about
the structural stability of the crystal under high-pressure
conditions [27,28]. In the spectrum recorded at 1atm, there is
an intense band with wavenumber lower than 50cm !, as well as
other bands with lower intensities. When the pressure arrives at
0.1 GPa, a series of changes is observed in the Raman spectrum. The
main modifications are: (i} a jump of the wavenumber of the band
with the lowest energy; (ii} an abrupt change of intensity of this
same mode. At 1atm, the intensity of this band is twice the
intensity of other bands, but at 0.1 GPa its intensity is similar to the
neighbor band; fiii} two new bands appear between 100 and
115¢cm ' in the spectrum recorded at 0.1 GPa.

Comparing the spectrum of GABA recorded at 0.1 GPa with the
spectra at 1atm and 0.2 GPa, one notes that it is different from
other two. Indeed, we can interpret the Raman spectrum at 0.1 GPa
as corresponding to a mixing of the spectra taken at 1 atm and
0.2GPa. In other words, GABA at 0.1 GFa is in a mixing of the
atmospheric pressure phase and the high-pressure phase (P> 0.2
GFPa).

1t is interesting to observe that the rwo modes with the lowest
wavenumbers present an impressive change of intensity between

(GPa) GABA
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Fig. 1. Raman spectra of GABA in the spectral range 220-30cm ' for several
pressure values,

0.1 and 0.2 GPa. Beyond this, it is possible to observe in the Raman
spectrum at 0.2 GPa two well distinct bands, localized at 79 and
86cm ', showing medium intensities, and two broad bands at 105
and 120cm ' From Fig. 1, we can understand that the Raman
spectra of GABA at 0.1 and 0.2 GPa are very different, indicating that
the P=0.1 GPa corresponds to the pressure where the crystal
undergoes a phase transition.

Now, let us observe the mode behavior which presents the
highest intensity in the spectrum at 0.2GPa. with increasing
pressure, at least up to 1.5GPa, its intensity decreases and the
linewidth increases; simultaneously, its wavenumber increases
linearly, as shown below. However, starting from 1.7 GPa, this band
begins to deform, in such a way that at 2.1 GPa it splits into two
bands.

Unlike the band discussed in the last parasraph, the band
marked by a filled square (in the spectrum recorded at 0.2 GPa} has
the increased intensity until the pressure reaches 1.7 GPa. In fact, if
a careful analysis is done, one observes that at this pressure value,
this band has the highest intensity of the Raman spectrum of GABA
between 30 and 220 em ' However, the band profile is asymmet-
ric in the spectrum taken at 1.7 GPa, and at 2.1 GPa it also splits into
two bands.
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Table 1
Experimental wavenumbers (cm '} of bands from the Raman spectra of GABA at
atmospheric pressure and the tentative assignments of the modes.

Wavenumber (cm 1} Assignment!
42 lat. mode

61 lat. mode

78 lat. mode

108 lat. mode

17 lat. mode

203

223 T(€0s }

287

324 (€ =0} + By CH2}
401 T(NHg")

412 T(NH;")

543

558

576 HEOz J u{CC)
589 fCo: }

788 B(CO, }

867 viCC)

884 v(CC)

333 v(CC)

1008 la'sy}

1028 VIEN}

1066 VICN}

1126 S(NH,* }

1393

1401 v2(CO5 }
1425 3(CHa}

1447 V[0 }+B(CH:)

flat, lattice; 7, torsion; r, rocking; 8, twisting; 8, bending; v, stretching; s,
symmetric.

The splitting of the bands can be well appreciated through
Fig. 2, which shows the plot of wavenumber versus pressure of
modes of the 200-40 cm ' region. From this figure, one notices in a
clear manner that GABA undergoes a phase transition at - 2.0 GPa.
Moreover, the band marked by an empty square in the spectrum at
0.2 GPa has a wavenumber that changes linearly with pressure up
to 2.1 GPa. At this pressure, the band seems to be composed of two
peaks.

Between 2.5 and 4.0GPa almost all bands shifted linearly
towards higher wavenumbers as the pressure increased. The
important point is all modes observed at 2.5 GPa are present in the
spectrum at 4.0 GFa, indicating the GABA structure is stable in the
2.5-4.0GPa pressure range. Now, let us observe the Raman
spectrum recorded at 4.5 GPa. All modes with wavenumber lower
than 110cm ' disappear and, simultaneously, the three bands that
remain visible present an impressive linewidth increase. The
disappearance of several bands with low wavenumber is a strong
indication that GABA also undergoes a phase transition between
4.0 and 4.5 GPa. Above 4.5 GPa, the Raman spectra presented in
Fig. 1 do not reveal any important modification, suggesting that the
structure remains stable up to 7.1 GPa. Additionally, as we will
discuss in the next section, no evidence of amorphization was
found in our investigation because the external modes are visible
up to the highest pressure achieved in the experiments.

Fig. 3 presents the evolution of the Raman spectra of GABA as a
function of pressure in the interval 1 atm-7.1 GPa and the spectral
range 650-200cm . As can be glimpsed in this figure, the bands
have low intensities in such a way that a qualitative analysis is not
easy. However, it is clear that the spectrum taken at 0.1 GPa is
different from both the spectra recorded at 1atm and 0.2 GPa. In
fact, the spectrum recorded at 0.1 GPa has characteristics of the
two others, corroborating the hypothesis that the crystal is in a
mixing of phases at this pressure. On increasing pressure, one
observes small changes only above 4.0 GPa. These changes involve,

in particular, modes close to 400 em ' that are assigned as torsion
of the NH;" group, T{NHz"} [29,20]. These modifications are better
understood in the wavenumbervs. pressure plot as shown in Fig. 4.
Analyzing the wavenumbers evolution carefully, one realizes the
GABA undergoes a phase transition at ~4.0 GPa. We will discuss
this point in the next section.

Fig. 5 presents the Raman spectra of GABA in the spectral range
1220-630cm ' for various pressure values. In the spectrum taken
at 1atm, there are eight bands including one of low intensity
observed at 785cm . These bands are associated with the CCand
CN stretching vibrations, v(CC} and v(CN). In general, they appear
as peaks of small linewidth, easily fitted by lorentzian curves.
When pressure is increased to 0.1 GPa, a spectrum very different
from the atmospheric pressure spectrum is obtained. The main
differences are: (1) the appearance of a new band at ~915¢cm !; (ii}
the appearance of a band at ~980cm '; (iii} the appearance of a
band with low intensity at 1045cm '; (iv) the impressive
linewidth increase of the band at 1070cm . Additionally, all
bands present in the spectrum recorded at atmospheric pressure
are visible in the spectrum at 0.1 GPa, constituting a mixing of
phase as previously pointed out.

When the pressure reaches to 0.2 GPa, the Raman spectrum
shows great changes when compared to the previous one. Almost
all bands belonging to the atmospheric pressure spectrum
disappear, and some peaks that appeared at 0.1 GPa have an
impressive intensity increase. In particular, an intense band at
~915¢cm ' dominates the Raman spectrum at 0.2GPa. As it
appears in a spectral region where several studies point to the
existence of CC stretching vibration, this band was tentatively
associated with v{CC).

From 0.2 to 3.7 GPa, the Raman spectrum of GABA in the 1220-
630cm ! region presents few changes. At first, this result should
be considered surprising because of the phase transition at
~2.0GPa, inferred through the analysis of the modes, presents no
evidence in this spectral region for this occurrence. This fact
suggests that the second phase transition involves no deformations
of the molecular skeleton directly, as will discuss in the next
section.

Looking at the Raman spectrum of GABA at 4.0 GPa presentedin
Fig. 5, one notes small modifications when compared to the
spectrum at 3.7 GPa: the splitting of the band at ~870cm '; the
small wavenumber jumps of the modes at 972cm ' (to lower
wavenumbers} and 998cm ' (to higher wavenumbers); the
disappearance of a band close to 1120cm ', Also, two bands
localized between 1150 and 1200cm ', which can be assigned as
NH3" rocking [29-31], although of low intensity, they suffer an
important change: they became a single symmetric band. These
points prompt us to realize the existence of additional evidence of
a phase transition undergone by the crystal at ~ 4.0 GFa.

Fig. 6 presents the pressure evolution of the Raman spectrum
from GABA in the spectral range 1700-1380cm . As verified in
other regions, the spectrum taken at 0.1 GPa seems to be a mixing
of the spectra at atmospheric pressure and 0.2 GPa. The spectraare
dominated by bands associated with the symmetric stretching of
CO,, U,(C0,), at around 1400 cm ', and the bending of CH- units at
1423 cm ', 3({CH,). This assignment is based on the comparative
study of other amino acid crystals. For example, in B-glycine, the
symmetric stretching of CO; is observed at ~ 1400 cm ' with an
asymmetric profile, and the CH; bending, 8{CH,}, appears as a band
with small linewidth at 1420em ' [29]. Also, looking at the
spectrum of w-r-alanine, one notes the presence of v (CCL}
vibration at 1410cm ', as reported by Ref. [32]. The band
associated with antisymmetric stretching of CO;, v {C0;) in
general, appears in the Raman spectrum as a band of low intensity,
consistent with a band localized close to 1600 cm . However, the
band of 1,(C0;} will not be analyzed due to low intensity, but the

101



CM. da Sifva et al./ Vibrational Spectroscopy 92 (2017) 162-168 165

200

180

Iy

4
©

160 “ Y
PR 4
'y
b 4 A
1407 at
A

(]
»
»

Raman Intensity (arb. units)

=
N
o
1
%

-

o

[=]

L

y 3

*e
te
»
R e o L T B

.

-
L 1] re
“0

Wavenumber {cm™)
%
»

»
»

T
..

B0 g 44 44

N33

ddqq<

YYvyY
AbAAd

ﬂ“““

o bday

60 -

-8 ue
4o-r'
1) L
0 1

3 4 5 6 7
Pressure (GPa)

Fig 2. Wavenumber vs. pressure plot of the modes of GABA in the spectral range
220-40cm .

pressure behavior of vs{CO3) and 8{CH3) bands will be examined
below.

In the collected spectrum at 0.2 GFa, one observes two intense
bands between 1380 and 1400cm ', a band at ~1430cm 'and a
doublet close to 1480cm . This set represents new bands
compared to the spectrum at atmospheric pressure, but their
wavenumbers match the expected CH; bending vibrations. On
increasing pressure, the lowest wavenumber mode remains with
constant energy, while the mode appearing as the most intensive
band presents a high de/dP value. As a consequence, the two
modes move away from each other when the pressure varies from
0.2 to 4.0GPa. The wavenumber of the mode at 1430cm '
(P=0.2GFa) evolves linearly with pressure, although in the
spectrum at 2.1 GFa seems beginning to split; the splitting reveals
in full in the spectra taken above 2.9 GPa. Regarding the doublet
behavior (centered at ~1480cm ', P=0.2 GPa} it is fully accounted
for a slow transformation during compression, culminating in a
phase transition at 4.0GPa. This behavior has similarity with that
presented by the SH vibration in cysteine, where changes were
observed in the Raman spectra of the monoclinic structure long
before the structural phase transition [33]. No strong indication of
the occurrence of the phase transition at 2.0 GPa was noted in the
region of v,[CO,) and &(CH,) vibrations.

Yet in Fig. 6, we can observe a series of modifications in the
Raman spectrum of GABA between 4.0 and 4.5 GPa, including
several intensity changes and various jumps in the wavenumber of

(GPa) GABA
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Fig. 3. Raman spectra of GABA in the spectral range 650-200 cm ! for several
pressure values.

the modes. Among the modifications in the profile of the spectrum,
one notes the decreasing of the most intense band between 4.0 and
4.5GPa. Differently, the band appearing at 1485cm ' in the
spectrum at 4.0 GPa increases in intensity in the spectrum taken at
4.5 GPa. These aspects reinforce the hypothesis of the occurrence of
a phase transition between 4.0 and 4.5 GPa. Finally, above 4.5 GPa
no meodification is observed.

4. Discussion

From the data presented in the previous section, we are leaned
toward torealize that GABA crystal undergoes phase transitions at
about 0.1, 2.0 and 4.0 GPa. The first phase transition involves great
deformations of the molecular skeleton, since important mod-
ifications are observed in the spectral range where one observes
the bands associated with CC and CN stretching vibrations. The
rising of the intense band at 920cm ' when pressure arrives at
0.2GPa is the most strong evidence of a new conformation for
GABA for higher pressure values. Additionally, the modifications
verified in the bands associated with the CH; bendings (at
~1420¢cm ') reinforce our interpretation. As a consequence of the
conformational change ofthe C  C  C skeleton of GABA molecule,
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Fig. 4. Wavenumber vs. pressure plot of the modes of GABA in the spectral range
650-200cm .

one expects changes in vibrations of CHz groups, as we have
recorded.

Before discussing some aspects regarding the second phase
transition, it is interesting to comment about the mixing of phases
observed at 0.1 GPa. Mixing of phases can be understood as a
representation of the boundary between two neighboring phases.
In zeneral, the mixing of phases is difficult to be observed, with few
references in the literature. Regarding the amino acid crystals, a
previous report [34] has pointed out the t-methionine under
pressure as an example of a system where a mixing of phases was
indisputably observed. In the study of Ref [34], the Raman
spectrum at 2.2 GPa shows characteristic bands belonging to both
the atmospheric pressure phase and the high-pressure phase of -
methionine crystal. Therefore, we can consider the two cases — -
methionine and GABA - as representative examples where the
boundary between two phases was photographed by Raman
spectroscopy. The main difference between these cases lies exactly
in the fact that the phase transition in GABA occurs in a very low-
pressure value.

Regarding the second phase transition, we noted evidence of its
occurrence at- 2.0 GPa mainly through the observation of the
Raman spectrum in the low-wavenumber region. On the other
hand, there are few indications that the GABA undergoes a phase
transition looking at only the regions corresponding to the CC
stretching {between 800 and 1100cm ') and the 1(CO,) and
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Fig. 5. Raman spectra of GABA in the spectral rmnge 1220-630cm ' for several
pressure values.

B(CH-) region of the spectrum (close to 1400 cm '), This suggests
that, differently from the observed in the first phase transition, the
second phase transition (~2.0GPa} does not involve substantial
modification of the conformation of the GABA molecules in the
unit cell.

The most impressive changes in the Raman spectra appear
during the third phase transition. They include (i} great mod-
ifications in the external modes region, (ii} the appearance of
modes in the CC stretching region, and (iii} new modes in the
ws{CO4Y and 8{CH,) spectral range. These facts can be interpreted as
due to a phase transition involving the conformational change of
the molecules in the unit cell of the crystal. Additionally, two other
aspects go together with the three points mentioned above: {iv}in
the region between 1150 and 1200 cm ', the two bands assigned as
NH:" rocking change their profiles, assuming a symmetric form
above 4.0GPa; (v} a wavenumber jump of the bands associated
with the torsion of NHz" around the phase transition. These two
last changes, both related with bands involved in the hydrogen
bond, indicate that this type of bond plays an important role in the
phase transition. This brings us back to the memory aspects related
to other amino acid crystals. Regarding the oo-serine, discontinu-
ous wavenumber changes of some of the NH3;" modes were
interpreted as a change in the hydrogen bond interactions around
the critical pressure [30]. In the case of B-glycine, a great
wavenumber variation of the NHs" rocking with pressure was
associated with a rearrangement in the hydrogen bond network,
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being related to a phase transition occurred at low termperature
[29.35]. 1t is interesting to note that the effect of pressure on
hydrogen bonds was also verified in other organic systems, giving
important insights into the phenomenon. For example, the study of
sulfamide under high pressure showed that a structural phase
transition occurs with hydrogen bonds rearrangement. It is worth
to point out that the results obtained by Raman spectroscopy were
confirmed by angle-dispersive X-ray diffraction [36]. Hydrogen
bonds distortions were also observed in the study of thiourea
dioxide when observed by both Raman spectroscopy and X-ray
diffraction [37]. Similarly to GABA, the blue-shifts of most external
modes in thiourea dioxide were interpreted as due to the
enhancements in intermolecular interactions. Also, the broadening
of peaks related to hydrogen bonds was understood as a
consequence of the distortion of these bonds under high pressure
[37]. Obviously, a similar interpretation can be furnished in the
present study on GABA.

Additionally, in some cases, the effect of the conformational
change and the modification of the hydrogen bond network can be
impressive, as reported for oi-cysteine submitted to low temper-
atures [38]. In this sulfur amino acid, the conformation of
molecules changes abruptly, with the N C C S torsion angle
varying almost 130°. As a consequence, this rapid modification
results in the breakage of some hydrogen bonds and the
macroscopic fragmentation of the sample [38]. Interestingly, o.-

cysteine presents a series of phase transitions under pressure, but
it is not reported great conformational changes [39]. However, ina
compression-decompression cycle, authors of Ref. [33] reported
the occurrence of fragmentation of the sample of orthorhombic -
cysteine, as a consequence of abrupt changes in the molecular
conformation. From these few examples related to cysteine, one
realizes that substantial conformational changes correlate withthe
fragmentation of the sample. In our experiment, no cracking of the
sample was observed under compression or decompression,
suggesting that the conformational changes occurred with GABA
are less expressive than in the case of oi-cysteine.

A final aspect, which has growing relevance in the study of
material under high pressures, is the possibility of amorphization
above a certain pressure threshold. Concerning the study of amino
acids, up to now, only the t-alanine erystal has shown the
amorphization phenomenon (at ~13 GPa) [40]. It is interesting to
note that in another amino acid crystal (monohydrated -
asparagine}, the pressure was applied up to 30 GPa - most than
twice the value where t-alanine lost long range order - but no
evidence of amorphization was recorded. In the crystal studied in
this worle, no indication of amorphization of GABA was observed,
but we must consider that the highest pressure obtained {7.1 GPa}
should not be enough to observe such phenomenon. As a
consequence, the question about amorphization of GABA will
remain an open problem.

5. Conclusion

Vibrational properties of GABA crystal were investigated in a
diamond anvil cell for pressures up to 7.1 GPa in the spectral range
1700-30cm . From this investigation was possible to note three
anomalies in the Raman spectrum of GABA. The first anomaly was
observed at 0.1 GPa, interpreted as a phase transition accompanied
by great deformation of the molecular skeleton. The second
anomaly was observed at 2.0GPa, having as main evidence
modifications of bands in the low-wavenumber region of the
spectrum. Finally, the third anomaly was observed at ~4.0GPa
where great changes in the lattice mode region of the spectrum,
the appearance of modes in the CC and COs stretching region and
new modes in the CH; bending region were interpreted as a phase
transition involving conformational changes of the GABA mole-
cules in the unit cell. No evidence of amorphization or cracking of
the sample, in both compression and decompression, was
observed in the experiment.
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