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RESUMO



A alanina (C3H7NO.) é um dos aminoécidos protéicos ndo essenciais. No presente trabalho
foram crescidos cristais de L-alanina, pelo método da evaporacéo lenta do solvente, que tiveram
suas estruturas confirmadas através de medidas de difracdo de Raios-X e que foram
investigados através de medidas de Espectroscopia Raman. As medidas iniciais de
Espectroscopia Raman foram realizadas a temperatura ambiente e a partir destas foi feita uma
classificacdo dos modos normais de vibragdo com base em outros trabalhos da propria L-alanina
e também da DL-alanina. Em seguida foram realizadas medidas a baixas temperaturas
(chegando, de forma decrescente, até a 15 K) a fim de se estudar a estabilidade cristalina das
amostras. A uniformidade em todos os Espectros Raman indica que as moléculas de L-alanina
ndo sofrem transicdo de fase a baixas temperaturas, conclusdo esta que também é confirmada

com outros trabalhos ja realizados sobre o tal aminoéacido.

Palavras-chave: L-alanina. Aminoacido. Espectroscopia Raman. Crescimento de Cristais.

ABSTRACT



Alanine (C3H7NO:>) is a non-essential protein amino acid. In this study were grown L-alanine
crystals by the slow evaporation method of the solvent, which were investigated by Raman
spectroscopy measures and they had their structures confirmed by measures of X-ray
diffraction. Initial Raman Spectroscopy measurements were performed at room temperature
and from these ones we obtained a classification of normal modes of vibration which was based
on other work about L-alanine itself and DL-alanine as well. Then, the low-temperature
measurements were taken (in a decreasing way until 15 K) in order to study the stability of
crystalline samples. The uniformity of all Raman spectra of the L-alanine molecules doesn’t
evidence structural phase transition at low temperatures, a conclusion which is also confirmed

in other works already done about this amino acid.

Keywords: L-Alanine. Amino acid. Raman Spectroscopy. Crystal Grown.
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1 INTRODUCAO

Aminoacidos sdo moléculas organicas que contém um grupo amina (NHs), um grupo
carboxila (COOH), um hidrogénio (H), um carbono central (C) e uma cadeia lateral que é
especifica para cada aminoacido que chamamos de radical (R) do amino&cido. Essas moléculas
sdo constituidas basicamente pelos seguintes elementos: carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio
(O) e nitrogénio (N) e em alguns casos o enxofre (S). Os aminoacidos podem tanto se comportar
como acido ou como base, liberando H ou OH, respectivamente, em uma reacdo. No caso de
uma cadeia de aminodcidos, ou seja, aminoacidos ligando-se uns aos outros para formar uma
proteina, por exemplo, 0 grupo amina de um libera um hidrogénio que se liga ao grupo
carboxilico do outro que libera um hidréxido.

O caso acima citado de aminoacidos ligando-se uns aos outros s6 pode ser formado
através da forma zwitteriénica, também conhecida como ion dipolar ou bipolar.

Os aminoéacidos podem ser classificados com um prefixo L ou D de acordo com o giro
do seu plano de polarizacdo. Se o plano é girado para a esquerda ele é classificado como
levdgero (L) e se o plano € girado para a direita ele é classificado como destrégero (D). Essa
classificacdo fornece uma informacdo bem interessante, pois 0s aminoacidos protéicos
(aminoécidos que formam as proteinas) sdo formados apenas pelos aminoacidos levogeros.

O comportamento fisico de cristais organicos vem despertando bastante interesse nos
ultimos anos, devido principalmente a possibilidade de aplicacdo destes materiais em diversos
ramos da tecnologia. Entre estes cristais destacam-se aqueles dos aminoacidos, que além de
serem materiais com potencial em aplicacfes tecnoldgicas, como em 6tica ndo linear, e ainda
na farmacologia.

A Espectroscopia Raman estuda os efeitos resultantes da interacdo de radiagdes
eletromagnéticas com a matéria mostrando evidéncias do comportamento microscopico das
moléculas em questdo. Essas observacbes ajudam a comunidade cientifica a classificar e
ordenar ndo s6 0s aminoacidos, mas também outros tipos de substancias que de alguma forma
contribuem ndo so para a vida humana, mas também a tecnologia.

O principal objetivo desta pesquisa é realizar um estudo detalhado sobre as propriedades
vibracionais de cristais de L-alanina, através de espectroscopia Raman e de difracéo de raios X,
a pressdo constante, com uma variacdo de temperatura de 297 K (temperatura ambiente) a 15
K, de forma decrescente.

O presente trabalho, além de iniciar com essa introducéo, esta dividido em mais seis

capitulos. Logo no segundo capitulo sdo abordados alguns fundamentos teoricos sobre efeito
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Raman e espectroscopia vibracional. No capitulo 3 é estudado de forma mais detalhada os
aminoacidos e também suas propriedades de ligacGes e interagdes da L-alanina. Logo em
seguida, no capitulo 4, o procedimento experimental é descrito. De forma mais qualitativa e
quantitativa tratamos das caracteristicas estruturais e vibracionais da L-alanina a temperatura
ambiente e para o estudo obtido por medidas Raman em baixas temperaturas sdo comentados
no capitulo 6. No final, no capitulo 7, fazemos uma conclusdo mais clara sobre esse estudo e

propomos perspectivas para a continuagédo desse trabalho.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS DA ESPECTROSCOPIA RAMAN

Existem varias técnicas para se obter informacdes sobre as estruturas moleculares
(angulos e comprimentos das ligacGes, por exemplo) e niveis de energia, porém 0s Unicos
estudados aqui sdo a Espectroscopia Raman e a difracdo de Raios-X.

A principal técnica aqui utilizada sera a Espectroscopia Raman. A difracdo de Raios-X
é utilizada aqui somente para a confirmacéo estrutural da molécula. A Espectroscopia Raman
foi estuda pelo fisico indiano Chandrasekhara V. Raman (1888 — 1970) em 1917, enquanto
trabalhava na Universidade de Calcutd com a difracdo da luz. Ele descobriu que quando uma
luz intensa passava através de um meio transparente, uma pequena fracao de luz era espalhada
em todas as direcdes, com frequéncias ligeiramente diferentes daquela do feixe incidente. A
importancia da descoberta de Raman foi reconhecida pela comunidade cientifica e 0 Raman
recebeu o prémio Nobel de Fisica em 1929 [01].

A interacdo da radiagdo eletromagnética com a matéria com o foco na determinagéo dos
niveis de energia de atomos e moléculas € estudado por esse tipo de espectroscopia [02]. Porém
essa interacdo € apenas uma das quatro interacGes conhecidas, que sdo: Absorcdo, emissao
estimulada, emissdo espontéanea e o espalhamento.

A absorc¢do € caracterizada pelo consumo de um foéton, a emissao estimulada, que é o
principio fundamental do laser, é caracterizada pela emissdo de um foton quando o sistema é
perturbado por um foton, a emissao espontanea € um misterioso caso em que um foton é emitido
espontaneamente e o espalhamento ocorre quando o sistema sofre a colisdo de um fdton, mas
este ndo é absorvido e sim espalhado, podendo este espalhamento ser eléstico, onde a mudanca
de frequéncia da radiacdo é nula, fenémeno denominado espalhamento elastico ou Rayleigh,
ou inelastico (caso da Espectroscopia Raman), onde ha uma diferenca na frequéncia da radiacédo
espalhada que se da devido ha diferenca entre os dois estados vibracionais [03]. A Figura2.1 e

a Figura 2.2 exemplificam melhor esses fendmenos.

Figura 2.1 - Absorgéo, emissdo espontanea e emissdo estimulada [04]

ABSORCED EMISSAD ESPONTANES, EMISSAD ESTIMULADA,
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Figura 2.2 — Espalhamento [05]
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O Efeito Raman baseia-se no fendmeno descrito na Figura 2.2, onde ocorre um
espalhamento inelastico. A descricao desse fenémeno pode ser feita da seguinte forma: quando
um feixe de luz monocromatico atravessa uma substancia transparente, parte de sua radiacao
sera dispersa, sendo que a maior parte da radiacdo dispersada apresenta a mesma frequéncia da
radiacdo incidente, mas uma pequena parte apresenta uma frequéncia superior ou inferior
relativa ao feixe incidente, dependendo de caso para caso. Isso acontece devido a colisGes
inelasticas entre os fétons e as moléculas constituintes do material em estudo, provocando uma
alteracdo nos niveis de energia vibracionais e rotacionais das moléculas. Um aumento ou uma
diminuicdo da frequéncia se traduz como uma perda ou ganho de energia molecular
respectivamente.

Antes de estudarmos a fundo o Espalhamento Raman, entenderemos alguns tipos de
espalhamento como é o caso do Espalhamento Raman Stokes, Espalhamento Raman Anti-
Stokes e o Espalhamento de Rayleigh.

No caso do Espalhamento Raman Stokes, a molécula em seu estado fundamental sofre
uma colisdo com um foton cuja energia ¢ hvo, passando assim para um estado intermediario,
gue pode ser ou ndo um estado estacionario da molécula, logo ap6s decai para um estado
vibracionalmente excitado, com energia Eo, assim o foton espalhado tera uma energia hvg - Eg
que € menor que a energia do féton incidente.

A Figura 2.3 representa esquematicamente esse resumo sobre o Espalhamento Raman

Stokes. O Eseton representa o féton incidente que deixa o &tomo no estado virtual com

Evirtual = Eo + Efoton (2.1)
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que logo decai produzindo o espalhamento com energia

Eespalhamento = Evirtva — Ex
Eespathamento = Eo + Efston — E1 (2.2)

Figura 2.3 - Representacgdo esquematica do Espalhamento Raman Stokes [05]
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No Espalhamento Anti-Stokes o foton interage com uma molécula que j& se encontra
em um estado excitado, apds a colisdo esta decai para o estado fundamental. Assim a diferencga
¢ cedida ao foton, que sera espalhado com energia hvo + Eo onde.

A Figura 2.4 mostra um esquema do Espalhamento Raman Anti-Stokes. O foton
incidente deixa o &tomo com a energia:

Evirtual = E1 + Eféton (2.3)
E o espalhamento:

Eespalhamento = Evirtval — Eo
Eespaihamento = Eféton + E1 — Eo (2.4)

Figura 2.4 - Representacdo esquematica do Espalhamento Raman Anti-Stokes [05]
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E por fim o Espalhamento Rayleigh o f6ton colide com a molécula, onde este é
espalhado sem modificacdo alguma em sua frequéncia e a molécula ap6s a interacdo volta a seu
nivel de energia inicial, antes da coliséo.

A Figura 2.5 mostra um esquema do Espalhamento Rayleigh. O féton incidente deixa o
atomo com a energia:

Evirtual = Eo + Efston (2.5)
E o espalhamento:
Eespalhamento = Evirtual — Eo

Eespalhamento = Eféton (2.6)

Figura 2.5 - Representa¢do esquematica do Espalhamento Rayleigh [05]
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E por fim é interessante destacar que o espalhamento Raman ocorre juntamente com o
espalhamento Rayleigh. Entretanto, apenas 10 de toda luz espalhada pertence ao aos
espalhamentos Raman Stokes e Anti-Stokes, todo o resto é destinado ao espalhamento
Rayleigh, devido a essas proporces o efeito Raman s6 foi percebido muito depois da

descoberta do espalhamento Rayleigh [05].
2.1 Aspectos tedricos do Espectro Raman
Como ja foi visto, o Espalhamento Raman ocorre devido a colisdes inelasticas com as

moléculas. E esse efeito esta ligado ao momento de dipolo induzido na molécula pelo campo

elétrico da radiagéo.

"ol
Il
]
i

(2.7)
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Onde a € polarizabilidade da molécula e E é o vetor campo elétrico da radiacao

incidente. Outro fato a se saber também € que o vetor momento de dipolo induzido, P, oscila
com uma sobre posicédo de frequéncias.

Expandindo o « em uma Série de Taylor em uma coordenada g, temos:
a= ay+ (— + - 2.8
o+ (5r) @ (28)

E supondo que a coordenada g e o vetor campo elétrico E possam ser descritos da

seguinte forma, temos:
q = qocos(2muyt) e E= EO cos(2mu,yt) (2.9)

Onde v, e v, sdo a frequéncia vibracional e da radiacdo incidente, respectivamente.

Entdo o momento de dipolo induzido se tornara:
P= aoﬁo cos(2my,yt) + (Z—Z)O 90 EO cos(2mvgyt) cos(2muyt) (2.10)

Para pequenas variacdes da coordenada g os termos de ordem mais alta da Equacéo

(2.10) podem ser desprezadas. Ent&o assim, teremos:

P = a,E, cos(2muyt) + %(Z—Z) Qo Eo{cos[2m(vy + vy)t] + cos[2m(vy — vy)t]} (2.11)
0

Uma andlise mais descritiva nos diz que o primeiro termo da Equacdo (2.11)
corresponde ao Espalhamento Rayleigh e o segundo termo contém o Espalhamento Raman
Stokes (com frequéncia vy, — vy) e 0 Espalhamento Raman Anti-Stokes (com frequéncia
vy + Up).

Introduzindo a polarizabilidade a seguinte expresséo, teremos:

Amn = [ P a¥,dt (2.12)
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A correlacdo entres as componentes do momento de dipolo e as componentes do campo
elétrico serdo dadas pelas seguintes equacgoes:

P = ayxEx + ayy Ey + ay,E,
P, = ay E, + ayE, + a,,E, (2.13)
P, = a,xEx + a,Ey + a,,E,

Como no efeito Raman as componentes ajj formam tensores simétricos, temos que aij =
aji. E para cada transicdo entre os estados vibracionais m e n pelo menos uma das seis

componentes deve ser diferente de zero:
(aij)mn = f‘l—’maijll’ndr (214)
Substituindo agora a Equacéo (2.8) na Equacéo (2.14), temos:

d
W = g [ W Wodt + (ﬁ)0 [¥,,q¥,dr (2.15)

No efeito Raman os estados vibracionais, m e n, séo diferentes, entdo a primeira integral
da Equacdo (2.15) sera igual a zero, devido a ortogonalidade entre as fun¢bes de onda

E para que exista atividade Raman no segundo termo da Equacdo (2.15), ele deve ser
diferente de zero, ou seja, € necessario que, além de ¥,,, e ¥, tenham paridades tal que o produto

Y,.¥, seja uma funcéo impar, haja polarizabilidade com uma pequena vibragdo em torno da

-~ rs . . d , . , ~ .
posicdo de equilibrio, assim (d—‘;) # zero. Caso contrario, como ¢ é uma funcdo impar, o
0

produto ¥p,,q'¥ | sera uma fungdo impar e a integral [ ¥nqW¥,dr serd igual a zero e ndo havera

atividade no Raman [02].
2.2 Espectroscopia vibracional

O que mais importa na espectroscopia Raman € justamente a medida da variacdo
vibracional da molécula em questdo, quando submetida a uma interacdo de uma onda
eletromagnética. As vibragcdes moleculares sdo devidas aos movimentos dos a&tomos ao longo

do tempo, que originam alongamentos das ligacdes moleculares e deformacGes angulares.
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Podem-se decompor estes movimentos em modos normais de vibracdo associados a
niveis de energia.

A energia total de uma molécula sera a soma da energia eletronica, da vibracional e da
rotacional, sendo a Gltima apenas no caso de moléculas em forma gasosa, isso hdo considerando

a energia devida aos movimentos translacionais. Dessa forma tem-se:

Etotal = Eeletronica + Evibracional + Erotacional (2.16)

Para este caso a energia de uma molécula se deve aos diferentes movimentos em seu

interior, sabe-se que a energia (AE) é fungdo do comprimento de onda () através da equac&o:

AE =% (2.17)

Onde h é a conhecida constante de Planck e c é a velocidade da radiacdo eletromagnética
no mesmo meio em que o comprimento de onda foi medido. Podemos relacionar as grandezas

¢ e A através da frequéncia de radiagdo v, através da equagao:

= ¢
v= (2.18)
Substituindo a Equacdo (2.18) na Equacéo (2.17), temos:
AE = hv (2.19)

A variacdo entre dois niveis de energia molecular € numericamente igual a frequéncia

de radiacdo, desta forma pode-se escrever:

2y (2.20)

Ou ainda,
AE =EO _E@ = hy (2.21)
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Ou seja, a molécula absorve AE quando é excitada de uma energia E1 para uma E; e

emite quando volta de E; para E1. Como o representado no esquema abaixo:

Figura 2.6 - Variagéo de energia entre dois niveis conhecidos [05]

E>

AE | Absorcao Emissao

=

2.2.1 Classificacao das vibracdes

As vibragfes moleculares podem ser classificadas em trés grandes partes:
1. Vibracdo de estiramento: variagdes das distancias internucleares que podem ser
tanto simeétricas como assimeétricas;
2. Vibracdes de deformacdo no plano: variagcbes nos angulos das ligacGes que
também podem ser simétricas ou assimétricas;
3. Vibragdes de deformacéo angular fora do plano molecular: variagdo nos angulos
das ligacOes ou das distancias internucleares.

Séo ilustrados a seguir algumas das vibracdes:

e Estiramento simétrico ou assimétrico (Vs ou Vass)

Figura 2.7 - Estiramento simétrico em (a) e Estiramento assimétrico em (b) [07]
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e Torgdo (1)

Figura 2.8 - Torcéo (variagdo em torno do atomo central) [07]
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e Wagging (o)

Figura 2.9 - Dobramento angular tipo wagging [07]

e Rocking (r)

Figura 2.10 - Rocking [07]
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3 AMINOACIDOS

Aminoacidos sdo unidades basicas, monémeros, que constituem as proteinas.
Geralmente sdo necessarios mais de duzentos aminoacidos em cadeia para formar uma proteina
e so a forma como os aminoacidos se ligam j& é um determinante para cada tipo de proteina.

A sequéncia de cada aminoacido em uma molécula de proteina é chamada de estrutura
primaria, a estrutura secundaria é caracterizada pelas interacGes por pontes de hidrogénio entre
aminoacidos da cadeia polipeptidica fazendo o filamento protéico se enrolar em uma forma
helicoidal, o dobramento da estrutural helicoidal sobre si mesma, devido a diversos tipos de
interagBes (pontes de hidrogénio, de enxofre etc.) entre os radicais dos aminoacidos formam a
estrutura tercidria e por fim a estrutura quaternaria sao proteinas formadas por mais de uma
cadeia polipeptidica, pois resulta da associacdo das cadeias [08].

Todos os aminoacidos possuem uma estrutura padrdo: um carbono central (carbono alfa
- Cq) que possui ligagbes com um grupo amina (NHz), um grupo carboxila (COOH), um
hidrogénio (H) e um radical (R) que caracteriza cada um dos tipos de aminoacidos existentes.

A Figura 3.1 nos mostra a formula estrutural plana de um aminoacido na forma neutra.

Figura 3.1 — Representagdo estrutural de um aminodcido na forma neutra [09]

COOH
|

NH,— C,— H
|

R

Existem varios tipos de aminoacidos, mas apenas vinte sao necessarios diretamente para
a vida humana. Desses vinte apenas nove ndo sdo sintetizados pelo corpo humano e que
recebem o nome de aminoacidos essenciais, e sdo eles: Leucina (Leu), Isoleucina (Iso), Valina
(Val), Fenilalanina (Phe), Triptofano (Try), Treonina (Thr), Metionina (Met) e a Lisina (Lys).
Agora 0s outros onze aminoacidos restantes que o corpo humano produz sdo conhecidos como
aminoacidos ndo-essenciais, e sdo eles: Alanina (Ala), Arginina (Arg), Asparagina (Asn),
Acido Aspartico (Asp), Cisteina (Cys), Acido Glutamico (Glu), Glutamina (GIn), Glicina (Gly),

Prolina (Pro), Serina (Ser) e a Tirosina (Tyr).
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A Tabela 3.1 ilustra bem a diferenca de cada aminoécido (o radical R) e suas formulas

moleculares.

Tabela 3.1 — Aminoacidos com suas respectivas abreviacdes e seus respectivos radicais [12]

Aminoacido Abreviacéo Radical especifico
Alanina ALA CHs
Arginina ARG NH2C(NH2)(CH2)3

Asparagina ASN NH3(CO)(CH>)
Acido aspartico ASP COOH(CH?>)
Cisteina CYS SH(CH>)
Glutamina CLN NH2CO(CHy>)2
Acido glutamico GLU COOH(CH_),
Glicina CLY H
Histidina HIS (C3aN2H4)CH:
Isoleucina ILEU (CH3).CH.CH
Leucina LEU (CH3)2CH(CHy)
Lisina LYS NH2(CH2)4
Metionina MET CH3sS(CH>»)
Fenilalanina PHE (CeHs)CH:
Prolina PRO 3CH:2
Serina SER OH(CH>)
Treonina THR (CH3)(OH)CH
Triptofano TRY (CéH4)HNC2HCH:
Tirosina TYR (OHCeH4)CH2
Valina VAL (CHz3)CH

Quando os aminoacidos estdo em solucdo ou formam uma estrutura cristalina o

aminoacido modifica sua formula estrutural e acaba ficando em uma forma conhecida como

forma zwitteriénica (ion dipolar). Nessa nova forma o grupo carboxilico perde o atomo de

hidrogénio que se liga ao grupo amina.
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Figura 3.2 — Representacao estrutural de um aminoacido na forma zwitterionica [09]

COO
|

NH;" — C,— H
|

R

Os aminoacidos ainda podem ser classificados de acordo coma natureza do radical R.
Os hidrofobicos sdo poucos soltveis em agua (Alanina, Leucina, etc.), os hidrofilicos sao
sollveis em &gua (Glicina, Asparagina, etc.), 0s que tém radicais carregados positivos (&cidos),
Lisina, Arginina e Histidina e os que tém radicais negativos (basicos), Acido aspartico e Acido
glutédmico.

Podemos identificar os aminoacidos pelas letras L e D na forma de um prefixo. Quando
um aminodcido gira o seu plano de polarizacdo da luz espalhada a esquerda prefixamos a letra
L e quando gira o plano de polarizagdo a direita prefixamos a letra D. Observagdes importantes
mostram que apenas a glicina ndo € opticamente ativa e que apenas 0s aminoacidos do grupo L
é que formam proteinas. Um aspecto interessante dessa divisdo é que exclusivamente 0s
aminoacidos com prefixo L sdo os responsaveis pelos aminoéacidos formadores das proteinas.

Com o advento da Espectroscopia Raman, da Difracdo de Raios X e outras técnicas 0s
aminoacidos comecaram a ser estudados na forma de cristais possibilitando o reconhecimento
de suas propriedades vibracionais.

A anélise dos Espectros Raman se mostra muito eficiente mesmo em aminoacidos que
apresentam um namero muito grande de modos vibracionais ativos, tornando assim, um pouco
complicada a andlise desses espectros. De fato, uma vez que eles sdo formados
predominantemente por ligacGes de hidrogénio, a técnica ndo so6 fornece informacdes a respeito
do comprimento das ligagdes como também informa alteracdes oriundas de deuteracdo ou
dopagem, devido a sua alta sensibilidade [12]. Além da caracterizacdo dos modos Raman a
temperatura ambiente, a técnica de espectroscopia Raman pode ser implementada com a
finalidade de se estudar a estabilidade das amostras como fungdo dos pardmetros temperatura,

que € o caso do presente trabalho e presséo.

3.1 Alanina
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A L-alanina é um dos mais simples amino&cidos quirais, possuindo varios estudos ja
realizados por diversas técnicas experimentais e computacionais. A L-alanina € um aminoacido
glicogénico (converte-se em glicose no figado), importante fornecedor de energia para 0s
musculos, auxilia a producdo de anticorpos pelo sistema imune e é encontrado em abundancia
no sangue além de possuir um pequeno papel terapéutico nos seres humanos e também

apresenta efeitos de reducéo no colesterol dos ratos [16,17,18].

3.1.1 Revisdo bibliogréafica sobre L-Alanina

No caso do estudo da Espectroscopia Raman a altas pressdes também ndo séo
observadas nenhuma transicao de fase [27,38] embora a 2,2 GPa os dois parametros de célula
(a e b) tornar-se acidentalmente iguais uns aos outros, mas a simetria espacial do grupo
permanece ortorrdmbica e ndo foram detectados [37], pelo menos, até 12,3 GPa nenhuma
transicdo de fase [22].

Medidas de difracdo de raios-X neste mesmo cristal foram realizadas e foi observada a
amorfizacdo da amostra em torno de 15 GPa [11], sendo a primeira observada em aminoacidos.
A forma racémica da alanina foi estudada até 18 GPa mas ndo observou-se a amorfizacdo da
amostra [10]

Para a L-alanina deuterada ja foi observado, além de algumas inversdes de intensidade
em algumas frequéncias, a separacao de duas bandas de baixa energia no espectro da L-alanina-
d7 em aproximadamente 250 K. Tal separacdo estaria associada a uma transicdo de fase
estrutural do cristal ou, em outra hip6tese, a um rearranjo das moléculas na célula unitéria, o
gue confirmaria, nesta segunda hipétese, resultados anteriormente publicados sobre a L-alanina
normal [12].

Para a DL-alanina j& foi realizada medidas de Espalhamento Raman em baixas
temperaturas e foi observado que as bandas tornaram-se mais estreitas. Também nédo foi
observada nenhuma transicdo de fase pelo menos até 15 K. Entretanto, uma mudanc¢a na
inclinacdo de algumas curvas da freqiiéncia pela temperatura no intervalo de 210 cm™ a 220
cmt sugere fortemente que algum tipo de acomodagéo esteja ocorrendo com as moléculas de
alanina na célula unitaria. Interessante notar que esse comportamento também ja foi observado

na L-alanina em aproximadamente 220 K [19].

4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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4.1 As amostras de L-alanina

Os cristais de L-alanina, usados neste trabalho, foram obtidos através do método da
evaporacdo lenta do solvente, onde este método consiste em misturar o reagente do aminoacido,
aos poucos, com agua destilada retida em um béquer. A solucdo foi solubilizada em
aproximadamente quarenta minutos com a ajuda de um agitador magnético. Depois de o soluto
ser completamente dissolvido, a solucdo foi depositada em outro béquer e coberta com uma
pelicula plastica toda furada para que a &gua pudesse evaporar. A solucéo ficou refrigerada em
uma temperatura de aproximadamente 25 °C. Todo esse processo demorou cerca de 30 dias. A

Figura 4.1 mostra os cristais de L-alanina ja crescidos.

Figura 4.1 - Cristais de L-alanina crescidos pelo método da evaporacéo lenta

4.1.1. Medidas de difracéo de raios-X

O cristal foi caracterizado pela técnica de difracdo de raios-X com o uso do difratbmetro
do Laboratdrio de Raios-X do Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara.

Este equipamento consiste em um tubo de raios-X (Co) operado a 40 kV e 40 mA. A
difracdo de alta resolucdo é obtida com um monocromador hibrido de feixe de incidéncia, que
consiste em um espelho e monocromador Ge produzindo um feixe paralelo e altamente
monocromatico, respectivamente. Os dados foram coletados com Pixcel, segunda geracao de
tecnologia panalytical para deteccdo de estado solido. Podemos ver, na Figura 4.2, a

concordancia do difratograma experimental com o simulado a partir do arquivo CIF do material.
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Para analisarmos a Figura 4.2 foi estudado a caracterizacdo de aminoacidos com
difracdo de Raios-X com mais detalhes em trabalhos j& publicados na literatura, como € o caso

da referéncia [21].

Figura 4.2 — Medidas de Difra¢do de Raios-X

— Simulado
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4.2 Medidas de Espectroscopia Raman

4.2.1 Descricdo experimental dos equipamentos utilizados nas medidas de Espectroscopia

Raman a temperatura ambiente

Para obtermos os Espectros Raman utilizamos um sistema de Micro-Raman usando a
geometria de retro-espalhamento. Nas medidas a temperatura ambiente utilizamos um laser de
argonio da marca Coherent modelo 70C operando na linha 514,5 nm. Foi utilizado ainda um
espectrometro triplo da Jobin Yvon modelo T64000 trabalhando no modo triplocromador, um
detetor CCD (coupled charge device) resfriado a nitrogénio liquido, uma camara de video
acoplada a um monitor e um microscopio da marca Olympus com lentes de foco variavel. As
fendas foram ajustadas de modo a obtermos uma resolucio de aproximadamente 2 cm™. A
Figura 4.3 ilustra o espectrometro utilizado nas medidas de Micro-Raman a temperatura

ambiente.

Figura 4.3 - Espectrometro utilizado nas medidas Raman
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4.2.2 Descrigao experimental dos equipamentos utilizados nas medidas de espectroscopia

Raman a baixas temperaturas

A Figura 4.4 mostra que para as medidas a baixas temperaturas, além dos equipamentos
descritos anteriormente, utilizamos ainda um aparato conhecido como dedo frio, que consiste
de uma camara de véacuo onde é colocada a amostra. O vacuo foi realizado usando uma bomba,
gue consistia de um motor de propulsdo que ao ser acionado retirava o ar contido no dedo frio.
A refrigeracdo da cadmara era feita por um sistema de ciclo fechado, um sistema de vacuo
modelo E2M8 [Figura 4.4(b)], que bombeia este gas para a ponta do dedo frio permitindo que
se atingissem temperaturas de até 15 K. O controle da temperatura foi feito por um criostato
modelo DE202S [Figura 4.4(a)].

Figura 4.4 - Sistema de vacuo modelo E2M8 em (a) e criostato modelo DE202S em (b)
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5.1 Estrutura da L-alanina

A temperatura ambiente, no estado sélido, a L-alanina encontra-se em uma estrutura
ortorrdmbica, com grupo espacial P21212:(D5) [14,24] enquanto a DL-alanina possui grupo
epacial Pna2: (C;,) [24]. Os parametros da célula unitaria sdo a = 6,023 A, b= 12,343 A, c =
5,784 A, com quatro moléculas por célula unitaria [14,24] muito parecidos com os pardmetros
da DL-alanina que sdo a=12,04 A, b =6,04 A, ¢ = 5,81 A [20].

O aminoécido em questdo [CH3C(NH3 )HCO, ] possui todos os trés prétons disponiveis
do grupo NH*® formando ligacdes de hidrogénio -N-H- - -O com trés diferentes moléculas de
vizinhos proximos. As ligacOes entre as moléculas se ddo, normalmente, atraves dos
hidrogénios do grupo amina (NHs), onde um hidrogénio se liga a um oxigénio do tipo 1(0?) de
uma molécula ao nitrogénio da molécula vizinha e os outros dois hidrogénios do tipo 2(0?) ao
nitrogénio. Umas dessas ligacGes de hidrogénio é responsavel pela formagéo de uma cadeia ao
longo do eixo ¢, enquanto que as outras ligam estas cadeias para formar a rede tridimensional.

Para facilitar a identificacdo de cada 4&tomo usaremos as seguintes denominagdes: HP!,
HP2, HP* representam os atomos de hidrogénio ligados ao carbono beta (CP), H* representa o
hidrogénio ligado ao carbono alfa (C%), H*, H?, H® representam os hidrogénios ligados ao 4tomo
de nitrogénio N e os atomos de oxigénio O' e O? sdo ligados ao carbono C [12].

A Figura 5.1 mostra a molécula de L-alanina em (a) e a estrutura cristalina em (b).

Figura 5.1 - Conformagao da molécula isolada de L-alanina em (a), na estrutura cristalina projetada ao longo do

eixo ¢ em (b) e na estrutura cristalina projetada ao longo do eixo a em (c) [22]
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Por fim, as Tabela 5.1 e Tabela 5.2 mostram de forma bem ilustrativa os valores das

ligagBes assim como os comprimentos das ligacGes bioquimicas da L-alanina.

Tabela 5.1 — Angulos entre ligacdes da L-alanina [12].

Ligacdes Angulo (graus) Ligacdes Angulo (graus)
c-ce-cP 106,94(13) CP_Ce-He 110,33(18)
C-C*-N 108,15(19) HL- N - H? 110,37(18)
C-C*-N 108,20(18) HL-N - H?3 110,40(15)
Ce-CP-HP 108,25(27) H?-N-H?3 110,57(18)
Ce - CP - HP2 108,36(28) HP2 - CP - 1P 110,65(22)
Co- CP- HP 108,55(13) HP! - CP - HP2 111,07(8)
ce-C- 0t 108,90(26) HP2 - CP - {2 111,33(15)
C-C-0? 109, 05(14) N - Ce-CP 115,97(9)
Ce-N - H 109,40(13) N - C*- He 118,39(9)
Ct-N - H? 109,74(13) ol-C-0? 125,65(10)
Ce-N-H? 110,05(7)

Tabela 5.2 — Comprimento das liga¢Bes bioquimicas da L-alanina [12].

LigacOes Comprimento (A) LigacOes Comprimento (A)
c-ot 1,242(2) C-C? 1,258(1)
c*-C 1,531(1) ce-CP 1,524(1)

C*- H® 1,093(2) C*-N 1,487(1)
CP - HP! 1,081(3) CP - HP2 1,082(3)
CP - HP? 1,081(3) N - H! 1,029(2)
N - H2 1,047(2) N — H?3 1,031(3)

5.2 Teoria de grupos para o cristal de L-alanina

A célula unitaria da L-alanina possui quatro moléculas com 13 4tomos cada e pertence

ao grupo espacial Dy. Da tabela 6A da referencia [23] encontra-se que todos os sitios tem

simetria C1 ocupados com quatro 4&tomos. Da tabela 6B da mesma referéncia tem-se que 0s
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quatro 4tomos de cada sitio C1 contribuem com 12 modos de vibracdo entre as representacées
irredutiveis do grupo D5 da seguinte forma: 3A + 3B: + 3B, + 3B3. Como 0s 52 atomos da
célula unitaria ocupam 13 sitios C1(4) a representagio total, I, dos modos de vibragdo da L-

alanina decomposta em termos das representacdes irredutiveis do grupo D é:

['=13(3A + 3B, + 3B, + 3B;) = 39A + 39B, + 39B, + 39B; (5.1

Tabela 5.3 - Caracteres do grupo D, [23]

D2 E c; (K4 c; Infravermelho | Raman
A 1 1 1 1 X2, y?, 7°
Bi1 1 1 -1 -1 T2 R; Xy
B2 1 -1 1 -1 Ty, Ry XZ
Bs 1 -1 -1 -1 Tx, Rx yz

Da Tabela 5.3 tem-se que a representacdo dos modos acusticos (translacdo da célula unitéria
nas direcdes X, y e z) é:

lactstico = B1+ B2 + B3 (5-2)

Subtraindo-se 0os modos acusticos (Equacao 5.2) da representacdo total (Equacgdo 5.1) obtém-
se a representacao dos modos 6pticos:

Typrico = 39A + 38B; + 38B, + 38B; (5.3)

5.3 Classificacdo dos modos Raman a temperatura ambiente

O ponto crucial na caracterizagdo de cristais por meio de Espectroscopia Raman é a
classificacdo das bandas observadas, ou seja, associar a vibracdo a que pertence determinada
banda. Para a classificacdo dos modos da L-alanina foi tomado como base trabalhos prévios da
L-alanina [24-26,28-30]. A Figura 5.2 mostra as medidas realizadas de Espectroscopia Raman

da L-alanina na regido espectral de 30 cm™ a 3200 cm™.



37

Figura 5.2 — Espectros Raman a temperatura ambiente da L-alanina
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A classificacdo dos modos foi feita tentativamente por comparacdo com resultados de
outros trabalhos na L-alanina [34,35].

Para analisarmos todas as regides da Figura 5.2, a mesma sendo dividida em sete regides
(Figura 6.1 até a Figura 6.7), foi estudado a caracterizacdo de aminoacidos com a
Espectroscopia Raman com mais detalhes em trabalhos ja publicados na literatura, como é o
caso da referéncia [31] e também foi feito um estudo em livros da area como é o caso das
referéncias [32,33].

A regido espectral entre 40 cm™ e 140 cm™ possui uma quantidade razoavel de bandas
muito intensas que sdo originadas pelas vibracdes da rede conhecidos também como modos
externos. Em 296 cm classificamos um modo com tor¢do do CHs [t(CHs)]. Entre 331 cm™ e
654 cm™ encontram-se algumas vibragdes associadas ao esqueleto da estrutura como a seguinte
deformacéo no CCNC [§(CCNC) em 331 cm™ e 339 cm™], a tor¢do no NH} [t(NHZ) em 481
cm™], o rocking no CO; [r(CO3) em 532 cm™] ou wagging no CO; [w(CO0;) em 653 cm™ e
654 cm™]. Entre 852 cm™ e 1022 cm™* destacamos os estiramentos simétricos e assimétricos do
CCNC [v(CCNC) em 852 cm™, vass(CCNC) em 917 cm™ e vs(CCNC) em 1011 cm™ e 1022 cm
1 Em 1112 cm™ percebemos um rocking do NHZ [r(NHF)]. Entre 1305 cm™ e 1596 cm™
podemos observar bendings do CH [Bend(CH) em 1305 cm™ e 1482 cm™], deformacdes do
CHs [8(CHs) em 1359 cm™®, 1354 cm™, 1379 cm™ e 1461 cm™] e o estiramento simétrico do
CO3 [vs(CO3) em 1408 cm™ e 1416 cm™]. E finalmente na regifo de 2888 cm™ até 2999 cm'*
observamos uma repeticdo do estiramento do CH [v(CH)]. A Tabela 5.4 apresenta os valores

encontrados das frequéncias dos modos e a classificacdo dos mesmos [34,35].



Tabela 5.4 - Identificacdo dos modos normais de vibragdo da L-alanina a temperatura ambiente
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NUmero de onda

Classificacao

NUmero de onda

Classificacao

(cm™) (cm™)
41 Rede 1022 vs(CCNC)
49 Rede 1305 Bend(CH)
99 Rede 1359 ds(CHz3)
107 Rede 1374 8(CHs)
115 Rede 1379 8(CHs)
140 Rede 1408 vs(CO3)
296 7(CHa) 1416 vs(CO3)
331 8(CCNC) 1461 8(CHs)
399 3(CCNC) 1482 Bend(CH)
481 1(NH3) 1596 vass(CO3)
532 r(Coz) 2888 v(CH)
653 ®(CO03) 2930 v(CH)
654 o(CO3) 2962 v(CH)
852 v(CCNC) 2986 v(CH)
917 vass(CCNC) 2999 v(CH)
1011 vs(CCNC)
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6 A L-ALANINA A BAIXAS TEMPERATURAS

Foram realizadas medidas de Espectroscopia Raman em cristais de L-alanina desde 297
K até 15 K (Decrescentemente). Na Figura 6.1 sdo mostrados os Espectros Raman do
aminoacido em questdo em funcdo da temperatura na regio inicial dos modos de 30 cm™ a 300
cmt em (a) e o grafico da freqiiéncia em funcio da temperatura para essa mesma regido em (b).

Figura 6.1 - Espectros Raman do aminoacido em questdo em funcdo da temperatura na regido inicial dos modos

de 30 cm™ a 300 cm™ em (a) e o grafico da freqiiéncia em funcdo da temperatura para essa mesma regido em (b)
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Com a diminuicdo da temperatura alguns dos modos deslocam-se ligeiramente para
valores de maior nimero de onda. Verificamos também que os modos ficam mais acentuados
e enquanto uns ficam mais intensos outros ficam menos intensos. E importante destacar que na
temperatura ambiente 0 modo centrado em torno de 142 cm™ se divide em dois com o
abaixamento da temperatura, porém essa ocorréncia nao confirma nenhuma transicéo de fase.
E importante destacar que o desaparecimento de um modo da rede é um indicio de que o
material esteja sofrendo uma transicdo de fase, mas este evento ndo foi observado nem em
medidas anteriores de Infravermelho [15] realizadas até 23 K. Medidas de difracdo de raios X
indicaram uma anisotropia na compressdo com deformacdo das ligacdes de hidrogénio
intermoleculares, mas a temperatura mais baixa atingida nestas medidas foi 23K.

A Figura 6.2 mostra a evolucdo dos Espectros Raman da L-alanina em fungdo da
temperatura para a regido espectral entre 325 cm™ e 700 cm™ em (a) e o grafico das freqiiéncias

em funcéo da temperatura em (b).

Figura 6.2 - Espectros Raman do aminoacido em questdo em funcéo da temperatura na regido inicial dos modos
de 325 cm™ a 700 cm* em (a) e o grafico da frequiéncia em fungdo da temperatura para essa mesma regido em
(b)

(@) (b)
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Em temperatura ambiente percebemos cinco modos: um em 296 cm, associado a torgéo
do NHs, [t(CHs)], outro em 399 cm, que foi classificado como uma deformagéo [§(CCNC)],
outro em 296 cm, associado a tor¢do do NHs, [t(CHs)], um modo em 532 cm™ relacionado
com o rocking do CO3 [r(C03)] e outro em 665 cm™. Com o abaixamento da temperatura as
bandas vdo ficando mais estreitas e intensas. Destacamos um comportamento bem linear dessa
regido mostrando que também ndo ha nenhuma transicdo de fase. A Figura 6.3 mostra a
evolugéo dos Espectros Raman da L-alanina em funcéo da temperatura para a regido entre 700
cm e 900 cm™ em (a) e o grafico da frequiéncia em fungdo da temperatura para essa mesma

regido em (b).

Figura 6.3 - Espectros Raman do aminoacido em questdo em funcdo da temperatura na regido inicial dos modos
de 700 cm™ a 900 cm* em (a) e o grafico da frequiéncia em fungdo da temperatura para essa mesma regido em
(b)

(@) (b)



42

L-Alanina ™ 297 K
_,/\l\,_ 275 K
aoo

AEEDK

2K
f\_ 20K
\ 178k

150 K
N 125K

fh_ 100K

70K

50 —

Intensidade Raman
Cornprimento de onda (cm™)

40 kK Bl YT T T T T T T T T T T T T
o0 15 160 7S5 o0 225 XS0 TS 30D

156 K Temperatura (k)

==

00 250

Comprimento de onda {cm'1}

Nesta regido em questdo também ndo foram observadas mudancas significativas. E
apenas percebemos um modo que é um de grande intensidade que é o estiramento do CCNC
[v(CCNC)]. De um modo geral os modos ficam mais intensos e mais estreitos.

A Figura 6.4 mostra a evolugéo dos Espectros Raman de L-alanina para a regido entre
900 cm™ e 1200 cm e o gréafico da freqiiéncia em funcéo da temperatura.

Figura 6.4 - Espectros Raman do aminoécido em questdo em funcdo da temperatura na regido inicial dos modos

de 900 cm™ a 1200 cm* em (a) e o grafico da frequiéncia em funcdo da temperatura para essa mesma regido em

(b)



L-Alanina
297 K
jkz?s ko

A

E

250 K

2258 K

200K

150 K

Intensidade Rarman

=
-

125 K

|

T T T T
oo a80 1000 1

T T T T
0&0 1100 1150

Com prim ento de onda (cm '1)

Comprimento de onda (I:m")

43

1150 |*
1125 ]
1100 ]
1075 il
1050 ]
1025 —
1000 i
975 ]

50

925

. - * * »* ® - - . . .
* * » * * L] -* * - - * -
- * - - - - * - * * * »
L] * * L ] L] > L L] L ] * * L
T T T T T T T T T T T T T T
25 a0 75 [alu} 125 150 175 200 228 280 275 300

Temperatura (K)

Nessa regido vemos trés pares de modos que aumentam a intensidade e se estreitam

mais com o baixar da temperatura. Nos modos 1011 cm™ e 1022 cm™ percebemos um
estiramento simétrico do CCNC [vs(CCNC)].
Na préxima figura, Figura 6.5, n6s vemos uma nova divisdo de regido. A seguinte

analise mostra que ha muitos modos nessa regido que vai de 1200 cm™ a 1750 cm™.

Figura 6.5 - Espectros Raman do aminoécido em questdo em funcgdo da temperatura na regido inicial dos modos

de 1200 cm™ a 1750 cm em (a) e o grafico da freqiiéncia em fungdo da temperatura para essa mesma regido em

(@)

(b)

(b)
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Outra regido de nenhuma mudanca significativa, porém cheia de modos que se acentuam

aumentam a intensidade com o decréscimo da temperatura. Percebemos cerca de dez modos

que se comportam de forma muito linear de acordo coma Figura 6.5(b). Trés modos se mostram

bem aparente e que se comportam exatamente como relatado, os quais sdo: um bending do CH

por volta de 1305 cm™ uma deformagio do CHs em 1461 cm™ e um estiramento assimétrico do
CO; em 1596 cm™.

Por fim, na Ultima regido espectral estudada aqui neste trabalho, ndo foi observada

nenhuma grande mudanca também, apenas o estreitamento de alguns modos como o caso do

estiramento do CH em torno de 2965 cm™. Outro fato interessante é que toda essa regio é

conhecida como regido de estiramento do CH, pois todos 0s modos sdo relacionados a esse tipo

de estiramento.

Figura 6.6 - Espectros Raman do aminoacido em questdo em funcdo da temperatura na regido inicial dos modos

de 2750 cm™ a 3200 cm* em (a) e o grafico da freqiiéncia em fungdo da temperatura para essa mesma regido em

(@)

(b)

(b)
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1 Conclusoes
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Foram obtidos cristais de L-alanina pelo método da evaporacdo lenta do solvente e
realizadas medidas de espectroscopia Raman & temperatura ambiente. Foi feita uma
classificacdo dos modos normais de vibracdo baseando-se em outros trabalhos ja publicados na
literatura.

Medidas de espectroscopia Raman foram realizadas a baixas temperaturas no intervalo
de 297 K até 15K (de forma decrescente). A auséncia de modificagdes nos espectros dos modos
da rede ndo indica nenhuma possivel transicao de fase estrutural. Os modos apresentaram uma

dependéncia linear com o parametro temperatura.
7.2 Perspectivas
Como perspectivas deste trabalho, propomos realizar medidas de espectroscopia

Raman e de difragdo de raios-X em L-alanina a altas temperaturas.
Revisitar outros aminoacidos ja estudados.
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