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Resumo

Este trabalho tem como principal objetivo a investigacdo dos modos normais
de vibracdo do cristal de amino&cido D-valina. Para tal, inicialmente o reagente que
se encontrava em forma de pé foi cristalizado pelo método da evaporacao lenta do
solvente, o que permitiu se obter cristais em forma de placas. Numa segunda etapa
realizou-se a investigacdo do cristal sob a 6tica da espectroscopia Raman usando
um espectrometro da WITec com deteccao do tipo charge-coupled device (CCD)
refrigerado a nitrogénio liquido. Realizou-se a medida de espectroscopia Raman em
condicbes ambiente de pressdo e temperatura. A regido espectral avaliada
estendeu-se de 85 cm™até 3100 cm™, sendo encontrados 61 modos de vibragéo. A
maioria dos modos observados também encontra-se presente no espectro da L-
valina, embora uns poucos néo tenham sido observados na forma L, como foi o caso
do modo verificado em 716 cm™. Uma classificacdo tentativa de todos os modos
observados foi feita, com a classificacdo tendo como referéncia trabalhos realizados

tanto na L-valina quanto em outros aminoacidos alifaticos.

Palavras-Chave: Espectroscopia Raman, Aminoacidos, Espectros Vibracionais.



Abstract

This work have with principal objective to investigate the normal modes of
vibration of the amino acid crystal D- valine . For this purpose, initially the reagent
which was in powder form was crystallized by the method of slow evaporation of the
solvent , which allowed to obtain crystals in the form of plates. In the second stage
there was the investigation of the crystal from the perspective of Raman
spectroscopy using a spectrometer of WITec with type detection charge-coupled
device (CCD) cooled liquid nitrogen. We conducted the measurement of Raman
spectroscopy at ambient conditions of temperature and pressure. The measured
spectral region extended from 85 cm™ to 3100 cm™, and there are 61 modes of
vibration. Most of the observed vibrational modes is also present in the spectrum of
L-valine, although a few have not been observed in the L form, as was the case of
the vibrational mode found at 716 cm™. A classification attempt to all the observed
vibrational modes was made, with the classification by reference to work done both in

L-valine as for other aliphatic amino acids.

Keywords: Raman spectroscopy, Amino Acids, Vibrational spectra.
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1. Introducéo

Os aminoacidos sao a matéria prima para a producéo de proteinas no interior
das células [1]. Sabe-se que, com excecado da glicina, todos os outros aminoacidos
sdo moléculas que apresentam quiralidade, ou seja, apresentam duas possibilidades
de terem seus grupos arranjados em torno do carbono central, essas possibilidades
sdo chamadas de moléculas L e moléculas D [2]. Por razBes ainda ndo entendidas,
0s aminoacidos que formam as proteinas necessarias para os seres vivos sdo do
tipo L.

O estudo dos espetros Vvibracionais dos aminoacidos, através da
espectroscopia Raman, tem como principal objetivo caracterizar os modos normais
de vibracdo do material para se obter informacdes relacionadas a conformacéo da
molécula e investigar a existéncia de polimorfismo quando se varia pressao ou
temperatura [2].

Nesse trabalho foi realizado a espectroscopia Raman em um cristal de
aminoacido D-valina, os modos vibracionais encontrados foram classificados de
acordo com trabalhos realizados na L-valina e em outros aminoacidos alifaticos,
devido a semelhanca na composicdo molecular e na forma estrutural desses
materiais. As medidas foram realizadas em condi¢cdes de temperatura e pressao
ambiente, por isso néo foi possivel identificar nenhum polimorfismo.

O trabalho esta divido em capitulos. O capitulo seguinte, capitulo 2, se trata
de um aspecto geral dos aminoacidos, como composicdo e classificacao,
principalmente da valina e das formas que ela é encontrada, enantidbmeros. No
capitulo 3 foi feita uma explanacéo a respeito da teoria do Efeito Raman e os tipos
de vibragdes encontrados em moléculas e em cristais. O capitulo 4 apresenta o
procedimento experimental. O capitulo 5 apresenta os resultados obtidos, com
tabelas e graficos mostrando os modos vibracionais em quatro regides separadas.

Por fim, no capitulo 6 temos as conclusdes e perspectivas para trabalho futuros.
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2. Aminoacidos

2.1 Definicéo e classificagéo

Uma das substancias fundamentais para o funcionamento do organismo, a
proteina, é formada por aminoacidos. Os aminoécidos consistem de um grupo
formado por atomos de carbono, oxigénio, hidrogénio e nitrogénio, arranjados da

seguinte maneira:

Figura 1: Estrutura basica de um aminoacido, onde o carbono central esta ligado a um hidrogénio (H),
um grupo carboxila (COOH), um grupo amina (NH,) e a um radical R [3].

No estado solido os aminoacidos assumem a forma de um ion bipolar, o
hidrogénio do grupo carboxila (COOH) se ioniza formando o jon H*, como os
aminoéacidos apresentam um grupo amina (NH,) ele mesmo se liga com o H* [4].

Sao 20 os aminoacidos que formam proteinas, sdo os chamados aminoacidos
protéicos, necessarios para 0 organismo humano, mas nem todos os 20
aminoacidos sao produzidos pelo nosso organismo. Por isso eles sdo divididos entre
naturais, que sdo 0s aminoacidos que 0 0SSO organismo consegue produzir, sdo 12
dos 20, e os essenciais, que devem ser ingeridos, sdo 8 dos 20. O que diferencia os
20 aminoacidos, na forma estrutural, € a chamada cadeia lateral, ou radical, (R). A
cadeia lateral é responsavel também por varias propriedades, entre elas a
polarizacdo do material, eles podem ser polares (com cargas ou sem cargas),
soliveis em &agua, ou apolares, pouco sollveis em agua. H4 varias maneiras de
classificar os aminoacidos devido ao seu radical. Na tabela seguinte os aminoacidos

estao classificados quanto a sua polaridade.
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Tabela 1: Classificacdo dos aminoacidos devido aos radicais. Apolares: apresentam hidrocarbonetos
apolares ou hidrocarbonetos modificados; Polares sem cargas: apresentam grupos hidroxila, amida

ou tiol; Polares com cargas:podem ser carregados positivamente ou negativamente [4].

Apolares

Alanina

Leucina

Valina

Isoleucina

Prolina
Polares

Fenilalanina

Triptofano

Metionina

Glicina

2.2 Enantibmeros

Moléculas que sao imagens especulares nao sobreponiveis sdo chamadas de
enantiomeros. Os aminoacidos sdo enantiomeros e podem ser divididos em L-
aminoacidos e D- aminoacidos, onde o pré fixo L significa levorrotatéria e o prefixo D
significa dextrorrotatdria. Isso se da devido a rotacdo do plano da luz polarizada,
seja ela no sentido horario,
dextrorrotatorias desviam a luz para a direita, sentido horario, ja as levorrotatorias
desviam a luz para a esquerda, sentido anti-horario. Isso se da devido a forma que

a molécula esta arranjada na sua forma estrutural, um exemplo € mostrado na figura

2.

Com
carga

Arginina

Lisina

Histidina

Acido
aspartico

Acido
glutanico

Sem
carga

Serina

Treonina

Cisteina

Tirosina

Glutamina

Asparagina

L- Alanina

D- Alanina

CHz CHz
+ | /D D\\q\\ +
HgN—C—C E—C—Hiz
||_| o 0

Figura 2: Exemplo de estereoisdmeria na molécula de alanina [5].

seja ela no sentido contrario. As moléculas
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Veja que na L- alanina o grupo amina estd4 a esquerda do carbono central,
enquanto que na D- alanina ela esta a direita. Percebe-se que as imagens nao
podem ser sobrepostas, nem mesmo se sofrer uma rotagao.

Os enantidbmeros sao fisica e quimicamente indistinguiveis pela maior parte
das técnicas. Apenas quando verificada assimetricamente por luz polarizada ou por
um reagente que contenha centros quirais podem ser distinguiveis ou
diferentemente manipuladas [4].

Por razdes ainda nado claras os aminoacidos encontrados nas moléculas de
proteinas sdo todos L- aminoacidos. Uma das hipéteses é que o corpo humano é
termodinamicamente mais favoravel a formacdo dos L- aminoacidos, mas sabe-se
gue eles sdo de origem quimica e nao bioldgica [6]. Os D- aminoacidos foram
encontrados em pequenos peptideos de parede celular bacteriana e em alguns
peptideos que tém fungdes antibidticas.

2.3 Valina

A valina (CsH11NO3) é um dos 20 aminoacidos que constituem as proteinas
necessarias para o funcionamento do organismo humano e € um dos 8 aminoacidos
essenciais, ou seja, para conseguirmos temos que ingeri-la. A valina é um
aminoacido apolar, pouco soluvel em agua, que apresenta, no seu radical, uma
cadeia hidrocarbonada alifatica, CH3;-CH(CHs), como mostra a figura 3. Os cristais
de valina crescem em forma de placas. Podemos encontrar a valina em alimentos
como leite, carne e ovos.

A valina atua juntamente com a leucina e com a isoleucina em diversas
funcdes do organismo, protegendo os musculos de lesdes devido a esforcos
excessivos. Esses trés aminoacidos, juntos, ainda podem ser usados no tratamento
pos-cirargico, pois eles podem promover a cicatrizagcdo 6ssea e muscular em
fraturas e lesdes [7].

A valina, como todos os aminoacidos, tem 0s seus enantibmeros, como

mostra a figura 3. A D-valina, em particular, foi o material usado nesse trabalho.



CH; O CH; O

HSC)\{MOH H3C)\./U\OH

NHz NH,

Figura 3: Enantibmeros da valina; A esquerda L- Valina e a direita D- Valina [8].
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3. Espalhamento Raman

O ato de desviar luz é conhecido ha bastante tempo, fendmeno de difracéo,
reflexdo, refracdo etc.. Muitas vezes o desvio da luz €& usado como simples
decoracdo. O que ndo se sabia era que quando um feixe de luz incide em uma
amostra, cuja dimensdo € menor que o comprimento de onda da luz, o feixe ir4
espalhar e a luz espalhada ir4 carregar informacBes sobre a tal amostra. A
observacéao e interpretacdo dessas informacdes foram feitas pela primeira vez pelo
fisico indiano C.V. Raman em 1923, dai o nome Espalhamento Raman.

Quando um féton incide em um material a luz pode passar por ele sem sofrer
nenhuma mudanca na sua frequéncia, ou a luz passa sofrendo mudanca na
frequéncia. Quando ndo ha mudanca de frequéncia o efeito € chamado
espalhamento Rayleigh. Quando ha mudancas de frequéncias € chamado de
espalhamento Raman.

O espalhamento Raman ainda se divide em Raman Stokes, onde a
frequéncia final do foton é vo — v. Temos também o espalhamento Raman anti-
Stokes, onde a frequéncia final do foton sera vo + v, onde vo € a frequencia inicial do
féton [9].

No espalhamento Raman Stokes a molecula, que se encontra no estado
fundamental sofre colisdo com um féton de energia hvy, onde h € a constante de
Planck. ApGs a colisdo a molécula ir4 passar para um estado intermediario e logo
em seguida decai para um estado excitado. Ja no espalhamento Raman anti-Stokes,
a molécula ja esta em um estado excitado e apds a interacdo a molécula decai para
o estado fundamental. E no espalhamento Rayleigh, apos a interacdo com o féton a
molécula volta para o estado que estava antes da colisdo. O espalhamento Rayleigh
também € chamado de espalhamento elastico [10]. A figura 4 ilustra a situacédo

descrita.



18

Mivel eletrénico
excitado

Mivel ¢letrénico | | _ . . v
fundamental i v

Figura 4: (a) Espalhamento Raman Stokes; (b) Espalhamento Rayleigh; (c) Espalhamento Raman
anti-Stokes [11].

3.1 Aspectos teoricos do espalhamento Raman

O efeito Raman é devido ao espalhamento inelastico de uma radiacéo
monocromatica que incide em uma molécula [10]. A atividade Raman esta ligada ao
momento de dipolo induzida na molécula pelo campo elétrico da radiacao.

Classicamente o vetor do momento de dipolo pode ser escrito como:

P=a E (1)
onde a é a polarizabilidade da molécula e E é o vetor campo elétrico da radiacao

incidente. Podemos ainda escrever a em uma série de Taylor na coordenada q.

B +(da> N d%a 2, (2)
= U dq oq dq2 Oq

Supondo que g e E, tenham carater oscilatérios e sejam da forma:

q = qpcos (2mvyt) e E = Egcos(2mvyt), (3)

onde v, € a frequéncia vibracional e v, € a frequéncia de radiacdo incidente.

Portanto o momento de dipolo ficara:

P = ayEgcos(2mvyt) + (3—2) qoEgcos(2mvyt)cos (2mv,t). (4)
0

Percebe-se que os termos de ordens altas em (2) foram desconsiderados, pois
estamos tratando de pequenas variacfes de coordenada q.

Trabalhando na equacéo (4) podemos usar a seguinte relacao:

cos(a) cos(b) = %[cos(a +b) + cos (a—b)] (5)

onde a =21mv,t e b = 2mv,t, portanto (4) ficara:
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(6)
2

P = ayEycos(2mv,t) + 1(3—:)() qoEglcos(2m(vy + vy)t) + cos(2m(vy — vy )t)]
Percebe-se também que o primeiro termo de (6) se trata do espalhamento
Rayleigh. O segundo membro, com frequéncia v, + v,, e o terceiro, com frequéncia
Vo — Vy, correspondem respectivamente ao espalhamento Raman anti-Stokes e ao
espalhamento Raman Stokes.
Correspondendo ao momento de transi¢cao do dipolo, podemos introduzir para

a polarizabilidade a seguinte expresséao.
Ompn = f‘{’m a¥, dt (7)

As equacdes que relacionam o momento de dipolo induzido e o campo

elétrico seréo, para moléculas com mais de dois atomos:

Py = oy Ex + oy Ey + o, E,
P, = ayyEy + oy Ey + ay,E, (8)

P, = oy Ex + azyEy + ay,E,

Ou podemos escrever na forma tensorial:

P Oyx OQyy Qyz || Ey

y
(0.4 (0.4 (04
P, 7X 7y 77 E,

Py <axx Uxy axz) Eyx (9)
Percebe-se que um campo elétrico na direcdo x ndo induz um dipolo elétrico apenas
na direcdo x, mas também na direcdo y e z, assim como 0s campos na coordenadas

y e z induzem um dipolo nas outras coordenadas, como mostra a equacao (8) e (9).

7

No efeito Raman o tensor formado pelas componentes a;;, € um tensor

simétrico, ou seja, Oy, = Oy, Oy, =0,y € Oy =0y;.

Para cada transicdo entre os estados vibracionais m e n devemos ter pelo
menos uma das seis integrais seguintes diferentes de zero para que haja atividade

no Raman.
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(aij)mn = ftpmaijlpnd-E (10)

Podemos, agora, substituir a equacdo (2) em (10), desconsiderando os

termos de alta ordem

da (11)
Opn = &g | P Ppdt+ |— Y,.q¥,dt
dq/,

No efeito Raman os estados vibracionais, m e n, sao diferentes, logo a
primeira integral em (11) serd zero, devido a ortogonalidade entre as fungbes de
onda

f W W dr= 5, . (12)

Omnn € 0 delta de Kronecker, que assume o valor 1 se os sub-indices m e n forem
iguais,ou assumem O se forem diferentes.

Portanto para haver atividade no Raman o segundo termo em (11) deve ser
diferente de zero, ou seja, é necessario que haja polarizabilidade com uma pequena
vibragcdo em torno da posigéo de equilibrio, assim (3—:)0 # 0. E que ¥, e ¥, tenham

diferente paridade, de tal maneira que o produto W%, seja uma funcdo impar.

Caso contrario, como q é uma funcéo impar, o produto W,,q¥ _sera uma funcéo
n

impar e a integral [ W,qW¥,dT serd igual a zero e ndo havera atividade no Raman
[10].

3.2 Modos vibracionais

Se um determinado sistema tem N atomos livres que se movimentam nas trés
dimensdes (X,y,z), entdo o sistema tera 3N graus de liberdade. Contudo, se esses
atomos estiverem ligados entre si formando uma molécula, teremos 3 graus de
liberdade para a translacdo e 3 graus para rotacdo contido nos 3N graus que foram
determinados antes. Assim teremos 3N-6 graus de liberdade para moléculas néo
lineares e 3N-5 para moléculas lineares, pois ndo ha rotacdo em torno do eixo
intermolecular [9]. Cada grau de liberdade corresponde a um modo normal de

vibracao.
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No modo normal de vibragdo cada nucleo realiza um movimento oscilatério
em torno da posicdo de equilibrio, ou seja, cada nucleo se comporta como um
oscilador harmonico. Mas nem sempre todos os modos séo observados em bandas
do espectro diferentes, isso ocorre porque um nucleo apresenta a mesma frequéncia
de oscilacao de outro nacleo e, portanto apresentam a mesma energia. Quando isso
ocorre dizemos que ha degenerescéncia.

A energia de cada modo sera diretamente proporcional a sua frequéncia de
oscilacao:

E =hv (13)

onde h é a constante de Planck e v é a frequéncia [10]. Para obter essa equacao

basta tratar cada atomo como sendo um oscilador harmonico simples.
3.3 Classificacdo dos modos vibracionais

Os modos normais séo divididos em estiramento longitudinal (stretching),
simétricos ou antissimétricos, e angulares (bending).

Vamos analisar primeiro o caso de uma molécula linear do tipo ABA, por
exemplo, CO,. Para vibracbes stretching simétricas, nos podemos observar

atividade no espectro Raman [12], pois:

(&), (&), e (G2), 70 e (T), = (), = (%), =0
Para vibracdes stretching antissimétricos teremos:

(o) = (5, = (G = (), = (G, = (52, =

Portanto ndo teremos atividades no espectro Raman. No caso de as vibracdes

serem do tipo bending todas as derivadas da polarizabilidade sera zero, portanto
nao ird apresentar atividade no Raman [12]. A figura 5 ilustra as vibracdes stretching

simétricas, antissimétricas e vibracdo do tipo bending.
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Figura 5: (a) modo longitudinal simétrico; (b) modo longitudinal assimétrico; (c) modo angular. Os
sinais + e — indicam que esta entrando ou saindo do plano da pagina [12].

Veremos agora o caso de moléculas néo lineares do tipo ABA, como ilustra a
figura 6, a molécula de H,O é um exemplo. No caso de vibragdes no modo stretching

simétrico teremos:
() (22, o (), 70 o (52), = () - (%) -
dq /' \ dq /, dq /, dq /, dq /, dq /,

Portanto, teremos atividade no Raman. No caso de stretching antissimétrico teremos

(@)

.. da .
0 mesmo caso que 0 simétrico, porem (d—zz) + 0. Para o modo bending teremos
0

atividade no Raman [12], pois derivadas da polarizabilidade séo do tipo:

(5)y G, e (G55), 20 e (59, = (55), = (55, = 0

(a) (b) (c)

Figura 6: (a) modo longitudinal simétrico; (b) modo angular; (c) modo longitudinal antissimétrico [12].

Podemos, ainda, subdividir os modos bending em scissoring, wagging,

rocking e twisting, como mostra a figura 7.
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Figura 7: Modos vibracionais angulares: a) scissoring; b) rocking; c) wagging; d) twisting [13].

3.4 Vibracdes em cristais

Até agora s6 falamos em vibragbes em moléculas. Quando falamos de
vibragbes em cristais temos que ter certo cuidado, pois 0 movimento de cada atomo

ira influenciar no movimento de seu vizinho, como ilustra a figura 8.

‘ ‘ a~ ‘ s ‘ s ‘
L ~.|..- Ja
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I I I

® ¢ o O T e U e
I I I

. ._>(’i\1 ._>l’i\l ._>|’i\v .
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r:\ ,:-\ ,:\

? ? KL' ? IJ'! ? |~LJ ?
! | |

Figura 8: deslocamento de planos de atomos devido a uma onda longitudinal. Pontos escuros
representam atomos em sua posi¢do de equilibrio e as setas representam os deslocamentos dos
planos.

Devido ao arranjo periodico, os modos vibracionais corresponderdo a ondas
de deslocamento que caminham através do cristal, constituindo as vibragdes da
rede, ou seja, as vibracdes dos atomos com uma determinada frequéncia daréo
origem a uma onda gque se propaga na rede e cujo comprimento de onda dependera
da diferenca de fase entre uma célula e sua vizinha. Se o deslocamento dos atomos
for paralelo a direcdo de propagacdo da onda, teremos ondas longitudinais.
Entretanto, se o deslocamento for perpendicular a direcdo de propagacdo da onda

teremos as ondas transversais.
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Para uma rede linear, formada por atomos iguais, podemos mostrar usando

apenas mecanica classica que a frequéncia de oscilagédo da rede sera [10]:
w==%2 L sen (@) (14)
m 2

onde K é o modulo do vetor de onda, “a” € a distancia entre os atomos, f € a
constante de forca de ligacdo dos atomos e m € a massa de cada atomo. O sinal +
ou- indica se a onda se propaga para a esquerda ou para a direita.

Para um valor de K muito pequeno teremos uma onda acustica, de
comprimento de onda longo. [10]

Para uma rede linear com dois atomos diferentes, podemos mostrar que a

frequéncia de oscilacao sera dada por [10]:

) , 1/2
1) _ 4sen (Ka)l (15)

RRIENES P

m Ml™ m M mM

onde m e M sdo as massas dos dois atomos. Para cada valor de K ir4 existir dois
valores de w, um ira corresponder ao ramo Otico e outro ao ramo acustico, como
mostra a figura 9 seguinte. A equacédo 15 pode ser deduzida tratando o sistema
como sendo varios osciladores harmdnicos acoplados, com iguais constantes de
forca (f), mas com diferentes massas.

Quando fazemos K = 0, teremos as seguintes raizes:

w=0 (16)
w= J2r(E+ ) W

onde a equacédo 16 representa 0 modo acustico e a equacao 17 representa o modo
V3

, teremos:
2a

Otico. Para K =

2f (18)

2f (19)
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Que representam um modo acustico, equacao 18, e um modo 6tico, equacao 19. As

duas situagbes estao sendo mostradas na figura 9.

w A

Ramo otico

Ramo acustico

0O
_n/Za K H/Za

Figura 9: Ramo 6tico e acustico da relacdo de dispersdo para uma rede diatbmica linear. Com K=0 e
K =_-[10].

O sinal negativo na equacao 15 representa modos acusticos, esse ramo
representa os atomos que se movem em conjunto, como uma onda acustica. Ja o
sinal positivo na equacéao 15 representa o ramo 6tico, que € o tipo de movimento que
pode ser excitado por ondas eletromagnéticas [14].

Podemos generalizar esse raciocinio para sistemas com varios atomos.
Imagine que tenhamos p atomos por célula e N células, entdo teremos um total de
pN atomos. Cada atomo tem trés graus de liberdade, um para cada eixo
coordenado, entdo temos 3pN graus de liberdade por &tomo do cristal, dos quais 3N

sdo modos acusticos e (3p-3)N sdo modos 6ticos [15].
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4. Procedimento experimental

Neste capitulo serdo apresentadas as amostras utilizadas, assim como o
processo de cristalizacdo, e o equipamento usado para fazer a espectroscopia

Raman.
4.1 Amostra

As amostras de D-valina utilizadas neste trabalho sdo em formas de
plaquetas. O material que foi fornecido para o crescimento, figura 10 a), obtido

comercialmente, foi fabricado pela empresa Sigma-Aldrich Corporation.

b)

Figura 10: a) Material usado, fabricado pela empresa Sigma-Aldrich Corporation; b) Material ja
cristalizado.

As amostras foram crescidas utilizando o método da evaporacéo lenta. Esse
método consiste basicamente em dissolver certa quantidade de soluto, no caso a
amostra, em um determinado solvente. Apds dissolver o material, a solucdo é
vedada e colocada em uma mesa para que atinja o repouso. A solucdo deve ficar
em um ambiente com temperatura de aproximadamente 25°C. Com o passar do
tempo a agua na solucdo ira evaporando e, portanto, a solucdo se tornara
supersaturada e a amostra ira cristalizar. O tempo para finalizar esse processo varia
de acordo com o material usado, a quantidade de soluto e de solvente.

Para obter as amostras de D-valina cristalizada foi dissolvida
aproximadamente 1,12g do aminoacido em 20 ml de agua Mili-Q. O processo de

cristalizacdo demorou quase 2 meses e meio para ser finalizado. A figura 10 b)
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mostra a amostra ja cristalizada. Essa demora foi devido a forma que os cristais
foram se aglomerando na superficie do béquer enquanto a agua evaporava,

dificultando a saida da agua do recipiente.
4.2 Espectroscopia Raman a temperatura ambiente

Depois de finalizado o processo de cristalizagdo, as amostras sao levadas
para analise no espectrometro Raman. A espectroscopia Raman foi feita pelo
professor Alexandre Rocha Paschoal e supervisdo do professor Paulo de Tarso
Cavalcante Freire, ambos professores do Departamento de Fisica da Universidade
Federal do Ceard (UFC), no laboratério de Espectroscopia Raman disponivel na
UFC.

No experimento foi usado o espectrometro da WITec modelo alpha 300. O
laser utilizado, 532 nm, € ligado ao microscopio por meio de um cabo de fibra otica,
a poténcia do laser é “controlada” a partir do ajuste do atenuador da fibra Gtica que
esta localizada na saida do laser. A figura 11 mostra o arranjo do equipamento. A

poténcia do laser usado era de 4 mW na amostra.

Figura 11: Espectrébmetro WITec : a) Espectrémetro; b) Laser; c) Microscopio; d) Amostra; e) Cabo de
fibra otica ligando o espectrdmetro ao microscopio; f) Cabo de fibra 6tica ligando o laser ao
microscopio [16].

A captura dos dados é realizada por um dispositivo CCD (dispositivo de carga

acoplada) que é ligado ao microscépio por meio de um cabo de fibra ética. O
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equipamento possui duas grades de difracdo, uma com 600 ranhuras/mm e outro
com 1800 ranhuras/mm. A figura 12 mostra uma visao geral do microscopio usado.
Nessas medidas foi usada a grade de 1800 ranhuras/mm. O laser foi focalizado na
amostra utilizando uma lente objetiva de aumento de 100 vezes, com abertura
numeérica de 0,9 e distancia focal de 0,23 mm. O espectros foram gerados a partir de

3 acumulacgdes de 30 segundos cada.

Figura 12 : Visao geral do microscopio [16].

Por fim os espectros foram analisados com o auxilio dos softwares Peakfit, da

SPSS INC, e Origin, da OriginLab corporation.
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5. Propriedades vibracionais da D-valina

Este capitulo apresenta uma classificacdo dos modos vibracionais
encontrados no espectro Raman realizado na amostra de D-valina. A maior parte
dos modos foi classificada seguindo um trabalho realizado por José Alves Lima
Junior, referéncia [17], onde foram classificados os modos vibracionais do
aminoacido L-valina. Outros modos que foram encontrados nesse trabalho e que
nao foram encontrados no trabalho citado foram tentativamente classificados a partir
de trabalhos publicados sobre outros aminoacidos alifaticos.

Os espectros foram divididos em quatro regides, das quais, uma varre de 85
cm™ até 750 cm™, outra de 750 cm™ até 1100 cm™ e outras duas de 1100 cm™ até
1900 cm™ e de 2900 cm™ até 3100 cm™. Dentre essas quatro regides foram
encontradas 61 modos vibracionais. Os tipos de vibra¢des vao seguir a simbologia
apresentada na tabela 2.

Tabela 2: lista de simbolos para cada tipo de vibracao.

Vibracéao Simbolo Vibracdao Simbolo
Estiramento v Torgao T
Estiramento simétrico Vs Wagging w
Estiramento antissimétrico Vas Rocking r
Bending 6 Scissoring SCi
Bending simétrico Os Vibracdo da rede Rede
Bending antissimétrico Oas Vibracdo fora do plano Y

5.1 Regi&o espectral entre 85 cm™e 750 cm™

Nesta regido foram encontrados 18 modos vibracionais. E nessa regi&o que
estdo localizados os modos externos, ou seja, 0s modos de vibracdo de rede. Nao
se sabe ao certo até que frequéncia estéo localizado os modos externos, em muitos
trabalhos s&o ditos que eles sdo encontrados até uma regido préximo de 200 cm™.
No caso da D-valina 0 modo externo com maior numero de onda encontrado esta
localizado em 163 cm™ como mostra a figura 13. O modo em 181 cm™ e 212 cm™
foram associados a uma torcdo no CO, e uma torcdo em CH, respectivamente,
encontrados nos modos vibracionais da L-isoleucina [18].

Os modos em 295 cm™ e 333 cm™ foram classificados, respectivamente,

como uma tor¢éo no CHsz e um dobramento em N-C-C. Os modos 356 cm™, 375 cm™
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e 395 cm foram classificados de acordo com os modos vibracionais encontrados na
L-isoleucina como dobramento no esqueleto. O modo 429 cm™, de baixa
intensidade, foi encontrado na L-isoleucina com intensidade média e foi classificado
como um dobramento C-C [18].

15

Intensidade Raman (u.a.)

T T T T T
200 400 600

Numero de onda (cm ™)

Figura 13: Regido espectral da D-valina entre 85 cm™ e 750 cm™, em condicbes ambientes de
temperatura e pressao.

O modo encontrado em 541 cm™ foi classificado com uma vibracéo do tipo
rocking no CO,. O dultimo modo classificado nessa regidao foi encontrado e
classificado esta em 666 cm™, e foi classificado como uma deformacéo no CO,. E
interessante notar que o modo 716 cm™ ndo aparece no espectro da L-valina, ndo foi

possivel encontrar referéncia para esse modo, por isso ele néo foi classificado.

Tabela 3: Tabela de classificacdo dos modos vibracionais da D-valina, em condi¢bes ambientes de
temperatura e presséo, na regido espectral entre 85 cm™e 750 cm™

Pico Frequéncia (cm ™) Tipo de vibragao
1 89 Rede
2 97 Rede
3 136 Rede
4 148 Rede
5 163 Rede
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Tabela 4: Continuacdo da Tabela 3, classificacdo dos modos vibracionais da D-valina, em condi¢des
ambientes de temperatura e pressdo, na regido espectral entre 85 cm™ e 750 cm™.

Picos NGmero de onda (cm™) Tipo de vibragéo
6 181 T(CO,)
7 212 T(CH)
8 218
9 294 T(CHa)
10 333 6(NCC)
11 356 6(sck.)
12 375 8(sck.)
13 395 6(sck.)
14 429 5(CC)
15 541 r(CO,)
16 626
17 666 6 (CO,)
18 716

5.2 Regi&io espectral entre 750 cm™ e 1100 cm™

Nessa regido foram encontrados 16 modos vibracionais, como mostra a figura
14. Espera-se encontrar nessa regiao vibracdes do tipo bending (deformacéao) de

CO; estiramento em C-C e no C-N e vibrac¢des do tipo rocking de NH3,

Intensidade Raman (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T
750 800 850 900 950 1000 1050 1100

Numero de onda (cm™)

Figura 14: Regido espectral da D-valina entre 750 cm™ e 1100 cm™, em condicdes ambientes de
temperatura e presséo.
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Os primeiros modos encontrados foram os 754 cm™ e 776 cm?, e foram
classificados, respectivamente, como wagging no CO, e deformacédo no CO,. O
modo encontrado em 825 cm™ foi classificado como uma vibracéo do CO, fora do
plano. E interessante destacar que essa mesma vibragdo ocorre na L-asparagina
monohidratada [19]. Os modos que estdo na regido entre 890 cm™ e 990 cm™ s&o
classificados como estiramento de C-C, o que nos leva a acreditar que o modo 977
cm® é também um estiramento C-C, mas o modo é de pouca intensidade que
também nos faz pensar se € um modo vibracional ou apenas um ruido, pois
diferente do modo correspondente a 932 cm™, que também apresenta baixa
intensidade, n&o foi encontrado nenhuma referéncia para esse modo e por isso nao
foi classificado na tabela 5. Destaque para os modos 949 cm™ e 966 cm™ que est&o
presentes nos modos encontrados na L-leucina [20].

Os modos na regido entre 1000 cm™ e 1100 cm™ s&o devido, principalmente,
ao estiramento C-N, o modo em 1003 cm™ n&o foi classificado pelo mesmo motivo
do modo 977 cm™. A tabela 5 mostra os modos encontrados na regido entre 750cm™

e 1100 cm™.

Tabela 5: Tabela de classificacdo dos modos vibracionais da D-valina, em condices ambientes de
temperatura e pressdo, na regido espectral entre 85 cm™ e 750 cm™.

Pico Frequéncia (cm ™) Tipo de vibracéao
19 754 w(COy)
20 776 6 (COy)
21 795
22 825 v(COy)
23 849
24 902 v(CC)
25 922 v(CC)
26 932 v(CC)
27 943 v(CC)
28 949 v(CC)
29 966 v(CC)
30 977
31 1003
32 1027 v(CN)
33 1034 v(CN)
34 1066 v(CN)
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5.3 Regido espectral entre 1100 cm™e 1900 cm™

Na regido em estudo foram encontrados 20 modos vibracionais, todos eles
estdo marcados na figura 15, mas nem todos foram classificados, como mostra a
tabela 6.

Intensidade Raman (u.a.)

T y T y T y T y T y T y T y
1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Namero de onda (cm™)

Figura 15: Regido espectral da D-valina entre 1100 cm™ e 1900 cm™, em condi¢bes ambientes de
temperatura e pressao.

As vibracées que compreendem a regido entre 1100 cm™ até 1200 cm™, sdo
devido principalmente a vibra¢des do tipo rocking do NH3, entdo os modos que estéo
entre 1124 cm™ e 1204 cm™ foram classificados como rocking do NH3;

O modo em 1273 cm™ foi atribuido a uma deformacdo em CH. A regido entre
1300 cm™ até 1400 cm™ s&o classificadas geralmente como deformacées no CH ou
no CHs, como aparecem na L-alanina [21]. Os modos 1346 cm™ e 1354 cm™ nao
foram encontrados no espectro da L-valina, entdo esses modos foram classificados
como uma deformacdo no CH de acordo com a referéncia [22].

Os modos em 1400 cm™ e 1426 cm™ sdo classificados como deformacéo

antissimétrica do CHs, enquanto que em 1455 cm™ foi classificado como deformac&o
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simétrica do CHs. O modo em 1475 cm™ foi encontrado no espectro da L-leucina [20]
com intensidade alta, o que nos leva a pensar que esse modo € devido a uma
deformacéo antissimétrica do CHs, mas a intensidade do modo encontrado € bem
baixa, o que dificulta a sua classificagéo.

A banda encontrada em 1510 cm™ foi classificada como estiramento do CN, e
o modo em 1569 cm™ foi classificado como estiramento antissimétrico do CO,. Os
modos 1589 cm™ e 1620 cm™ n&o foram possiveis de identificar. O modo em 1637
cm? foi classificado como uma deformacdo antissimétrica do NHs;. O pico
encontrado em 1677 cm™ é encontrado e classificado na L-valina [20] como um
estiramento no CO, mas no nosso espectro ele aparece com um ruido,por isso néo
foi marcado e classificado. Para diminuir a intensidade desse ruido € necessario

fazer mais medidas nessa regido.

Tabela 6 : Classificagdo dos modos vibracionais da D-valina, em condi¢cbes ambientes de
temperatura e pressao, na regido espectral entre 1100 cm™ e 1900 cm™.

Pico Frequéncia (cm™) Tipo de vibracéo
35 1127 r (NH5")
36 1147 r (NHs")
37 1172 r (NHs")
38 1181 r (NHs")
39 1194 r (NHs")
40 1204 r (NHs")
41 1273 6(CH)
42 1323 6(CH) ou 6(CHs)
43 1333 6(CH) ou &(CHs)
44 1346 6(CH)
45 1354 6(CH)
46 1400 64(CHs)
47 1426 64(CHs)
48 1455 8.5(CH3)
49 1475
50 1510 v(CN)
51 1569 Vas(CO,)
52 1589
53 1620
54 1637 8.s(NH3)
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5.4 Regido espectral entre 2600 cm™ e 3100 cm™

Nessa regido foram encontrados 7 modos vibracionais, como mostra a figura
16. E importante salientar que na regido entre 1800 cm™ e 2400 cm™ geralmente s6

apresenta picos quando ha modos envolvendo enxofre.

Intensidade Raman (u.a.)

T T T T T T T T T
2600 2700 2800 2900 3000 3100

Numero de onda (cm'1)

Figura 16: Regido espectral da D-valina entre 2600 cm™ e 3100 cm™, em condi¢bes ambientes de
temperatura e pressao.

Os modos encontrados nessa regido foram classificados de acordo com o
espectro da L-valina, apenas o modo correspondente & frequéncia 2879 cm™ nao
pode ser identificado. Nessa regido todos os modos encontrados correspondem a

"1 corresponde a um estiramento

estiramentos. O pico encontrado em 2910 cm
simétrico do CHs, enquanto que 2949 cm™ e 2970 cm™ representam estiramento no
CH. J4 os modos encontrados em 2981 cm™ e 2988 cm™ sdo estiramentos
antissimétricos do CHs. O Ultimo modo encontrado, 2997 cm™, representa um

estiramento antissimétrico no CHsz ou estiramento em NH3, como mostra a tabela 7.
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Tabela 7: Classificacdo dos modos vibracionais da D-valina, em condi¢des ambientes de temperatura
e pressao, na regido espectral entre 2600 cm™ e 3100 cm™.

Pico Frequéncia (cm 7 Tipo de vibracéo
55 2879
56 2910 Vs (CH3)
57 2949 v (CH)
58 2970 v (CH)
59 2981 Vas (CH3)
60 2988 Vas (CH3)
61 2997 Vas (CH3) ou v (NH3)
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6. Conclusdes e perspectivas

Nesse trabalho foi realizada uma investigacdo através da espectroscopia
Raman, sob temperatura e pressdo ambiente em um cristal de aminoacido D-valina,
tendo sido encontrados 61 modos vibracionais. Os modos observados foram
comparados com 0os modos encontrados no aminoacido L-valina, seu enantibmero, e
com aqueles relatados em outros trabalhos de alguns aminoacidos alifaticos como a
L-leucina, L-isoleucinae a L-alanina. Como era de se esperar alguns modos
presentes na D-valina ndo foram encontrados em nenhum outro cristal de moléculas
semelhantes, como foi 0 caso do modo vibracional com niimero de onda 716 cm™.

Como perspectiva, sugere-se a realizacdo de calculos de primeiros principios
para poder classificar os modos sem referéncia, e utlizar novamente a
espectroscopia Raman, variando a temperatura ou pressdao, com 0 intuito de
identificar possiveis polimorfismos e conseguir um melhor entendimento dos cristais

de aminoacidos D.
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