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Resumo

Este trabalho tem como principal objetivo comparar as pedpdes vibracionais e térmi-
cas dos aminoacidos acido L-asparticaflgNO,) e acido L-glutamico (§HgNO,). Para isto,
as técnicas utilizadas foram a espectrocopia Raman pofdrarala de Fourier (FT-Raman) a
temperatura ambiente e a analise térmica por Calorimetfeaddicial de Varredura (DSC). A
partir dos resultados dos experimentos de analise térmrda$C, pode-se destacar um evento
no acido L-aspartico, presente em 507,7 K, que se encontaouco antes do pico referente
a temperatura de decomposicéo, por volta de 528,2 K. Esteppide estar associado a uma
possivel transicao de fase do material ou fazer parte dagexicdo do mesmo, supostamente
composta por dois picos. Por outro lado, a andlise térmalazaela no acido L-glutamico, que
mostra um evento referente a decomposi¢do em 475,2 K, nacesognhuma transicao de fase
no material no intervalo de temperatura entre 298 e 493 K.rArmhos experimentos de es-
pectroscopia FT-Raman a temperatura ambiente em amosliaspalinas dos dois materiais,
na regido espectral de 10 a 3500 dmobservaram-se 41 modos normais de vibragéo para o
acido L-aspartico e 47 modos normais de vibracdo para o &eglatamico, sendo a maio-
ria deles classificados tentativamente, com base em egtudealizados em outros cristais de
aminoécidos.
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1 Introducéao

As funcdes fisioldégicas de macromoléculas bioldgicas s&erméadas pela organizacao
estrutural em quatro diferentes niveis hierarquicos, eciglos como os niveis de estrutura das
proteinas. A estrutura primaria refere-se ao esqueletal@e da cadeia polipeptidica e a
sequéncia de seus residuos de aminoacidos. A estruturadsei@refere-se ao arranjo regular,
repetitivo no espaco, da cadeia polipeptidica ao longo dedimensdo. A estrutura terciaria
refere-se a maneira pela qual a cadeia polipeptidica emcenem trés dimensdes, formando
a estrutura compacta firmemente enovelada das proteinadagies. A estrutura quaternaria
indica a maneira pela qual as cadeias polipeptidicas thai$ de uma proteina que possua
duas ou mais cadeias estao dispostas umas em relacdo &s Desta forma, estruturas muito
complexas sdo formadas, que evolutivamente foram otiragzpdra realizar func¢des bioldgicas
especificas. Sabe-se, por exemplo, que existem proteiageogsuem suas estruturas primaria,
secundaria e terciaria muito semelhantes entre si e exdw®des muito diferentes devido as
sutis diferencas estruturais entre elas, capitaneadaspgaimente pelas diversas distribuicdes
das ligacdes de hidrogénio. Por outro lado, uma mesma reagéica pode ser catalisada por
enzimas que tém estruturas bem diferentes [1, 3].

O estudo dos espectros vibracionais dos aminoacidosjgaintente através da espectros-
copia Raman, tem sido utilizado para caracterizar os modwosai® de vibracdo do material,
para se obter informacdes relacionadas a conformacao melec natureza das ligacdes de hi-
drogénio, como também para se investigar a existéncia dagismos com algum parametro
termodinamico [4].

Poucos cristais de aminoéacidos tiveram suas propriedé&ieads investigadas quando sub-
metidos a temperaturas superiores a 300 K. Sabe-se, popkxe&ue aa-glicina e a L-alanina
parecem ser estaveis no intervalo de 300 K a 500 K, embora trm custal de aminoacido
alifatico, a L-leucina, ndo o seja. De fato, experimentatizados neste ultimo cristal [5] apon-
tam a ocorréncia de uma transi¢cao de fase estrutural em der383 K. Um outro cristal de
aminoécido investigado a altas temperaturas foi a L-vaéirperimentos de espalhamento Ra-
man e espalhamento de néutrons ndo apontam para nenhumacanegrutural, pelo menos
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até a temperatura de 423 K [6].

Este trabalho tem como objetivo principal o estudo das prdpdes vibracionais, através
de espectroscopia Raman por transformada de Fourier (FTfBamamperatura ambiente, e
térmicas, através da andlise térmica por DSC, dos amin@aitildo L-aspartico e acido L-
glutamico, sendo eles pertencentes ao grupo dos vinte anidtas formadores de proteinas no
organismo dos seres Vivos.

No capitulo 2, sdo apresentados alguns conceitos sobreinsdialos, incluindo sua defi-
nicdo e algumas classificagcdes. Posteriormente, sao eadastlgumas informagdes sobre os
compostos estudados neste trabalho.

O capitulo 3 apresenta alguns aspectos teéricos envolnakie trabalho, como a analise
térmica e o efeito Raman discutido sob uma abordagem classica

O capitulo 4 traz uma descricdo e algumas discussdes sgtmeceslimentos experimentais
utilizados, como a analise térmica por DSC e a espectrasédpRaman.

A classificacéo tentativa de parte dos modos Raman conforseg\v@alo por espectroscopia
Raman a temperatura ambiente é encontrada no capitulo 5dmeoos resultados das analises
térmicas por DSC efetuadas nos materiais. Finalmente, radusdes e as perspectivas para
trabalhos futuros sdo apresentadas no capitulo 6.
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2 Aminoacidos

2.1 Definicéo e classificacao

O termoaminoacidose refere as estruturas quimicas que possuem um grupo ikarbox
(COOH) e um grupo amino (NHJ ligados a um atomo de carbono, que é chamado de carbono
a. Os aminoéacidos diferem entre si através do giRpgambém chamado de cadeia lateral, que
varia em estrutura, tamanho e carga elétrica, influenciaadwlubilidade dos mesmos [1]. No
estado solido, os aminoacidos assumem a forma de ion bipolaritteriory nesta forma, o
grupo carboxila perde um hidrogénio para o grupo amino eateenCOQO, e 0 grupo amino
converte-se em amina (NH!.

Figura 2.1: Estrutura geral de um aminoacido, comum a quakss tosa-aminoacidos, com
excecdo da prolina.

Mais de 700 aminoéacidos foram descobertos na natureza edaardeles séo classificados
como a-aminoacidos (o carbona esta ligado ao grupB), sendo fornecidos, em sua maior
guantidade, por bactérias, fungos, algas e outras plaRtaém, apenas vinte destes sao utili-
zados em células vivas para a sintese de proteinas. Porderfemdamental importancia para
todas as formas de vida, como blocos construtores de pastatravés de ligacdes peptidicas,
este subgrupo de aminoacidos merece ser classificado dentra grupo especial, @ninoa-
cidos protéicosNo entanto, as razdes pelas quais os outros aminoacidessaotrados onde
eles estdo ndo sdo bem conhecidas. Sabe-se, por exempligguog aminoacidos incomuns
estdo presentes em varias sementes e nao sdo necessariaPplaanta madura. Eles repelem
predadores através de suas caracteristicas toxicas apfootem uma funcéo defensiva muito
importante, uma vez que garantem a sobrevivéncia de vapgsies de plantas [7].
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Quase todos os vinte aminoacidos, com excec¢ao da gliciegaagsui um hidrogénio como
cadeia lateral, possuem o carbantigado a quatro grupos diferentes, como se pode ver na Fi-
gura 2.1, o que classifica o carboaaccomo umcentro quiral Esses quatro grupos diferentes
podem ocupar somente dois arranjos e, dessa forma, dizsescaminoacidos tém dois este-

reoisdmeros distintos, ou seja, eles podem ter seus griggsstbs em duas formas, a forina
e a formaD.

CcOO COO
; £ i i '
H.N C, C NH;
CH, CH;

L-Alanina D-Alanina

(__’-DD [_.’-DD
H,N~—C —H H—C —NH,

‘.-.IH::: {-I]"]:-::

L-Alanina p-Alanina

Figura 2.2: As duas formas possiveis para a alanina [1].

Uma vez que uma dessas formas nao pode ser sobreposta asduas representam uma
classe de estereoisdbmeros chamada enantibmeros. Alémtdidas as moléculas que possuem
um centro quiral sdo oticamente ativas, isto €, giram o piengolarizacéo da luz [1]. Por uma

razdo ainda desconhecida, sabe-se que todos os aminodcargrados nas proteinas sédo da
formal.

Os aminoacidos também podem ser classificados quanto ao Bnup que diz respeito a
polaridade, que os divide em cinco grupos, mostrados nadR)8.
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(5]

(|)OO ClﬁOO (|300 (‘300
+ + H +
H:.N—C—H HN-C—H B HN—C—H
| | H,N CH; |
H CH, | | /C§
HyC——CH, i, CH,
Glicina Alanina Prolina Valina
(|300 COO0 (I300
HSN—(lj—H Hal‘\w—clt—H H;ﬁ—?—H
(lle H—(lj—CH3 (Isz
CH CH. CH
g I ) I 2
CH; CHj CH, S
|
CH,
Leucina Isoleucina Metionina
4
C‘fOO (|300 (|]OO
+ | +
H;N—(‘)—H H;;N—(ll—H HaN—(ll—H
CH,0OH H——(|3—0H (|3H2
CHs SH
Serina Treonina Cisteina
(leO (‘300
H;,N—(lj—H H;;N—(‘]—H
B
A ?H2
H,N 0 G
AR
H,N 0
Asparagina Glutamina

(|3OD ?DD (|JOD
HSN—(ll—H HgI‘sIAI:—H HSN—?—H
CH,, CH; l|3H2
C:C\H
NH
OH
Fenilalanina Tirosina Triptofano
3
(IIOO (‘)OO C‘OO
H;;ﬁ—(lj—H Hgﬁ—(‘}—H HN—C—H
E B B
(IEHz (‘sz C— {
CH, CH, |
| \ I@I—N
H
"NHz (‘3=1|\TH2
NH,
Lisina Arginina Histidina
5
(‘IOO (?OO
Hﬂﬁ—?—ﬁ Hgﬁ—tlz—H
(‘IHZ (lle
CoO (|3H2
(68]0]
Aspartato Glutamato

Figura 2.3: Classificacao dos aminoacidos quanto ao drufioalifatico e polar2: aromatico;
3: carregado positivamenté; eletricamente neutro e poldy; carregado negativamente [1].
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2.2 0O acido aspartico

O &cido aspartico, também chamado de aspartato, € um desavinihoacidos protéicos,
tem sua férmula molecular dada posHzNO4 e € um aminoacido ndo essencial, ou seja, 0
organismo humano é capaz de sintetiza-lo. Pode ser endorgra algumas fontes animais
(carnes, salsicha, dentre outros), vegetais (flocos da,aafeacate e em algumas sementes) e
no adocante aspartame. Juntamente com o acido glutamicosiad, a lisina, a histidina e a
arginina, o acido aspartico compde o grupo de aminoécidiasg® que sao 0s responsaveis
por determinar a solubilidade e as propriedades poliglea8 das proteinas [6]. Assim como a
maioria dos aminoacidos, o acido aspartico pode assumérfdumas, sendo somente a forma
L abordada neste trabalho.

Figura 2.4: O &cido aspatrtico.

O acido L-aspartico € um dos principais constituintes dasetas glicoproteinas acidicas
e que estdo presentes em quase todas as interfaces oigargéaica de espécies biomine-
ralizadas como 0ssos, dentes, conchas de moluscos, etrtve. 08e ingerido em altas doses
pode causar distlrbios gastrointestinais; se inalado,@a com a pele, ou com os olhos,
nao sao esperados efeitos adversos, mas pode naturalmesde icritacdo mecanica nos olhos
[6]. Destaca-se ainda que alguns aminoacidos, tais comado Aeglutamico e o acido L-
aspartico, tém sido vistos como possiveis transmissop#saEXios no sistema nervoso central
dos mamiferos [8].
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2.3 0O acido glutamico

O acido glutamico, a exemplo do aspartico, € um aminoacidoesdencial e é um dos
vinte aminoacidos protéicos, e tem a férmula quimica dad&€gldgNO,4. Pode ser encontrado
em algumas fontes animais, como carnes, peixes, ovos @gueijambém em algumas fontes
vegetais. Destaca-se que a origem do home se da pelo fatedeapido glutamico ter sido
isolado a partir do gluten do trigo em 1866, por Ritthausen [9]

Figura 2.5: O &cido glutamico.

O é&cido glutédmico, em sua fornta tem um papel fundamental no metabolismo do nitro-
génio em sistemas bioldgicos, atuando como substrato @ufargpara algumas reacdes enzi-
maticas. A importancia do acido L-glutamico é também reeoitta por ele atuar como um
neurotransmissor ativo para o sistema nervoso centratedeutras fungoes.
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3 Aspectos tedricos

3.1 O efeito Raman

Ao incidir um feixe de luz monocromética de nimero de onglaobre um liquido trans-
parente, um gas ou um cristal, a maior parte da luz incidetrtenémitida através do material,
enquanto que uma pequena fracao é espalhada, isto €, o igileesua direcao de propagacao.
Fazendo uma analise espectral da luz espalhada, nota-sal@mwedo nimero de ondg da
radiacdo incidente, que caracteriza um espalhamentdacelésspalhamento Rayleigh), sdo ob-
servados pares de nimeros de onda disciétesvy + vi. O aparecimento desses nimeros de
onda diferentes devido ao espalhamento inelastico da lhad@ado desfeito Ramanque foi
descoberto pelo fisico indiano C. V. Raman em 1928.

Vo

— amostra — - .
luz incidente luz transmitida

VgV (Espalhamento Raman)

Vg (Espalhamento Rayleigh)

Figura 3.1: Diferenca esquematica entre o espalhamenteighyd o espalhamento Raman.

O espalhamento Rayleigh possui uma intensidade muito maiqud a intensidade do
espalhamento Raman. As componentes de nimeros devorgiee surgem apoés a luz ser
espalhada sédo chamadas de bandas Raman, e coletivameséoaleferidos como o espectro
Raman. As bandas Raman com nimeros de onda menores do que ondadierzte ¢ < vo)
sdo denominadas de linhas Stokes, enquanto as bandas caroe@® onda maiores do que o
da luz incidentey’ > vg) sdo chamadas de linhas anti-Stokes [10].
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3.2 Ateoria classica do espalhamento Raman

Embora a mecénica classica seja incapaz de lidar com todaspestos do espalhamento
Raman de forma muito precisa, ela fornece alguns detalhextampes. Para uma descrigao
mais precisa, € necessario fazer o uso da mecanica quaNasmduas abordagens, considera-
se que os campos da radiacao incidente induzem momentogale €iétrico e magnético os-
cilantes nas moléculas da amostra que, por oscilarem, dfenoa radiacdo espalhada. Como
a ordem de grandeza é bem maior nos termos elétricos do qtermus magnéticos, estes séo
descartados.

A equacéo que relaciona o momento de dipolo elétrico indyziel o vetor campo elétrico
E da radiacao incidente pode ser escrita como:

1
p:alE+§azEE+... (3.1)

ondeaq; € a polarizabilidade de ordenda molécula que, de forma geral, € um tensor cujas
componentes sdo fun¢des das frequéncias de vibracdo deufaol&té primeira ordem, isto €,
levando em conta que os termos de ordem igual ou superior @ l2Zsd menores que o termo
de primeira ordem, pode-se simplesmente escreveoguser e a equacao anterior torna-se:

p=aE (3.2)
Escrevendo a equacdo em termos de suas trés componergsgoad, obtém-se:
Px = QxxEx + OxyEy + OxE7

py - ayxEx "‘ anyy + ayzEZ (33)
Pz = QzEx+ azky + azk;

ou, de forma mais compacta, pode-se escrever a equacaofdrnaamatricial:

Px Oxx Oxy OQOxz Ex
Py [= [0y ay ay|-|Ey
Pz Qzx Qzy Qzz E;

onde os nove coeficientes da matrizdo as componentes do tensor polarizabilidade. Para um
caso especifico de espalhamento Raman (ndo-ressonantdjizaonm@areal e simétrica, isto €,
aij = aji, 0 que implica que a matriz possui apenas seis elementgsendentes.

*Mais detalhes em [11], capitulo 4.
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Considerando agora o sistema espalhador como uma moléaitamuiberdade para vi-
brar, mas nao para girar, pode-se expressar a polarizadeliexpandindo-se cada componente
dea em uma série de Taylor:

- daij 1 020“1)
CI”—(a”)o—l—z(an>0Qk+zg<kodQl OQkQ|—l—... (3.4)

onde o primeiro termo do lado direito da equagéo € o valardea configuracéo de equilibrio.

Analogamente, 0s outros termos que contém o indice nul@stdsao derivadas tomadas na
configuracdo de equilibrio, e os termos nséo as coordenadas normais de vibragéo, que
estdo associadas com as frequéncias vibracionais da fa&leruFazendo a aproximacao de
primeira ordem, isto €, negligenciando os termos de deatvaleé ordem igual ou superior a 2,

a equacéao anterior torna-se:

(Gu)=(auh%-(€gi>oQk (3.5)

onde os indices repetidos no segundo termo indicam soma-seodefinir que o segundo termo
da equacao que contém uma derivada € a componente de umderigada de polarizabilidade

ay, oy = (diQ'l'()o. Assim, de uma forma simples, pode-se escrever a poldidaaie como:

o = ao+ apQk (3.6)

Assumindo-se que a vibracdo molecular tem uma harmonieideetanica, isto €, a forca res-
tauradora € proporcional ao deslocame@p entdoQy = Qy,cog wt + &). Substituindo na
equacéo 3.6 e na equacao 3.2, tem-se:

p = aoE + o Qu,coq axt + &)E (3.7)

Introduzindo-se a dependéncialdeomoE = Eq cos(wit) e substituindo-se na equacéo ante-
rior, tem-se:

p = apEocoq wit) + 0, Qk,coq axt + d)Egcog wit) (3.8)

Usando a identidade trigonométriceo®a).cogb) = coga+b) +coga—b), pode-se escrever
a equacao anterior na forma:

p = AoEoCOS(@rt) + 5L QuEoCod G-+ @)t + 8 + 5QuEo0os (@ — wr)t ~ &) (3.9)

Os trés termos do lado direito da equacgéao anterior indicanoglipolo induzido oscila com trés
frequéncias diferentes, sendo o primeiro termo referengspalhamento Rayleigh, e o segundo
e o terceiro termos referentes ao espalhamento Raman akéisSt Stokes, respectivamente
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[10, 11]. Da equagéo 3.9, vé-se claramente que, @ara0, o segundo e o terceiro termos se
anulam e, desta forma, ndo ha efeito Raman. Em outras palparasque haja efeito Raman,
€ necessario que a variacdo da polarizabilidade da moJéoutada na posicéo de equilibrio,
seja ndo-nula. Este € um resultado muito importante que amweacclassica pode fornecer para
este fendbmeno.

3.3 Analise térmica

O termoanalise térmicaabrange um grupo de técnicas nas quais uma propriedade fisic
ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reag@mi®rada em funcao do
tempo ou da temperatura, enquanto a temperatura da ansmirama atmosfera especifica,
€ submetida a uma programacao controlada. Algumas daspaimtécnicas termoanaliticas
estao resumidas na Figura 3.2 [2]:

Analises Térmicas

Analise Térmica Diferencial Anélise Termo-mecanica
Termogravi- (DTA) Calorimetria (TMA) TPP - (Laser / Light
metria (TG) Exploratoria Diferencial Andlise Dilatométrica (DIL) Flash Analysis)
{(DSC) Analise Dinamo-Mecénica (LFA)
(DMA)
Mudangas de
ido & . Propriedades
Ir:tzf_gzgjoe:?; g Processos fisicos e Mudangas nas terr?mﬁsicas
atmoefers, 3:|rri'r;|c§g ggve?:\;niio dmensoes,_dsfodrmagoes, (TPP). Calculo da
vaporizagao e ¢ gia. propriedades difusividade
. viscoelasticas e té f
decomposicao. t . ermica,
ransigoes. condutividade

térmicae C,

Figura 3.2: Algumas das principais técnicas termoanaiti2].

3.3.1 Analise térmica por DSC

A analise térmica por Calorimetria Diferencial de Varred(D&C, na sigla em inglés) é
uma técnica termoanalitica que mede a diferenca de enexggssaria a amostra da substancia
em estudo e a de um material de referéncia inerte termicareagquianto ambos séo submetidos
a uma variacao controlada de temperatura (normalmenta )irsle maneira que a amostra e a
referéncia sejam mantidas em condi¢des isotérmicas, umalagdo a outra, independente-
mente do evento térmico que esteja ocorrendo na amosteatédesica pode ser definida como
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uma forma de medir as temperaturas e o fluxo de calor assamadas possiveis transices de
fase dos materiais em funcdo da temperatura e do tempo. @disas fornecem informacdes
guali e quantitativas sobre mudancas fisicas e quimicasryodvem processos endotérmicos e
exotérmicos ou mudanca na capacidade calorifica, propanoin informacdes como mudanga
de fase, temperatura e tempo de cristalizagédo, ponto dig@buentre outros [12].

Existem dois tipos de equipamentos que realizam a Caloiari@ifierencial de Varredura.
O primeiro é denominado de DSC de compensac¢ao de energiageimdsede DSC de fluxo
de calor, sendo esse o tipo utilizado neste trabalho, queedita da seguinte forma: no forno,
os cadinhos séo dispostos sobre uma base de um metal akacoadutor, geralmente platina.
A amostra e a referéncia sdo entdo aquecidas pelo mesmuaidéefornecimento de energia.
Cada vez que a amostra reage, um fluxo de energia se estabélecesecadinhos através da
base de platina. O fluxo é entdo medido através dos sensot@spleratura posicionados sob
cada cadinho, obtendo-se assim um sinal proporcional eedifa de capacidade térmica entre

a amostra e a referéncia [2].

endo

-\

Figura 3.3: Curva tipica obtida em uma analise por DSC.

Taxa de fluxo de calor (cal/seg)

Temperatura (°C)

Um grafico tipico de DSC é mostrado na Figura 3.3. Neste grafiqguco apresentado
no sentido vertical crescente indica um aumento de enfapreespondendo a um evento en-
dotérmico, enquanto a outra curva, de sentido oposto, sgonele a um pico exotérmico. A
mudanca da linha de base significa uma mudanca de fase, posEm@dor exemplo, a transicéo
vitrea do material. Adicionalmente, a area de pikpg diretamente proporcional & variagédo de
entalpia(AH):

A=— 3.10
s (3.10)

ondeK é uma constante [12].
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3.4 Modos normais de vibracao

Se, em um dado sistema Nadatomos livres para se movimentarem nas trés dimensoes, 0
sistema tera I8 graus de liberdade. Se, no entanto, esses atomos estivgestod entre si,
formando uma molécula, continuardo ainda existindogBaus de liberdade, sendo trés graus
para a translacdo do centro de massa da molécula e, para usgrlamao linear, trés graus
para a rotacdo da mesma em torno dos trés eixos, restaniho, a¥s- 6 graus de liberdade
para as vibracdes. Para moléculas lineares, como néo lgaeaen torno do eixo internuclear,
restam Bl — 5 graus de liberdade para as vibracdes. Esses graus datlberdrrespondem aos
diferenteamodos normais de vibragata molécula. Um modo normal de vibragdo é aquele em
gue cada nucleo realiza uma oscilacdo harménica simplesramde sua posicao de equilibrio,
todos os nucleos se movem com a mesma frequéncia e em fasene@ dee gravidade da
molécula permanece inalterado.

Na pratica, nem sempre o numero de modos normais de vibragdsponde ao numero
de bandas observadas no espectro. Isso ocorre devidgoatmeinte a existéncia de vibracbes
de mesma energia (degenerescéncia), apresentando a megué@n€ia e, consequentemente,
a mesma posi¢ao no espectro [13].

Em um espectro, as bandas observadas podem estar relas@ac modo de vibragao
longitudinal Etretchingou estiramentoy) ou angularlpendingou deformacaa)). Na primeira,
as vibragbes sdo movimentos periddicos de esticamentax@aneénto, em que 0s movimentos
podem ser simétricos/{) ou assimétricosuy). Na segunda, as vibracdes sdo movimentos na
direcdo perpendicular a ligacdo atdbmica, em que os movosgridem ser de quatro tipos:
scissoring(sci), wagging(w), rocking (r) ou torcéo twisting) (t). Dentro da classificacdo das
deformacgdes, existe uma subclassificacdo, que divide ossraure simétricosd: sci, T) e
assimétricosd,: r, w), assim como o subgrupo dos modos referentes a vitsdgiedo plano,
representado pela letga que consiste nos modos degginge torcéo . w, 1). A figura a
seguir ilustra alguns modos de vibracéo.
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Figura 3.4: Alguns modos normais de vibragdo. Da esquerdagdireita, e de cima para
baixo: estiramentos assimétrice,) e simétrico ¢s); e as deformacgdes: torcéo)(wagging
(w), rocking(r) e scissoring(sci).
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4  Procedimentos experimentais

Neste capitulo, serdo discutidos os procedimentos expetais utilizados neste trabalho,
gue incluem a analise térmica por DSC e a espectroscopia Raman

4.1 Calorimetria Diferencial de Varredura

Neste trabalho, a andlise térmica por DSC foi realizad@zatitlo o equipamento DSC
204F1, da Netzsch (Figura 4.1), sendo o experimento relalizan atmosfera de nitrogénio
(N2). A amostra, com massa em torno de 5 mg, foi posta dentro deadinto de aluminio
(Al) e analisada utilizando o seguinte programa de aquetmnele 300 a 623 K a uma taxa de
aquecimento de 5 K/min para o acido L-aspartico; e de 298 &498ma taxa de aquecimento
de 5 K/min para o acido L-glutamico.

Figura 4.1: Equipamento DSC 204F1 (Netzsch).
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4.2 Espectroscopia Raman

Nesta secao, sdo abordadas duas técnicas de espectré&mopia existentes no Departa-
mento de Fisica da UFC, sendo utilizada neste trabalho atédaiespectroscopia FT-Raman.

4.2.1 Espectroscopia Raman convencional

Nesta técnica, 0s espectros Raman séo registrados atraués elpectrometro triplo, da
Jobin Yvon, modelo T64000, com um detector CGIb(pled Charge Devigaesfriado com
nitrogénio liquido usando uma configuracdo de dupla sulracgeometria de retroespalha-
mento. Na Figura 4.2 pode-se ver 0 espectrometro, que éaalmopl um sistema de micro-
analise e a um computador. Os experimentos realizadogamilum laser de argonio (Ar),
modelo Innova 70 da Coherent Inc., emitindo na linha de 51m¥<om poténcias entre 200
e 300 mW. A regido espectral observada nessas analises éal85@D cm! . Pelo cami-
nho ético, sédo posicionados espelhos, prismas, lentesizaadores, rodadores de polarizacdo
e diafragmas. O sistema de micro-analise € constituidomparaamera de video ligada a um
monitor e adaptada a um microscépio confocal Olympus BX40 abertura numérica 0,35,
microscopio que tem como objetivo focalizar o feixe de |asdre a superficie da amostra com
preciséo.

Monitor

-
. ' ccD Computador
3 | -
Feixe B =l = '

Espalhado 514.5 mm

4 Feixe incidente

I i 1
Depolarizador I |—| == E

Microscopio Olympus
BX40

(a) (b)

Figura 4.2: (a) Esquema simplificado da montagem do espeetré6 Raman; (b) Sistema de
analise Raman, com espectrometro T64000 (Jobin Yvon) acocgaffigura.
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4.2.2 Espectroscopia FT-RamanRourier Transform - Ramar)

Existem algumas razdes pelas quais pode-se optar pelea¢ciiRaman no lugar da espec-
troscopia Raman convencional. Os espectros FT-Raman sése tlerbandas de fluorescéncia,
portanto, a técnica € aplicavel a muitas amostras que poderdnter efeitos de fluorescén-
cia caso fossem analisadas através da técnica convencfdutih possivel razéo € o fato de
gue o experimento é efetuado mais rapidamente e a subtragéoteal € muito precisa. Por
exemplo, no caso de amostras de madeira, quando um espebtide@usando espectroscopia
Raman convencional, a razdo sinal-ruido é ruim, além de odetapnedida ser muito grande
se comparado ao tempo de obtenc&o de um espectro FT-Raman [14]

Ambas técnicas sdo baseadas no mesmo principio, que estiéodes capitulo anterior. No
entanto, o comprimento de onda da excitacéo utilizada recesgcopia FT-Raman € préximo
da regiao do infravermelho, enquanto que na técnica usuahprimento utilizado encontra-se
na regido da radiacao visivel. Um espectrometro FT-Ramaingente consiste em um laser
Nd:YAG com comprimento de onda em torno de 1064 nm, um ou nissfde espalhamento
Rayleigh, um interferdbmetro de Michelson para analisar @fymalhada, um detector altamente
sensivel e com capacidade de realizar uma rapida trangtarde Fourier no interferograma
obtido [14].

Neste trabalho, as analises de espectroscopia Raman efetua@o6 das amostras foram
realizadas a temperatura ambiente utilizando-se o médul RAla Bruker Optics, acoplado
a um espectrometro e a um detector de Ge resfriado a nit@goido (Nb) (Figura 4.3). A
regido espectral analisada foi de aproximadamente 10 a@8608) com resolucéo de 4 cm.
Utilizou-se uma fonte de excitacdo de Nd:YAG com poténci2@@ mW e comprimento de
onda de 1064 nm.

Figura 4.3: Espectrémetro de FT-Raman acoplado ao VERTEBkér Optics).
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5 Resultados e discussoes

Neste capitulo sdo apresentados os resultados de anaétseatdpela técnica de DSC e
analise vibracional por espectroscopia Raman para pédicyide acido L-aspartico e acido
L-glutamico.

5.1 Andlise térmica por DSC

Nesta secdo, sao apresentados os resultados obtidos jpoderanalise térmica por DSC
para os acidos L-aspartico e L-glutamico.

4,5

€X0

401
3,5
3,0

2,0

DSC (mW/mg)

50 100 150 200 250 300 350
Temperatura (°C)

Figura 5.1: Andlise de DSC no acido L-aspartico.
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Figura 5.2: Analise de DSC no acido L-glutamico.

A partir dos resultados de medidas de analise térmica por p&d&r-se-ia, a principio,
sugerir uma provavel transicéao de fase no acido L-aspasiicalizada pelo evento presente em
507,7 K (234,7°C), que se encontra antes do pico referente a temperaturadmplesicao,
528,2 K (255,2°C). Entretanto, € mais provavel que o que esteja acontecejala propria
decomposicdo do material em um processo de duas etapasutRofanlo, a analise térmica
realizada no acido L-glutamico, que mostrou um pico referariemperatura de decomposicao
em 475,2 K (202,2C), nao sugere nenhuma transicdo de fase no material noaluttede

temperatura analisado.
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5.2 Espectroscopia FT-Raman

Nesta secdo, sdo apresentados 0s espectros obtidos pate@sipectroscopia FT-Raman,
naregido espectral compreendida entre 10 e 3500 gpara os acidos L-aspartico e L-glutamico.
A partir dos dados experimentais, foi feita uma classifiogefatativa dos modos normais de
vibracéo, apresentada nas tabelas desta sec¢éo.

Intensidade Raman (u.a.)

T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Numero de onda (cm_l)

Figura 5.3: Espectro FT-Raman do &cido L-aspartico.
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Intensidade Raman (u.a.)

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Namero de onda (cm™)

Figura 5.4: Espectro FT-Raman do &cido L-glutamico.

5.2.1 Regido espectral entre 10 e 300 crh

Embora exista uma dificuldade em se determinar, de formasprex regido do espectro
gque define os modos de vibragao da rede, a regido que se espen&rar 0s modos externos
(modos da rede) é a regido que compreende o intervalo de Tocar2d. No entanto, as bandas
do espectro do acido L-glutamico que aparecem em 90'ca50 cntt e em 200 cm? s&o
atribuidas a uma tor¢éo do CECC), a uma tor¢ao do esqueleto da moléctfasq.), e a uma
torcao da unidade CQ 1(CQO,), respectivamente. Para a banda que se encontra em 172 cm
no espectro do acido L-glutamico, a vibracéao foi classificatativamente como uma tor¢ao
do esqueleto da molécula(esq.), e a banda observada em 188 tmo espectro do acido
L-aspartico foi identificada como uma tor¢édo do S@(CO, ), que aparece em 192 cthna
referéncia [15]. A Tabela 5.1 apresenta a classificacaattemdos modos FT-Raman na regido
espectral entre 10 e 300 c) onde foram observados 16 modos, sendo 7 referentes ao acido

L-aspatrtico e 9 referentes ao acido L-glutamico.
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Intensidade Raman (u.a.)

50 100 150 200 250 300

Numero de onda (cm'l)

Figura 5.5: Espectros FT-Raman do acido L-aspartico e do &eglutamico na regido espec-
tral entre 10 e 300 cn.

Tabela 5.1: Classificacdo tentativa dos modos FT-Raman, r@oregpectral entre 10 e 300
cm~1 (valores das frequéncias fornecidos entéjn

Acido L-aspartico Acido L-glutamico Classificacéo

70 66 rede
75 rede
87 rede
90 7(CC)
99 rede
106 rede
137 131 rede
150 1(esq.)
158 rede
172 1(esq.)
188 1(CGO;)
200 1(CO;)
239 o(esq.)
273 1(esq.)

5.2.2 Regido espectral entre 300 e 850 crth

Na regi&io espectral entre 300 e 850 ¢npode-se destacar um modo de vibragdo comum
aos dois materiais, que se encontra em 466'guara o acido L-aspartico e em 463 chpara o
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acido L-glutamico, identificado como uma torgdo da unidatig Nr(NHJ). Esta classificagéo
é baseada no aparecimento deste tipo de vibracdo em 467nameferéncia [15].

No espectro referente ao acido L-glutdmico, pode-se dastambém o aparecimento em
677 cnm ! do modo de vibrag&o do tipgaggingda unidade CQ®, w(CG;,), sugerido pelo fato
de este tipo de vibracéo ter sido observado em 671'am L-leucina [16]. Para outros ma-
teriais, como a L-asparagina monohidratada [17], a L-isole [18] e a L-histidina [10], é
interessante comentar que o mesmo tipo de vibracdo é odsexmanimeros de onda maiores,
por volta de 826 cm®. No espectro referente ao acido L-aspartico, pode-seadesteapare-
cimento de um modo em 778 crh que foi classificado tentativamente como uma deformacéo
da unidade CQ, 5(CQ,), por se encontrar em 778 crhno acido DL-aspartico [6]. A Tabela
5.2 apresenta a classificagcao tentativa dos modos FT-Ramagiéa espectral entre 300 e 850
cm~1, onde foram observados 19 modos, sendo 8 referentes ad aagjirtico e 11 referentes

ao acido L-glutamico.

15
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Intensidade Raman (u.a.)
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Figura 5.6: Espectros FT-Raman do &cido L-aspartico e do &eglutamico na regido espec-
tral entre 300 e 850 crit.
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Tabela 5.2: Classificagao tentativa dos modos FT-Raman, réoregpectral entre 300 e 850
cm1 (valores das frequéncias fornecidos entéjn

Acido L-aspartico Acido L-glutamico Classificac&o

323
361 1(esq.)
388 o(esq.)
413
466 463 T(NHJ)
502 0(C0O;)
538 y(OCC)
552
578 0(CG;)
600
661 w(CQ,)
677 w(CG)
708 r(CH)
748
762 r(Ch)
778 0(C0O;)
803 v(CC)
812

5.2.3 Regido espectral entre 850 e 1200 crh

Na regidio espectral entre 850 e 1200 ¢énpode-se destacar a presenca de trés modos
de vibracdo que sdo comuns aos dois materiais. O primeimsewencontra em 873 crh
para o 4cido L-aspartico e em 867 chpara o acido L-glutamico, foi identificado como uma
deformacéo da unidade GO6(CO; ), em virtude do aparecimento deste tipo de vibragdo em
870 cnt! nareferéncia [15]. O segundo, que se encontra em 938 para o 4cido L-aspartico
e em 943 cm? para o acido L-glutamico, foi classificado como uma vibragéia do plano do
OH, y(OH), sugerido pelo aparecimento de vibracdes semelhamt@st4 cn? [15], e em 943
cm~1[19]. O terceiro, que se encontra em 1144 ¢para o acido L-aspartico e em 1149t
para o acido L-glutamico, foi identificado como uma vibragadiporockingda unidade NH,

r(N Hg), em virtude do aparecimento deste tipo de vibracdo em 1148 na referéncia [15].

E interessante destacar ainda a presenca de alguns modibsaddio que S&0 comuns ao
acido L-aspartico e ao 4cido DL-aspartico. O modo que apaet901 cm? foi atribuido a
um estiramento da unidade C@CC), sugerido pelo aparecimento em 896 ¢rde vibracéo
similar no acido DL-aspartico. O modo que se localiza em 0" foi classificado como um
estiramento da unidade CM(CN), baseado na presenca em 1116 tuteste tipo de vibracéo
no 4cido DL-aspértico. A Tabela 5.3 apresenta a classifidagéiativa dos modos FT-Raman na
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regido espectral entre 850 e 1200 ¢nonde foram observados 15 modos, sendo 7 referentes

ao acido L-aspartico e 8 referentes ao acido L-glutamico.

Intensidade Raman (u.a.)

850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200

Numero de onda (cmfl)

Figura 5.7: Espectros FT-Raman do acido L-aspartico e do &eglutamico na regido espec-
tral entre 850 e 1200 cm.

Tabela 5.3: Classificacéo tentativa dos modos FT-Raman, réregpectral entre 850 e 1200
cm~1 (valores das frequéncias fornecidos entéjn

Acido L-aspartico Acido L-glutdamico Classificacéo

873 867 3(CO;)
901 v(CC)
920 v(CC)
938 943 Y(OH)
969 v(CC)
991
1063 V(CN)
1082 v(CN)
1087 v(CO)
1120 v(CN)
1127 r(NH})

1144 1149 r(NH)
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5.2.4 Regido espectral entre 1200 e 1800 ctn

Na regifio espectral entre 1200 e 1800 érmpode-se destacar dois modos de vibracdo co-
mum aos dois materiais. O primeiro, que se encontra em 1408 para o acido L-aspartico
e em 1409 cm? para o acido L-glutamico, foi identificado como um estiratoeassimétrico
da unidade CQ, v5(CO; ), em virtude do aparecimento de um mag¢CQO, ) em 1409 cmt
na referéncia [15]. E o segundo, localizado em 1637 cpara o acido L-aspartico e em 1631
cm1 para o acido L-glutamico, foi atribuido a um estiramento di@ade C=0y(C=0), su-
gerido pelo fato de uma vibragéo similar ter sido observadaferéncia [15].

No espectro referente ao acido L-glutamico, pode-se dastapresenca de uma banda
localizada em 1352 cmt, que foi identificada como uma deformacdo do G¥CH), devido
ao fato de uma vibracdo semelhante ter sido encontrada etnctB4' na referéncia [15],
bem como no estudo da L-leucina (1346 ¢n[16], da L-isoleucina (1352 cnt) [18] e na
L-histidina (1347 cm?) [10].

Destaca-se ainda a presenca de alguns modos comuns ao @sgartico e o acido DL-
aspartico. Os modos que est&o localizados em 1250 erem 1287 cm? foram identificados
como deformacées da unidade CHCH), em virtude do aparecimento em 1252 ¢ne em
1287 cmr! de vibracbes semelhantes no acido DL-aspartico [6]. De&igoesenca de uma
vibracdo do tipo deformacdo do GHbbservada no acido DL-aspartico em 1417 énf6],
0(CHy), sugere-se que este mesmo tipo de vibracdo esteja assaciamimero de onda 1423
cm~! do espectro referente ao acido L-aspartico. O modo que @para 1616 cm! foi
atribuido a um estiramento assimétrico do,CQ(CQO, ), sugerido pelo aparecimento em 1620
cm~1 de um tipo semelhante de vibracdo no acido DL-aspartico (BJmodo que aparece
em 1692 cm? foi classificado tentativamente como uma deformagdo asstmélo NH,
da(NH3), pelo fato de este tipo de vibracéo ter sido observada er@ @881 no acido DL-
aspartico [6]. A Tabela 5.4 apresenta a classificacdo beamidds modos FT-Raman na regiao
espectral entre 1200 e 1800 thyonde foram observados 24 modos, sendo 13 referentes ao
acido L-aspatrtico e 11 referentes ao acido L-glutamico.
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Tabela 5.4: Classificagcao tentativa dos modos FT-Raman, i@@regpectral entre 1200 e 1800

cm~1 (valores das frequéncias fornecidos entéjn

Acido L-aspartico Acido L-glutamico Classificacéo

1250
1261

1287

1336

1360

1408
1423

1460

1507
1550

1616
1637

1692

1215

1264

1310

1352

1376
1409

1438

1505

1610

1631
1659

T(CHz)
O0(CH)
w(Ch)
O0(CH)
o(CH)
0(OH)
O0(CH)
O0(CH)
O(CH)
w(Ch)
va(CO;)
0(CHp)
sci(CH)

va(CO;)
da(NH3)
0a(NH3)
3a(NH3)
va(CO5)
v(C=0)
3a(NH3)
3a(NH3)
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Figura 5.8: Espectros FT-Raman do acido L-aspartico e do &eglutamico na regido espec-
tral entre 1200 e 1800 cm.

5.2.5 Regifo espectral entre 1800 e 3500 ctn

Na regido espectral entre 1800 e 3500 ¢mode-se destacar a presenca de um modo de
vibragcdo comum aos dois materiais, localizado em 2955'quara o 4cido L-aspartico e em
2961 cm! para o acido L-glutamico. Este modo foi classificado como stiramento da
unidade CH,v(CH), em virtude do aparecimento deste tipo de vibracdo em 286! na
referéncia [20].

E importante destacar ainda a presenca de um modo que aparespectro do acido L-
aspartico em 2929 cmi. Este modo foi identificado como um estiramento doQHCH,) por
se encontrar em 2924 crhno acido DL-aspartico [6]. A Tabela 5.5 apresenta a clasg#io
tentativa dos modos FT-Raman na regi&o espectral entre 18800ecnT, onde foram obser-
vados 14 modos, sendo 6 referentes ao &cido L-asparticofer8mtes ao acido L-glutamico.

E interessante comentar que a regido entre 1800 e 240bgemalmente s apresenta picos
guando h& modos envolvendo enxofre (S), 0 que ndo acontegaeopanateriais estudados.
Portanto, esta regido foi omitida do gréafico a seguir, a fimweag picos existentes na regiao
entre 1800 e 3500 cnt pudessem ser melhor visualizados.
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Figura 5.9: Espectro FT-Raman do acido L-aspartico na reggpectral entre 2400 e 3400

cm 1,

Tabela 5.5: Classificagéo tentativa dos modos FT-Raman, i@regpectral entre 1800 e 3500
cm~1 (valores das frequéncias fornecidos entéjn

Acido L-aspartico Acido L-glutamico  Classificacio

2734
2754

2870 5(CC)+wW(CHp)
2929 V(CHy)

2934 Vs(CHy)
2055 2061 v(CH)

2969 Va(CHy)

2992 Va(NHZ)
2996
3013

3016 Va(NHZ)
3061

3072 Vs(NHZ)
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6 Conclusdes e perspectivas

Foram realizados experimentos de espectroscopia Ramampsiormada de Fourier (FT-
Raman) a temperatura ambiente em amostras em po de acidaitiasp no acido L-glutamico,
na regido espectral de 10 a 3500 ¢mobservando-se 41 modos normais de vibragéo para o
acido L-aspartico e 47 modos normais de vibracéo para o &eglotamico. Além disso, fo-
ram realizadas medidas de analise térmica por Calorimeifieaedcial de Varredura (DSC) em
amostras em po6 dos dois materiais.

A maioria dos modos observados foi classificada tentatiméendaseando-se em estudos
publicados em diversos outros amino&cidos. E interessastacar que, embora 0s aminoAci-
dos estudados sejam muito semelhantes em estrutura e poss@ECteristicas comuns em suas
respectivas cadeias laterais, eles apresentam compattsmnabracionais e térmicos relativa-
mente bem distintos, existindo alguns modos normais degdtarem comum.

Como perspectivas, pode-se investigar, via espectrosBaprean, as propriedades vibraci-
onais desses materiais com a variacao da temperatura, adian sigporte as medidas de andlise
térmica, bem como realizar medidas de raios-X a fim de se otitemacdes estruturais sobre
ambos os materiais.
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