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Resumo

No presente trabalho os dipeptideos hidrofébicos L-alanil-L-fenilalanina (C12H16N2O3) e
L,L-dileucina hidratado (C12H94N503-0,87H,0) foram estudados utilizando técnicas de
espectroscopia Raman e infravermelho, em conjunto com modelos computacionais baseados
na Teoria do Funcional de Densidade (DFT), com o objetivo de investigar as propriedades
estruturais e vibracionais desses materiais. Os cédlculos de primeiros principios utilizando a
Teoria do Funcional de Densidade foram realizados em uma molécula isolada na forma
zwitterionica e com o uso do Modelo de Polarizagdo Continua para simular efeitos do
solvente. As estruturas foram inicialmente obtidas a partir de um arquivo cristalogra-
fico, otimizadas para a conformacao de menor energia, e entao submetidas ao calculo de
frequéncia para obtencao dos modos normais de vibragao, onde fizemos uso do pacote
Gaussian09 em conjunto com o funcional B3LYP e a série de bases 6-31 G (d,p)++. As
atribui¢oes para cada modo normal de vibracao foram feitas com o auxilio de softwares
de visualiza¢ao molecular e do programa VEDA4 (que fornece a distribuigao de energia
potencial para cada modo). Os experimentos de espectroscopia Raman e infravermelho
foram feitos, primeiramente, em condicoes ambientes, na regidgo de 40 a 3500 cm ™! e
de 130 a 4000 cm ™!, respectivamente. Para o dipeptideo L,L-dileucina, foram realizados
experimentos de andlise térmica DSC da temperatura ambiente até 473 K (~ 200 °C),
experimentos de espectroscopia Raman com variacao de pressao até 8,2 GPa, difracao de
raios-X sincrotron com variacao de pressao até 26,1 GPa, e ainda, experimentos de difracao
de raios-X em baixas temperaturas até 103 K (~ -170 °C) e em altas temperaturas até 473
K (~ 200 °C). Esses estudos foram realizados na perspectiva de entender o comportamento
do dipeptideo L,L-dileucina hidratado sob a variagao desses parametros termodinamicos.
Os experimentos sob altas pressoes, tanto Raman como difragao de raios-X com radiagao
sincrotron, mostraram mudancas significativas, sugerindo uma transi¢ao de fase entre 2,3
e 2,9 GPa. Os resultados de difracao de raios-X a baixas temperaturas apresentam sutis
alteracoes indicando uma possivel mudanga conformacional no intervalo de 223 a 233 K
(~ -50 a -40 °C), enquanto que, em altas temperaturas ocorrem mudangas drésticas entre
373 e 403 K (~ 100 e 130 °C), indicando a ocorréncia de uma transi¢do de fase neste
intervalo de temperatura. Possiveis explicagoes para essas modificagoes estruturais sao

também fornecidas.

Palavras-chave: Dipeptideos. Espectroscopia Raman. Espectroscopia infravermelho. Di-
fracao de raios-X. DFT.



Abstract

In the present study the hydrophobic dipeptides L-alanyl-L-phenylalanine (C;2H16N2O3)
and L,L-dileucine hydrate (C13H24N2O3-0.87H50) were studied using Raman and infrared
spectroscopy techniques, together with computational models, based on Functional Density
Theory (DFT), with the purpose of investigating the structural and vibrational properties
of these materials. First-principles calculations using the Functional Density Theory were
carried out on an isolated molecule in the zwitterionic form, and the Polarizable Continuum
Model was used to simulate solvent effects. The structures were initially obtained from a
crystallographic file, optimized for the molecular conformation of lower energy, and then
subjected to the frequency calculation to obtain the normal modes of vibration, where
we made use of the Gaussian09 package together with the B3LYP functional and the
6-31 G(d,p)++ basis sets. The assignments for each normal mode of vibration were made
with the aid of molecular visualization software and the VEDA4 program (which provides
the potential energy distribution for each mode). The Raman and infrared spectroscopy

I and

experiments were made, at ambient conditions in the region of 40 to 3500 cm™
130 to 4000 cm™!, respectively. For the L,L-dileucine dipeptide, were performed DSC
thermal analysis experiments (from room temperature up to 473 K (~ 200 °C)), Raman
spectroscopy experiments with pressure variation up to 8.2 GPa, X-ray synchrotron with
pressure up to 26.2 GPa, and experiments of X-ray diffraction at low temperatures down
to 103 K (~ -170 °C), and at high temperatures up to 473 K (~ 200 °C), in order to
understand the behavior of the dipeptide L,L-dileucine hydrate under the variation of these
thermodynamic parameters. The experiments under high pressures, both Raman and X-ray
diffraction with synchrotron radiation, showed significant changes, suggesting a phase
transition between 2.3 and 2.9 GPa. The results of X-ray diffraction at low temperatures
present subtle changes indicating a possible conformational change in the range of 223
to 233 K (~ -50 to -40 °C), while at high temperatures drastic changes occur between
373 and 403 K (~ 100 and 130 °C), indicating the occurrence of phase transition in this

temperature range. Some explanations for these modifications are also furnished.

Keywords: Dipeptides. Raman spectroscopy. Infrared spectroscopy. X-Ray diffraction.
DFT.
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Introducao

Peptideos sao cadeias de aminoacidos conectados por uma ligacao covalente resul-
tante da interacao dos grupos amina e carboxilico, chamada de ligacao peptidica. Eles
podem conter alguns poucos residuos de aminoacidos (oligopeptideos) ou dezenas deles
(polipeptideos). As proteinas, por exemplo, sio macromoléculas peptidicas que podem
conter milhares de residuos de aminoacidos. Apesar de apresentarem estruturas menos
complexas que as proteinas, os peptideos apresentam atividades bioldgicas importantes e

tém despertado o interesse da comunidade cientifica em diversas areas.

Alguns venenos extremamente toxicos (como a amantina) ou varios antibioticos sao
peptideos. Apesar dos aminoacidos serem atoxicos, é a sequéncia dos mesmos em peptideos
que determina sua especificidade de acao e efeitos biologicos. Outros exemplos de peptideos
com intensa atividade biolégica sdo o glucagon (hormonio pancredtico que se opoe a agao
da insulina) e a corticotrofina que estimula o cértex adrenal [1]. Os dipeptideos carnosina e
anserina atuam como reguladores de pH de células musculares [2]. O aspartame, adogante
de baixa caloria, é um dipeptideo formado pelos aminoéacidos fenilalanina e aspartato,
obtido por processos industrializados bastante utilizados em dietas de emagrecimento [3]. O
tripeptideo glutationa (GSH, y-L-glutamil-L-cistenil-glicina) contém uma ligagdo incomum
~v-amida, onde o grupo y-carboxilico participa da ligacao peptidica. Encontrada em quase
todos os organismos, a glutationa esta envolvida em diferentes processos, tais como: sintese
de proteinas e DNA; transporte de aminoacidos e metabolismo de farmacos e substancias
toxicas; atua como um antioxidante, evitando a oxidagao de moléculas organicas e de
metais; ajuda no controle glicémico [4], tendo sido utilizada para auxiliar pacientes com
diabetes tipo 2 [5]. A glutationa também atua como agente redutor e protege as células
dos efeitos destrutivos da oxidagdo com substancias como o peréxido (R-O-O-R) que sdo

metabdlitos reativos de Oy [6].

Estruturas supramoleculares oriundas de oligopeptideos tém se mostrado promisso-
ras em varias aplicagoes biomédicas, como na construcao de biossensores [7], na entrega
de farmacos/genes [8-10] e na formagao de imagens biomédicas [11]. Além disso, os di-
peptideos apresentaram diferentes propriedades bioativas, dentre elas anti-inflamatoria
[12], agente antitumoral [13], inibidor da entrada do HIV [11], antifungi e antioxidante
[14,15]. Além disso, o uso de dipeptideos esta sendo estudado no combate a doengas como
zica virus, cancer, osteoporose, maléria e diabetes tipo 2 [16-19]. Hidrogéis formados pela
automontagem de peptideos tém sido usados em culturas de células 3D [20,21], além de
apresentarem propriedades regenerativas atuando no reparo de tecidos 6sseo, dentéario,

isquémico e cartilagem [22-25], dentre outros.
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Os dipeptideos hidrofébicos constituem um grupo bastante diversificado de estrutu-
ras cristalinas e tém sido uma fonte de materiais orgénicos microporosos estéveis [26, 27,
originados por automontagem molecular a partir da formagao de ligacdo de hidrogénio
pelas cadeias principais do peptideo e pela agregacao de entidades hidrofébicas nas ca-
deias laterais [28]. Uma série de trabalhos, utilizando diversos solventes, mostra que os
dipeptideos deste género possuem uma tendéncia para incorporar moléculas de solventes
organicos em sua estrutura, e entao atuam como aceitadores para um dos trés atomos de
hidrogénio do grupo amino N-terminal carregado (NHF) [29-34]. Isto tem resultado na
formacao de estruturas dos tipos nanotubos, nanoesferas, nanofios, nanocamadas, vesiculas
e hidrogéis [35].

Neste trabalho apresentam-se estudos das propriedades estruturais e vibracionais
de dois dipeptideos: o L-alanil-L-fenilalanina (AF) e o L,L-dileucina hidratado (LL).
Estruturas cristalinas de dipeptideos contendo o aminoacido fenilalanina mostram-se bons
candidatos para a formacao de hidrogéis quando combinados com determinados solventes
organicos. Estudos anteriores de estruturas cristalinas contendo o dipeptideo AF mostram
que ele pode ser obtido utilizando os mais variados solventes, como 2-propanol [36] e
amonia [37], além da solugao cloro dihidratada [38]. Além disso, estruturas cristalinas
contendo o dipeptideo AF e metais como ouro e cobre também foram reportados [39,40],

o que amplia o campo de aplicacao deste material.

A estrutura cristalina do dipeptideo L,L-dileucina hidratado, reportado primeira-
mente por Gorbitz [41], forma nanotubos com moléculas de 4gua no seu interior. Individu-
almente o aminoacido leucina desempenha importantes fun¢des no organismo humano,
pois atua na regulacdo e manutencao da quantidade de agiicar no sangue, na producao
hormonal, na cicatrizacao de feridas e na quebra de proteinas musculares apds trauma ou
estresse severo [42]. Alguns estudos ja foram reportados para o dipeptideo L,L-dileucina,
que relataram o efeito do substrato e da umidade do ar, mostrando que a morfologia de
um filme do dipeptideo L,L-dileucina depende do substrato [43]. Propriedades dpticas e
estruturais mostram que o efeito térmico induz uma transicao de fase, fazendo com que
os nanotubos mudem para estruturas em forma de nanofibras sob altas temperaturas,
regidas por um processo de ciclizagao [44,45]. Foram demostradas, ainda, propriedades
nao-zeoliticas [46] para o dipeptideo L,L-dileucina. E possivel encontrar estruturas cristali-
nas contendo o dipeptideo L,L-dileucina com diferentes solventes, como 2-metil-1-propanol,
etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-propanol-2-propanol e DMSO, resultando na obtencao

de estruturas nas fases monoclinica ou ortorrémbica [47-49].

O escopo deste trabalho esta distribuido em quatro capitulos da seguinte forma:
No capitulo 1 apresentamos uma breve fundamentacao tedrica acerca dos aminoacidos,
peptideos e o processo de automontagem, possibilitando assim uma maior apropriacao sobre

as substancias em estudo. No capitulo 2, apresentamos os procedimentos experimentais
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e tedricos que foram necessarios para o desenvolvimento do trabalho. No capitulo 3,
apresentamos o estudo realizado para o dipeptideo L-alanil-L-fenilalanina, bem como os
resultados e discussoes. No capitulo 4 sao apresentados os resultados e discussoes para os
experimentos realizados no dipeptideo L,L-dileucina hidratado. Por fim, sdo apresentadas

as conclusoes e as perspectivas para trabalhos futuros.
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1 Fundamentacao tedrica

Os aminoacidos sdo precursores de varias moléculas complexas, como peptideos e
proteinas. As amostras objetos de pesquisa desta tese sao classificadas como oligopeptideos,
resultantes da agregacao de alguns residuos de aminoacidos. Assim, faremos uma breve
exposicao conceitual, buscando apresentar algumas de suas propriedades, como estruturas
quimicas, classificacao e diferenciagdo. Além disso, introduzimos alguns conceitos sobre
a automontagem molecular, que é responsavel pelas diversas formas de materiais com

estruturas cristalinas microporosas produzidos por dipeptideos hidrofébicos.

1.1 Aminoacidos

Os quimicos europeus no século XIX foram os pioneiros no estudo dos aminoacidos.
Desde entao, grandes avangos tém surgido para o entendimento dessas substancias, sendo

elas estudadas por cientistas de diversas areas.

Os aminoacidos sao as unidades estruturais fundamentais de moléculas organicas.
A estrutura béasica de um aminodcido apresenta um atomo de carbono (C,) ligado a
um grupo carboxila (-COOH), um grupo amina (-NH,), um atomo de hidrogénio (H)
e uma cadeia lateral (R), como ilustrado na Fig. 1.1. O radical R é o responsével pela
diferenciacao dos aminoacidos, a mudanca do radical resulta em notaveis diferencas em

suas propriedades quimicas e fungoes fisiolégicas [50].

Figura 1.1 — Estrutura basica de um aminoécido.

H 0
|/
NH— c—c/
[\
D OH

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software ChemSketch da ACD /Labs.

Os aminoacidos em pH 7,0 sdo encontrados na forma ionizada, isto é, o grupo
carboxila cede um hidrogénio para o grupo amino, tornando-os COO~ e NH3", como
ilustrado na Fig. 1.2. Essa forma ionizada do aminoacido é denominada fon dipolar,

fon hibrido ou zwitterionico (do termo alemao zwitterion que significa fon hibrido) [51].
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Observa-se também uma predominéancia da forma zwitterionica nas estruturas cristalinas

dos aminoacidos.

Figura 1.2 — Representacao da forma zwitterionica do aminoécido fenilalanina.

=+

O

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software ChemSketch da ACD /Labs.

Os atomos de carbono de um aminoacido podem ser identificados usando as letras
do alfabeto grego. Quando o grupo amino esta ligado ao carbono adjacente ao grupo
carboxilico (carbono «/), o aminodcido é denominado a-aminodcido. Da mesma forma, se
o grupo amino esta ligado ao carbono 3, v, 0 ou €, o aminoacido é denominado um f,
v, 0 ou e-aminoacidos, respectivamente, conforme ilustradado na Fig. 1.3. As proteinas
sao constituidas por 20 a-aminoacidos padroes ou primarios, reunidos em combinagoes

praticamente infinitas [50].

Figura 1.3 — Numeracao dos carbonos dos aminoacidos na forma numérica e em letras
gregas.

CH,
H,N 5 B oH
Mo 2/ \$H2 \GTH

e

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software ChemSketch da ACD/Labs.

Com excec¢ao da glicina, todos os aminoacidos sao opticamente ativos, isto é, quando
um feixe de luz em um plano polarizado passa através da amostra, a luz serda desviada
para a direita ou esquerda. Isso decorre do fato de que o atomo de carbono C, é um centro
quiral’. Os aminodcidos com dtomos quirais podem existir como estereoisomeros? [42]. A
Fig. 1.4, ilustra um exemplo de isomeria com o aminoacido leucina e faz uma analogia

com a formacgao de uma imagem em um espelho.

Atomo ligado a quatro substituintes diferentes arranjados numa configuracéo tetraédrica e assimétrica.

2 Moléculas que diferem apenas no arranjo espacial dos dtomos.
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Figura 1.4 — Isdmeros L- e D-leucina e analogia com a formacao de uma imagem no
espelho.

L-leucina D-leucina

Fonte: Produzida pelo autor usando o software Inkscape da Software Freedom Conservancy.

Em 1908, Emil Fisher introduziu o conceito de configuragao absoluta para os
aminoacidos (projecao de Fischer), onde foi introduzida a simbologia L e D para uma dada
configuracao de um aminoacido. Essa simbologia é arbitrariamente definida tendo como
referéncia o gliceraldeido. Nesta projegao o grupo amino (NH;) e o 4&tomo de hidrogénio
(H) localizam-se no plano horizontal da molécula e a cadeia lateral na parte inferior. Se o
grupo (NH,) estiver para o lado direito, coincidindo com a mesma posi¢ao da hidroxila
(OH) do D-gliceraldeido (Fig. 1.5(a)), diz-se que a configuragao do aminoécido é D; se o
grupo (NHy) estiver para a esquerda, coincidindo com a mesma posigao da hidroxila (OH)
no L-gliceraldeido (Fig. 1.5(b)), a configuracao sera L. Nas Figs. 1.5(c) e 1.5(d), ilustramos
como exemplo a configuracao D e L da alanina, respectivamente. Para se referir ao desvio
da luz plano polarizada sao utilizados os simbolos (+) para dextrorrotatério e (-) para
levorrotatorio, escritos apods a letra D e L, seguida do nome do aminoacido. Por exemplo,
aminoécido L(-) serina, apresenta configuragao absoluta L e é levorrotaréria, enquanto

L(+) serina, apresenta configuracao absoluta L e é dextrorrotatéria [51].
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Figura 1.5 — (a-b) Determinacao da configuracao absoluta dos aminoécidos em relagao ao
D-gliceraldeido e L-gliceraldeido; (c-d) Exemplo do aminodcido alanina nas
configuragoes D e L.

(a) (b)
D-gliceraldeido L-gliceraldeido
H H
CHs3 CHs
(c) (d)
D-alanina L-alanina

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software Inkscape da Software Freedom Conser-
vancy.

Quase todos os a-aminodacidos livres e aminoécidos ligados a proteinas em orga-
nismos tém a configuracao absoluta L. Os L-aminodcidos sao os isémeros® fisiolégicos
predominantes na natureza. No entanto, os D-aminoacidos também existem em animais,
micro-organismos e plantas [52]. Podemos ter também uma mistura em quantidades iguais
de aminoacidos na forma D e L, por exemplo, DL-alanina, a essa mistura da-se o nome de

mistura racémica, nao apresentando atividade optica.

Existem centenas de aminoacidos na natureza, mas apenas 20 a-aminoacidos
servem como blocos de construcao de proteinas, sao os chamados aminoacidos protéicos,
denominados também como padrdes ou primarios, como por exemplo arginina, metionina e
prolina. Aqueles aminoacidos que nao sao blocos de construgao de proteinas, sdo chamados
aminoacidos nao protéicos, ou ainda, derivados ou especiais, como por exemplo citrulina

e hidroxiprolina [50]. A partir desses 20 aminoédcidos padroes sdo formados aminodcidos

3 Isomeros sdo moléculas de substincias orginicas que apresentam a mesma férmula molecular, mas
possuem propriedades e caracteristicas estruturais diferentes.
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derivados ou especiais, que sao resultantes de modificagoes quimicas sofridas por um dos

aminoacidos padrao, apds a sua formacao no organismo.

A Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (do inglés, International
Union of Biochemistry and Molecular Biology - I[UMBM) atribui uma abreviatura de trés
letras para designar um aminoacido protéico, uma letra maitscula seguida por duas letras
mindsculas (por exemplo Leu para leucina). Uma abreviatura de uma letra é usada para
representar um aminodcido em sequéncia de proteinas ou polipeptideos, por exemplo: A, P
e L para alanina, fenilalanina e leucina, respectivamente. Na Fig. 1.6 estao representados

os 20 aminoacidos protéicos e suas abreviaturas.

Figura 1.6 — Nome e abreviaturas dos aminoéacidos protéicos.

o NH 0 Q 9 9
H.C I /]\ 2 HyN M OH HO | I
3 %OH HNZ O NH OH o| T OH HS/\AOH
NH,, NH, 2 O NH, NH,
Alanina Arginina Asparagina Acido Aspartico Cisteina
(Ala) (Arg) (Asn) (Asp) (Cys)
[A] [R] [N] (D] [C]
LA S 5
OH H.C
HOWOH OWOH HzN\/“\oH < | NH 3 JYLOH
NH; NH; N 2 NH,
Acido Glutamico Glutamina Glicina Histidina Isoleucina
(Glw) (GIn) (Gly) (His) (Ile)
[E] Q] [G] [H] 1
o . ? 0 o0
H?PM | s OH N
OH HZN\/\/YLOH HyC” OH 8 OH
CHy NH, 2
NH, NH,
Leucina Lisina Metionina Fenilalanina Prolina
(Len) (Lys) (Met) (Phe) (Pro)
L] K] M] [F] [P]
ﬁ CH; O ° 9 CHj (I)
OH OH
HO OH || HaC OH
HO/YOH NH NH, HO NH, ° NH
NH, NH, 2
Serina Treonina Triptofano Tirosina Valina
(Ser) (Thr) (Trp) (Tyr) (Val)
[S] [T] W1 (Yl [Vl

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software ChemSketch da ACD /Labs.

Os nomes comuns ou triviais dos aminoéacidos estao relacionados com: (i) A fonte
a partir da qual eles foram isolados pela primeira vez, como a tirosina, termo que vem
de tyros (do grego) que significa queijo, nomeada assim por ter sido obtida do queijo.
A asparagina, por exemplo, assim denominada porque foi obtida do aspargo; (ii) uma

caracteristica quimica do aminodacido, como, por exemplo, a fenilalanina, assim nomeada
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por apresentar um grupo fenil ligado ao aminoacido alanina; e (iii) uma propriedade do
aminoacido, como a glicina que recebe este nome por ter o sabor doce, lembrando os

glicideos (agtcares) [42].

Quanto as necessidades nutricionais, os aminoacidos sao classificados em essenciais
e nao essenciais. Os aminoacidos essenciais sdo aqueles que nao sao produzidos pelo
organismo e, portanto, devem ser obtidos por meio externo, através da alimentagao, por
exemplo. Os aminoacidos nao essenciais sao os que podem ser produzidos pelo organismo.
A Tab. 1.1 lista os aminoacidos quanto as necessidades nutricionais para a espécie humana,

visto que, essa necessidade nutricional varia de uma espécie para outra.

Tabela 1.1 — Classificagdo dos aminoacidos quanto as necessidades nutricionais.

Aminoacidos essenciais Aminoacidos nao essenciais
histidina alanina
isoleucina asparagina

leucina acido aspartico
lisina acido glutamico
metionina arginina
fenilalanina cisteina
treonina glutamina
triptofano glicina
valina prolina
serina
tirosina

Fonte: Obtida a partir da referéncia [6].

Como mencionado anteriormente, a cadeia lateral (grupo R) determina as proprie-
dades de cada aminoacido. Os a-aminoacidos também podem ser classificados em classes,
com base na natureza das cadeias laterais, que podem variar de tamanho, forma, carga,
capacidade de formacao de ligagdo de hidrogénio, caracteristicas hidrofébicas e reatividade

quimica [1].

Quanto & polaridade* da cadeia lateral, os aminoacidos sdo classificados em apolares
(hidrof6bicos ou pouco soliveis em agua), polar neutro (hidrofilico ou soltveis em dgua),
polar com carga negativa (ou 4cido) e polares com carga positiva (ou basico). A Tab. 1.2

apresenta a classificagdo dos 20 aminoacidos padroes, de acordo com a natureza polar do

4 A polaridade é a capacidade de um grupo quimico formar pélos elétricos, o que possibilita a esse grupo

se solubilizar em 4gua, interagindo com ela por liga¢des de hidrogénio.
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radical R. Os aminodcidos apolares sdo poucos soluveis em agua por apresentarem em sua
cadeia lateral apenas hidrocarbonetos. Os aminoacidos polares sao mais soltveis em agua
porque apresentam em suas cadeias laterais, grupos polares, como OH, NH e C=0, que
fazem ligacoes de hidrogénio com a agua. Aminoacidos basicos apresentam carga liquida
positiva no pH 7,0, enquanto os aminoacidos acidos apresentam carga liquida negativa
no pH 7,0 [1]. Os aminoécidos que apresentam em sua cadeia lateral um grupo fenil ou
anel aromatico sdo denominados aminoacidos aromaticos, que sao tirosina, triptofano e

fenilalanina.

Tabela 1.2 — Classificagdo dos aminoacidos quanto a natureza do grupo radical R.

Aminoécidos hidrofébi- | Aminoédcidos hidrofili- | Aminoacidos béasicos Aminoécidos acidos
cos cos

valina (Val) glicina (Gli) histidina (His) acido aspértico (Asp)
leucina (Leu) serina (Ser) lisina (Lis) acido glutdmico (Glu)
isoleucina (Ile) treonina (Ter) arginina (Arg)

metionina (Met) cisteina (Cis)

fenilalanina (Fen) tirosina (Tir)

alanina (Ala) asparagina (Asp)

prolina (pro) glutamina (Gln)

triptofano (Tri)

Fonte: Obtida a partir da referéncia [6].

Todos os aminoécidos, com excecao da glutamina e cisteina, tém um ponto de
fusdo superior a 200°C. A glutamina e cisteina tém pontos de fusao de 185°C e 178°C,
respectivamente. Sob condigoes de altas pressoes e altas temperaturas em uma autoclave,
a glutamina e asparagina sao quase completamente destruidas, e a cisteina ¢ oxidada em
cistina; enquanto os outros aminodcidos (incluindo cistina) sao estéveis. Contudo, na forma
de dipeptideo (por exemplo, L-alanil-glutamina, glicil-glutamina, L-leucil-asparagina e

glicil-asparagina), a glutamina e a asparagina sdo estaveis nestas condigoes [6].

Além de servirem de blocos de formagao de proteinas e peptideos, os aminoacidos
sao substancias essenciais para a manutencao da vida. Cada aminoacido individualmente
possui diversas func¢oes. Por exemplo, a tirosina é um aminoacido importante para o
metabolismo, em geral, é um precursor da adrenalina e da dopamina, que regulam o humor.
Desta forma cada aminoacido apresenta funcgoes vitais para o bom funcionamento do

organismo [6].
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1.2 Peptideos

Os peptideos sao pequenas cadeias de aminoacidos formadas a partir da reacao
entre eles. Nessa reagao, o grupo carboxila (-COOH) de um aminodcido reage com o
grupo amino (-NHs) de outro aminoécido, produzindo uma ligagdo covalente denominada,
ligacao peptidica ou ligacao amida (-CONH-). Nesse processo ha perda de uma molécula de
dgua HyO (reacao de desidratacao), conforme ilustrado na Fig. 1.7, onde colocamos como
exemplo o caso do dipeptideo L-alanyl-L-fenilalanina (Ala-Phe), objeto desta pesquisa.
Uma unidade de aminoéacido na cadeia polipeptidica é denominado residuo, devido a perda
de uma hidroxila pelo grupo carboxila de um aminoacido e a eliminag¢ao de um hidrogénio

pelo grupo amino [50].

Figura 1.7 — Formacao de um dipeptideo.

NH,
/K/OH
HsC | + HO
O

HoN

| N\
0]

alanina fenilalanina
H,O

Ligacdo Peptidica

Dipeptideo alanil-fenilalanina (Ala-Phe)

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software ChemSketch da ACD /Labs.

As principais caracteristicas das ligagoes peptidicas sdo: i) Os seis dtomos que
formam a ligacao C,-CO-NH-C,, estdo no mesmo plano (C,, é o carbono a de aminoacidos
adjacentes); ii) As ligacoes C=0 e N-H sio trans® uma em relagao a outra; iii) A ligacio

C-N apresenta caracteristicas de ligagao parcial ndo podendo girar livremente; iv) Tem

=4 . ’ ~ . ~ . .
° Indica que os dtomos estdo em posi¢oes transversais ou opostas. A palavra trans vem do latim e
significa "além de".
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carater de ligacdo dupla (sp?), ou seja, sao planares e rigidas, sendo que somente a ligacio
simples do carbono a (C,) permite rotagao [53]. A Fig. 1.8 ilustra essas caracteristicas dos
aminoacidos, nela podemos observar que ha uma regularidade nas estruturas do peptideo.
A parte central da figura apresenta uma sequéncia de 4tomos de nitrogénio (N) intercalados
por dois atomos de carbono (C), formando uma espécie de esqueleto, onde a livre rotagao

do carbono « (indicada pelos dngulos 1) e ¢) possibilita as variagoes de conformagao.

Figura 1.8 — Caracteristicas da ligagao peptidica

H,N

T/

OO

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software ChemSketch da ACD/Labs.

Vale salientar que a ligacao peptidica nao ocorre através da reacao direta como
esta descrito, mas através de um complexo aparato de sintese protéica. Essa representagao

mostra apenas o resultado liquido do processo.

A nomenclatura dos peptideos é feita da seguinte forma: A extremidade da cadeia
polipeptidica que contém o grupo amino livre, também chamado de amino-terminal ou
N-terminal, corresponde ao primeiro residuo de aminoacido. A extremidade que contém
o grupo carboxila livre, também chamado carboxi-terminal ou C-terminal, corresponde
ao ultimo residuo de aminoacido. Os residuos de aminoacidos na cadeia polipeptidica sao
nomeados pelo sufixo il, como leucina que passa a ser denominada leucil e alanina de alanil.
Assim sdo relacionados todos os aminoacidos que formam o polipeptideo, com excecao
do que contém o grupo carboxila livre (carboxila-terminal) que permanece com o nome
original. Aminoacidos como tirosina, sao nomeados apenas por substituicao da letra a por
il, portanto, tirosinil [42]. Como exemplo podemos citar o dipeptideo ilustrado na Fig. 1.7
constituido de uma L-alanina com uma L-fenilalanina, sendo nomeado por esse processo

como L-alanil-L-fenilalanina.

Os peptideos que apresentam até dez residuos de aminoacidos, sao nomeados
empregando os prefixos di, tri, tetra, penta, hexa, hepta, octa, nona e deca ao nome
do peptideo. Por exemplo, o dipeptideos formados por dois aminoacidos é denominado

dipeptideo; o que é formado por trés, tripeptideo; por quatro, tetrapeptideo, etc. Para os
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peptideos que apresentam mais de dez aminoédcidos utilizamos o termos oligopeptideos® ou
polipeptideos’. As proteinas sao polipeptideos de elevado peso molecular constituido por
a-aminoacidos com ligagoes peptidicas entre grupos a-amino e a-carboxila de aminoacidos

adjacentes.

A linha diviséria entre polipeptideos e proteinas é usualmente o seu peso molecular.
De um modo geral, polipeptideos com peso molecular superior a 8000 unidades de massa
atomica, aproximadamente, 72 residuos de aminoacidos, sao considerados como proteinas.
Os polipeptideos com peso inferior a 8000 sao considerados peptideos. No entanto, essa
divisao entre peptideos e proteinas com base no peso molecular nao é absoluta. As proteinas

podem conter centenas de milhares de residuos de aminoécidos.

1.3 A automontagem molecular

A automontagem molecular consiste da organizacdo espontianea de moléculas,
devido a interacoes miituas entre elas do tipo nao covalente, sem interferéncia de agoes
externas. Esse processo ¢é responsavel pela formacao natural de uma variedade de estruturas
biolégicas. Inspirados nesse fendmeno natural, pesquisadores em todo o mundo tém tentado

criar materiais artificiais para fabricagao de dispositivos funcionais [54-59].

A estrutura simples de peptideos torna-os uma excelente familia de unidades
para formar estruturas automontadas com diferentes configuracdes moleculares. Além de
serem biocompativeis, fisica e quimicamente estaveis, suas habilidades de reconhecimento

biolégico os tornam importantes para a formagao de nanoestruturas [58].

As interagdes que possibilitam a automontagem podem ser de natureza eletrostética,
hidrofébica, ligagdo de hidrogénio, interacao de Van der Waals, empilhamento aromatico
ou coordenacgao metalica. O efeito hidrofobico é uma forca organizadora tnica, baseada na
repulsao do soluto pelo solvente. As moléculas nao-polares tendem a evitar um ambiente
aquoso. Empilhamento aromatico (empilhamento 7-7), refere-se a interagdo atrativa entre
anéis aromaticos quando orientados “cara a cara” como em uma pilha de moedas, sendo

responsavel pela estabilidade intramolecular.

A ligacao do hidrogénio é uma ligacao quimica formada entre um atomo eletro-
positivo (tipicamente hidrogénio) e um atomo fortemente eletronegativo, como oxigénio
ou nitrogénio. O atomo ao qual o hidrogénio estd conectado é referido como aceitador
de ligacao de hidrogénio, e o hidrogénio é chamado doador na ligacao de hidrogénio. As
interacoes de ligacao de hidrogénio sao altamente direcionais e podem ser de natureza

curta ou de longo alcance. As ligagoes de hidrogénio podem ser intermoleculares ou intra-

6 Os oligopeptideos sdo cadeias pequenas de aminodcidos. Esse termo se aplica a peptideos com um

ndmero méaximo de 20 residuos de aminoacidos.

7 Polipeptideo é um termo usado para se referir a peptideos com mais de 20 aminodcidos
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moleculares, e a forca destas ligagoes depende principalmente da natureza do doador ou

do aceitador, embora seja influenciada em maior medida pelo solvente.

Estruturas automontadas com dipeptideos estao sendo aplicadas na construcao de
biossensores, dispositivos para transporte de farmacos e genes, encapsulamento de drogas,
bioimagens, hidrogéis, e novas aplicagoes tém surgido com o passar do tempo [60]. A Fig.
1.9 apresenta varias estruturas que podem ser obtidas pelo processo de automontagem de

dipeptideos.

Figura 1.9 — Representacao esquematica das varias nanoestruturas formadas pela auto-
montagem do dipeptideo L,L-difenilalanina.

Nanofibras

Nanotubos

Nanofios

N N

v
’“}ﬁiizg?gi‘

Hibridos inorgéanicos

Cadeias ordenadas

Fonte: Adaptada da referéncia [60].
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2 Procedimentos experimentais e teoricos

Neste capitulo apresentamos todo o aparato instrumental utilizado no desenvolvi-
mento do trabalho de pesquisa de Doutorado, bem como os procedimentos experimentais
e teodricos. Os experimentos foram realizados no Departamento de Fisica da Universidade
Federal do Ceara-UFC e no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron-LNLS (Campinas-SP).
Foram realizados experimentos de espectroscopia Raman e espectroscopia infravermelho
em condigbes ambientes, espectroscopia Raman em funcao da pressao, difracao de raios-X
com variacao de pressao e de temperatura, calorimetria diferencial exploratoria e calculos

de primeiros principios utilizando a teoria do funcional de densidade.

2.1 Obtencao das amostras

A amostra do dipeptideo L-alanil-L-fenilalanina (AF), que consiste de um pé
policristalino e branco, foi utilizada da forma adquirida da Sigma-Aldrich, sob o c6digo
A3128 (Fig. 2.1(a)). A amostra do dipeptideo L,L-dileucina a partir do reagente adquirido,
sob o codigo L2752, também da Sigma-Aldrich (Fig. 2.1(b)). Nesta tultima amostra
realizamos um processo de cristalizacao por meio da técnica de evaporacao lenta do
solvente!, onde dilufmos 29 mg de soluto em 10 ml de dgua, conforme processo descrito

em estudo anterior [41].

Figura 2.1 — Pé comercial utilizado nos experimentos com os dipeptideos : (a) L-alanil-L-
fenilalanina e (b) L,L-dileucina.

A3128-250MG P

la-Phe

(a) (b)

Fonte: Produzida pelo autor.

1 No processo de evaporacio lenta o composto pode ser dissolvido num tnico solvente ou mistura de

dois solventes e deixado para evaporar lentamente. Isso pode ser feito sob condi¢des atmosféricas ou
sob atmosfera inerte.
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Apés aproximadamente 15 dias, foi possivel observar pequenos cristais se sedimen-
tando ao redor do béquer, conforme ilustrado na Fig. 2.2(a) e decorridos 2 meses do inicio
do processo de cristalizagao, todo o solvente evaporou e obtivemos pequenos cristais em
forma de agulhas. Na Fig. 2.2(b) exibimos os pequenos cristais obtidos utilizando um

microscopio oOtico.

Figura 2.2 — (a) Cristais do dipeptideo L,L-dileucina hidratado obtidos pela técnica de
evaporagao lenta do solvente; e (b) Cristais do dipeptideo L,L-dileucina sob
a lente de um microscépico 6tico.

Fonte: Produzida pelo autor.

2.2 Experimentos de espectroscopia infravermelho

Os experimentos de espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier
(FT-IR) foram realizados usando um espectrometro Bruker, modelo Vertex 70v, ilustrado
na Fig. 2.3(a). A regidao espectral analisada foi de 130 a 4000 cm~!. As amostras foram
manuseadas a temperatura ambiente utilizando o acessério de reflectancia total atenuada
(PLATINUM ATR), ilustrado na Fig. 2.3(b). Todos os experimentos foram realizados sob

vacuo, com 128 varreduras e resolucao espectral de 2 cm™1.

2.3 Experimentos de analise térmica

Para verificar a estabilidade do material e possiveis transicoes de fase, foram
realizados experimentos de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC). Os experimentos
de DSC foram realizados utilizando o equipamento DSC 200 F3, ilustrado na Fig. 2.4,
fabricado pela Netzsch, no intervalo de temperatura de 303 a 473 K (30 a 200 °C) a uma

taxa de aquecimento de 5 K/min em atmosfera de nitrogénio (Nsy), onde foram utilizados
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Figura 2.3 — (a) Espectrometro Vertex70v da Bruker; e (b) Acessério de reflectancia total
atenuada (Platinum- ATR).

My

(b)

Fonte: Fabricante.

2,25 mg da amostra em um cadinho de aluminio. Para a etapa de resfriamento da amostra,

foi utilizado nitrogénio liquido (Ny).

Figura 2.4 — DSC 200 F3 da Netzsch utilizado no experimento de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC).

Fonte: Fabricante.

2.4 Experimentos de raios-X em funcao da temperatura

Apos obtencao dos cristais do dipeptideo L,L-dileucina, realizamos um experimento

de difracdo de raios-X a temperatura ambiente, tendo como objetivo a confirmacao
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da estrutura cristalina. O experimento foi efetuado utilizando-se um difratometro de
raios-X (modelo D8 Advance, da Bruker Optics), ilustrado na Fig. 2.5(a), com radiacao

monocromatica de Cu Ka, com 26 variando no intervalo entre 5 e 40 ° e passos de 0,02 °.

Apébs confirmacao da estrutura cristalina, foram realizados experimentos de di-
fracdo de raios-X de policristais em funcao da temperatura no intervalo de -170 °C a
30 °C', para observar o comportamento da amostra em condigoes de baixa temperatura,
e, posteriormente, no intervalo de 30 °C' a 200 °C', para observar o comportamento da

amostra em altas temperaturas.

O difratometro utilizado em nossos experimentos, ilustrado na Fig. 2.5(a), é regido
segundo a geometria de Bragg-Bretano, onde a medida que o feixe de radiacdo monocro-
matica rotaciona de um angulo 6, os dados sao registrados pelo detector numa gama de
valores 26. Na Fig. 2.5(b) ilustramos a camara de temperatura utilizada no experimento

de difragao de raios-X com variacao de temperatura.

Figura 2.5 — (a) Difratdémetro de raios-X (modelo D8 Advance); e (b) Camara de tempe-
ratura utilizada no experimento de difragao de raios-X.

(b)

(a)

Fonte: Fabricante.
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2.5 Experimentos de raios-X em funcao da pressao

Os experimentos de difracao de raios-X sincrotron sob altas pressoes foram realizados
na Linha de Luz de Difracao de Raios-X e Espectroscopia (XDS), do Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas-SP, Brasil), utilizando configuragdo de dispersao
angular monocromatica, usando um feixe com 110 um de largura e um comprimento
de onda de 0,61990 A. A linha XDS usa a radiacio emitida pela fonte Superconducting
Wiggler e é empregada em experimentos multiuso, opera com um espelho colimador com
dobrador (com listras Si, Rh e Pt), um monocromador de cristal duplo (DCM) com dois
conjuntos de cristais intercambidveis [plano Si (111), plano sagital Si (111) e plano Si
(311)], e um espelho de foco com trés faixas (Rh toroidal, plano Rh e Pt toroidal) e um
mecanismo de flexdo para permitir ajustes de foco, esquema ilustrado na Fig. 2.6(a). A
Fig. 2.6(b) ilustra uma visao geral da cabana experimental da linha de luz XDS mostrando
algumas das configuragoes experimentais. A Fig. 2.6(c) mostra a célula de bigorna de
diamantes sendo iluminada durante durante o experimento de difragdo de raios-X em
condigoes extremas de pressao, enquanto a Fig. 2.6(d) apresenta um esquema ilustrativo

do funcionamento da linha de luz XDS.

A pressao foi aplicada por uma célula de bigorna de diamantes com um sistema
de controle de pressao por membrana (MDAC). A amostra e uma pequena amostra de
rubi foram colocados em um orificio de ~ 150 um de didmetro em uma gaxeta de rénio
pré-indentada com uma espessura de ~ 60 um. Como meio de transmissao de pressao
(PTM) foi utilizado o nednio. Os padroes de difracao bidimensional foram convertidos para
intensidade versus 26 usando o software FIT2D [61]. O método Rietveld [62] do pacote de

software GSAS [63] foi usado para refinar os parametros estruturais da amostra.

Para controlar a pressao aplicada a amostra, utilizou-se o método da fluorescéncia
do rubi. Esse método consiste em determinar os valores de pressao levando em consideragao
a relagao entre a pressao e o deslocamento das duas linhas de emissao do rubi. Até 80

GPa, esta relagdo tem a forma da Eq. 2.1, com precisdo de aproximadamente +6% [66].

1904 AN P

onde P é a pressao em GPa, A é o comprimento de onda da linha R; do rubi, \g = 694, 2
nm é o comprimento de onda de R; em pressao ambiente e A\ é o “deslocamento” de Ry

em um determinado valor de pressao.
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Figura 2.6 —

(a) Layout 6tico da linha XDS; (b) Cabana experimental da linha de luz
XDS; (c¢) Célula de bigorna de diamantes durante o experimento de difracao
de raios-X em condigoes extremas de pressao; e (d) Esquema ilustrativo do
funcionamento da linha de luz XDS.

¢ plano Si(111)

Si(311) Isagital Si(111)
o
PR _

Si(111)
Si(311)

Wiggler

VCM DCM VFM

Intensidade

Célula de bigorna
de diamantes

Otica de focagem
do micro feixe de
raios-X sincrotron

Padréo de raios-X-2D

Feixe de raios-X

Parada do feixe Diamantes P
monocromatico

de sincrotron

Raios-X Sincrotron
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(d)

Fonte: (a) adaptada da referéncia [64]; (b-c) produzida pelo autor; (d) adaptada da
referéncia [65].

2.6 Experimento de espectroscopia Raman em funcao da pressao

O experimento de espectroscopia Raman em funcio da pressao foi realizado a

temperatura ambiente usando um espectréometro LabRam HR-Horiba, ilustrado na Fig.

2.7(a), em aparato adaptado para este fim. A detecgao utilizada foi um sistema CCD
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refrigerado a nitrogénio liquido. Utilizamos o laser He/Ne de comprimento de onda 632, 8
nm. A amostra e uma pequena amostra de rubi foram colocados em um orificio de 120
pm de diametro em uma gaxeta de aco inoxidavel pré-indentada, onde usamos como meio
transmissor de pressao o 6leo mineral (Nujol). O equipamento possui resolugao espectral
de + 2 em™!. Na Fig. 2.7(b) podemos ver o aparato adaptado para os experimentos com
variagdo de pressdo, e na Fig. 2.7(c) o esquema de uma célula de pressdo do tipo bigorna

de diamantes utilizado na realizacao do experimento.

Figura 2.7 — (a) Espectrémetro LabRam adaptado os experimentos de espectroscopia
Raman em fungao da pressao; (b) Célula de bigorna de diamantes; e (c)
Esquema de altas pressoes em extremos de diamantes.

MTP

amostra rubi

forga

(b) (c)

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software Inkscape da fredom Consernacy.
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Como nos experimentos de difracdo de raios-X em fungao da pressao, utilizamos o
método de fluorescéncia do rubi [66], governado pela equagao 2.1, para aferir os valores de

pressao durante o experimento.

2.7 Procedimentos tedricos

Varios codigos para computacao molecular de energia, estrutura e frequéncias
vibracionais sao disponiveis, tais como HyperChem, Spartan, Gamess, Materials Studio,
e Quantum Expresso, onde os dois ultimos sdo capazes de realizar calculos DFT de
frequéncias vibracionais em cristais. O cédigo Gaussian permite realizar o calculo para
uma molécula isolada usando diferentes métodos de aproximagao, como Hartree-Fock e
DFT em conjunto com séries de bases diversas. Nossos calculos foram estabelecidos para
uma tnica molécula da célula unitaria do cristal. Sendo entao, restrito para modos 6ticos
do cristal, portanto nao sendo capaz de calcular modos vibracionais com niimeros de onda

de baixa frequéncia correspondente a vibracoes de rede ~ 200 cm™!.

A identificacdo dos modos normais de vibracao das substancias em estudo foi
feita usando a Teoria do Funcional de Densidade — DFT (do inglés, Density Funcional
Theory), que é um calculo de primeiros principios ou, pelo termo latino, calculos ab inito,
ja que esses sao feitos com o minimo de dados experimentais. Neste método resolve-se as
equagoes quantum-mecanicas que governam o sistema. As tnicas informacoes necessarias
para se efetuar os calculos sao os niimeros atomicos e as posi¢oes dos atomos dentro do
sistema, que podem ser obtidos a partir de dados cristalograficos, bem como de estruturas
desenhadas usando programas especificos, por exemplo, Chemsketch da ACD\Labs que é

de codigo livre.

Os calculos computacionais baseados na DFT, para as substancias em estudo,
foram realizados com o pacote Gaussian09 [67]. O funcional B3LYP foi usado com a série
de base 6-31 G(d,p)+-+ em conjunto com o modelo de polarizagao continua (PCM), para
simular efeitos do solvente. Os calculos foram determinados para uma molécula isolada das
substancias em estudo, por isso algumas diferencas foram perceptiveis, como a quantidade
de modos normais de vibragao, a largura das bandas, entre outras. Como as interacoes entre
as moléculas na rede cristalina nao sao consideradas fortes, a aproximagao é considerada
boa. Fizemos o uso de um fator de escala, conforme sugerido na referéncia [68]. O uso do

fator de escala proporciona uma melhor aproximagcao do resultado teérico do experimental.

Partindo de uma estrutura inicial, é preciso otimizar a estrutura da molécula em
estudo antes de calcular as frequéncias dos modos vibracionais, ou seja, deixa-la numa
conformagao que represente o minimo de energia (estado fundamental). Isso tornard o
calculo mais preciso, visto que estruturas otimizadas tém menos elétrons livres, assim, o

calculo para descrever o sistema, torna-se mais rapido e preciso.
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A estrutura otimizada é submetida entdo ao calculo computacional, gerando um
arquivo de saida contendo informacgoes das frequéncias vibracionais, na aproximacao
harmonica, e os deslocamentos atomicos para cada modo. Para as estruturas otimizadas das
moléculas nenhuma frequéncia imaginaria foi obtida, mostrando que o minimo verdadeiro
da superficie de energia potencial tinha sido bem encontrado. O programa Gaussian calcula
todos os 3N-6 (para uma molécula néo linear) ou 3N-5 (para uma molécula linear) modos
normais de vibracao e sua interface permite visualizar cada modo normal de vibragao,
sendo possivel ver em uma animagao, os movimentos caracteristicos dos tipos de vibragoes

de um determinado modo.

Para classificar com precisao os modos normais de vibracao das substancias usamos
o programa VEDA4 [69], o qual faz uma andlise das coordenadas normais do sistema,
indicando o percentual de contribui¢ao de cada parte/grupo molecular para um dado modo

normal de vibracao.
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3 Propriedades estruturais e vibracionais do

dipeptideo L-alanil-L-fenilalanina

Nesse capitulo sao apresentadas informacgoes sobre as propriedades da estrutura
molecular do dipeptideo L-alanil-I-fenilalanina obtidos através de cédlculos tedricos, bem

como propriedades vibracionais da estrutura cristalina.

O dipeptideo L-alanil-L-fenilalanina Ci5H16NoO3 (Ala-Phe ou AF) é constituido
pelos aminodcidos L-alanina e L-fenilalanina, que individualmente possuem diversas fungoes
biolégicas. A alanina, por exemplo, fortalece o sistema imunolégico produzindo anticorpos.
A fenilalanina é utilizada pelo cérebro para produzir a neropinefrina, uma substancia
quimica que transmite sinais entre células nervosas, promove a vitalidade, além de elevar o
humor, diminuir a dor, tendo sido usada para tratar a depressao, artrite, caibras menstruais,

enxaqueca, obesidade, doenca de Parkinson e esquizofrenia [42].

A estrutura molecular do dipeptideo AF, ilustrado na Fig. 3.1, é constituido por 33
atomos, peso molecular de 236,27 g/mol e uma area molecular de aproximadamente 95,5
A2?. Na Tab. 3.1 apresentamos algumas propriedades deste material. Os dados referentes
as posigoes atomicas e aos pardmetros geométricos (comprimento de ligagoes, angulos e
diedros) da estrutura molecular otimizada do dipeptideo AF estao listados nos anexos

deste trabalho, nas Tabs. B.1 e B.2, respectivamente.

Tabela 3.1 — Propriedades do dipeptideo AF.

Nome na IUPAC (S)-2-((S)-2-Aminopropanamido)-3-fenilpropandico acido
Formula molecular C19H16N2O3

Massa molar 236,267 g/mol

Volume Molar 299,0 £+ 3,0 cm?

Densidade 1,241 g/cm?

Indice de refracio 1,565

Ponto de decomposigao 248,7 £ 28,7 °C

3.1 Superficie de energia potencial

Um importante angulo de tor¢ao nos dipeptideos merece aten¢ao por influenciar
consideravelmente a conformacao dessas moléculas, e, consequentemente, a conformacao
dos peptideos e proteinas. Este angulo é definido pelos carbono alfa (C,) e carbono beta

(C) do primeiro residuo de aminoacido com o carbono alfa e carbono beta do segundo
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residuo de aminodcido, intercambiados pelo plano amida (OCNH), § = C’lﬁ —Cy---C8 —02’8 .
Alteracoes nesse angulo definem as posicoes relativas das cadeias laterais dos dipeptideos,
por isso, muitas vezes é também chamado de angulo dipeptidico [41]. Este d&ngulo de tor¢ao
¢ o caminho mais simples para descrever a configuracdo conformacional de um dipeptideo,
caracterizando a influéncia das interagoes intra e intermolecular no meio cristalino. Na
cadeia polipeptidica, a definicdo de dobramento de proteinas depende dos angulos de
tor¢ao que contornam o carbono alfa (onde ocorre a livre rotacao). Dessa forma, os angulos
antes do carbono alfa, chamado dngulo phi (¢), e o dngulo de torgao ap6s o carbono alfa,
chamado de angulo psi (¢) [70] merecem destaque, pois fornecem informagoes importantes
sobre a conformacao destas estruturas. Na Fig. 3.1 podemos ver o angulo de torc¢ao 6,

tracejado por uma linha verde e os angulos diedrais ¢ e ¢ para o dipeptideo AF.

Figura 3.1 — Representacao da estrutura molecular do dipeptideo AF, na forma zwiteri-
Onica, com a correspondente numeragao atémica utilizada neste trabalho e
identificacao dos angulos de torcao 6, ¢ e .

Fonte: Produzida pelo autor com os softwares VESTA e Inkscape.

Para investigar a estabilidade energética de diferentes possiveis configuracoes
conformacionais para o dipeptideo AF, foi realizado o cédlculo da superficie de energia
potencial (PES) em fungao do dngulo de torgao 6, variando o angulo de tor¢ao C2 — C'1 -
-+ C4 — C5 do dipeptideo AF de —180° a +180° em passos de 10°. A energia relativa
em relagdo & conformagao de menor energia (minimo global), AE, que se deu em torno
de - 110°, foi plotada em relagdo ao angulo diedral, como mostrado na Fig. 3.2, onde
podemos ver que hd minimos locais em torno de —150°, 4+20° e +150°. A temperatura

ambiente, a energia térmica (kT) é de aproximadamente 2,45 kJ/mol, que corresponde &
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linha azul tracejada no grafico da Fig. 3.2. Podemos, ainda, observar duas regides abaixo
da energia térmica a temperatura ambiente, a primeira regiao entre —85° e —115° e a
segunda regiao entre —177° e —130°, separada por uma barreira de 1,96 kJ/mol. O entorno
desses minimos locais pode indicar possiveis configuracoes para o dipeptideo AF, o que

depende das intera¢des com o meio em que o sistema cristalino vai se formar.

A analise da rotagao dos angulos ¢ e v leva a identificagdo de regides onde nao hé
sobreposicao dos atomos, que sdo chamadas de regioes permitidas. Na Fig. 3.2, ilustramos,
como variam os angulos ¢ e ¥ (eixo y a direita) em fungao do angulo §, na mesmo intervalo
adotado para o calculo da PES. Neste caso, enquanto o angulo # varia de -180° a + 180°,

o angulo ¢ varia entre -40° e 25° e o angulo 1 varia entre 80° e 110°, respectivamente.

Figura 3.2 — Variagao de energia potencial em fun¢do dos angulos de tor¢ao no dipeptideo

AF.
30 ! | ! I ' | fl I ! I} ' | ! | ' ]
KK * eKedek-
[ *‘***\ /*'*‘*****-*.* ‘***‘t a '*‘*«k* *’* * {100
25 | *‘* ~*~=/ J
i [ i ‘I\-\ A 80
—a— 9 ] i
20F —v—0 / \1-.-! 4602
—— u i >
S DY / =
= kg T o +440 »
2 15 - g g
= / 1 '8
S X / # v 4203
% v r LK v \
10 | v / X ¥ :
/ v e
4 u / N —40
. 4 / v v
y/ v, u / v \/ ]
[ /l\v ‘v'!&v- A /'/ VyvvY 20
-._._..\ .......... .._\X._._._.yl ............ v/’ ........................................................ =
n {40
y
0 . \'* . l'l{ . L . | . I . L . L .
-200 -150 -100 -50 0 50 100 150 200
8(°)

Fonte: Dados da pesquisa.

Dependendo das interagdes moleculares na estrutura cristalina, podemos observar as
diferentes conformagoes a temperatura ambiente. Esta ampla faixa angular que observamos
abaixo da linha da energia térmica a temperatura ambiente, pode deixar as cadeias laterais
praticamente em lados opostos, em relagao ao esqueleto molecular, como, ilustrado nas Figs.

3.3(a-b). Em contrapartida, observa-se um minimo local de energia em torno de 20°, onde
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as cadeias laterais encontram-se no mesmo lado em relacao ao esqueleto molecular, vide Fig.
3.3(c). Este fato tem sido observado na formagao de estruturas cristalinas microporosas
de dipeptideos hidrofébicos, fazendo com que haja uma formacgao de regioes hidrofilicas e
hidrof6bicas nos cristais [28,71]. A maioria dos dipeptideos conhecidos tem o dngulo de
tor¢ao 0 (em valores absolutos) superior a 135° e outra porcao consideravel possui um
moédulo entre 90° e 135°, como mostrado por Gorbitz [41]. Os dois intervalos apresentados
no PES para o angulo ¢ do dipeptideo AF estao compreendidos exatamente dentro dessas

faixas angulares.

Figura 3.3 — Conformagoes do dipeptideo AF: (a) |#| = 110° (minimo global) e minimos
locais de energia (b) |0] = 150° e (c) |0] = 20°.

(a) AF com [B] =110° (b) AF com |8] =150° (c) AF com |8] =20°

Fonte: Produzido pelo autor a partir de dados teoricos.

3.2 Efeito do solvente na otimizacao da estrutura molecular do
dipeptideo AF

Outro efeito importante nas estruturas formadas por dipeptideos hidrofobicos é a
interacao destes com solventes organicos, usados no processo de sintese ou crescimento, para
a estabilidade de estruturas cristalinas. O que se tem observado é que a mudanca do solvente,
as vezes, leva a obtencao de diferentes formas cristalinas de um mesmo dipeptideo, como
ilustrado na Fig. 3.4. Isso resulta na formagao de estruturas com diferentes formas para o
mesmo dipeptideo, como, por exemplo, nanotubos, hidrogéis, nanocamadas, vesiculas, filmes
finos, entre outros. Por esse motivo, submetemos a estrutura molecular do dipeptideo AF
para otimizar utilizando diferentes solventes disponiveis no cédigo Gaussian. Escolhemos
aqueles solventes comumente usados na cristalizacao de algumas estruturas cristalinas de

dipeptideos, como 1-propanol, 2-propanol, metanol, etanol, 2,2,2-trifluoroetanol e dgua.
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Figura 3.4 — Diferentes estruturas de um mesmo dipeptideo em funcao do solvente utilizado
na cristalizacao.

Vapor de anilina

Agua Modificacio -Boc

Fonte: Adaptada da referéncia [72].

A Tab. 3.2 apresenta a constante dielétrica de cada solvente e o correspondente
angulo de torcao do dipeptideo AF na conformacao mais estavel, para cada um deles,
obtida do processo de otimizacao. As duas conformagoes de menor energia foram obtidas
quando utilizamos metanol e a dgua como solventes, respectivamente. Podemos ainda
observar que o angulo dipeptidico de torcao apresenta uma pequena variagdo em relagao a
variagao da constante dielétrica do solvente, aumentando ligeiramente conforme mostrado
na Fig. 3.5.

Na literatura sao reportados alguns trabalhos de estruturas cristalinas contendo o
dipeptideo AF utilizando 2-propanol e amoénia como solvente, onde observou-se tragos do
solvente na estrutura cristalina dos cristais obtidos [36,37]. Trabalhos com dopagem do
dipeptideo AF no quais hd uma intera¢do com metais como ouro (Au) [39] e cobre (Cu)
[73] também sao reportados, o que ressalta a versatilidade do material, as possibilidades
de utilizacao do mesmo em diferentes campos, como na medicina, na utilizacdo em

medicamentos ou tratamentos e engenharia e na construcao de novos materiais.

3.3 Andlise vibracional do dipeptideo AF

Para o estudo das propriedades vibracionais do dipeptideo AF, a estrutura inicial foi

isolada da estrutura cristalina reportada na referéncia [36], otimizada e, entdo, submetida ao
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Tabela 3.2 — Efeito do solvente no angulo de tor¢ao € do dipeptideo AF.

solvente constante dielétrica (¢) angulo diedral (0) AE (kj/mol)
2-propanol 19,264 -133,594 6,934
1-propanol 20,524 -137,392 9,998
2,2,2-trifluoroetanol 26,726 -138,191 10,859
etanol 24,852 -138,199 7,701

metanol 32,613 -138,365 0

acetonitrila 35,688 -138,389 4,365
4gua 78,355 147,456 0,287

Figura

¢ do solvente

Fonte: Dados da pesquisa.

3.5 — Variagao do angulo de tor¢ao 6 do dipeptideo AF em relacao a diferentes
solventes.
80 _ .
@ agua
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Fonte: Dados da pesquisa.
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calculo para a obtencao das frequéncias dos modos normais de vibracgao, onde encontramos
os 3N —6 modos relativos a molécula do dipeptideo. A Fig. 3.6 ilustra a comparagao tedrico-

experimental dos espectros Raman (abaixo) e infravermelho (acima) para o dipeptideo
AF.

Figura 3.6 — Comparacao tedrico-experimental dos espectros Raman e infravermelho do

dipeptideo AF.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os espectros tedricos foram escalados utilizando os fatores de escala 0,977 para

modos abaixo de 1800 cm™' e 0,955 para modos acima de 1800 cm™! como sugerido
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na referéncia [68]. O espectro Raman calculado, fornecido em atividade Raman, foi
convertido para intensidade Raman (RI), utilizando a Eq. 3.1, oriunda da teoria basica do

espalhamento Raman [74]:

RI = C(Vo — 1/2‘)4 . l/-_l . Bl . Si, (31)

1

onde C é uma constante de escala (107'%), 1 ¢ a frequéncia de excitacao do laser, v; é a
frequéncia calculada do i-ésimo modo normal e S; é a correspondente atividade Raman
para este modo. O fator B; explica a contribuicao dos estados vibracionais excitados para

as intensidades:

B; = {1 —el-hve/M (3.2)

onde nesta expressao h,k, c e T correspondem as constantes de Planck e Boltzmann, a
velocidade da luz e a temperatura em Kelvin. Lorentzianas com largura de banda de 10

cm ! foram usadas para todos os graficos do espectro calculado.

A Tab. 3.3 apresenta uma descricao detalhada das atribuigdes de todos os modos
vibracionais da molécula do dipeptideo AF. A primeira coluna apresenta os nimeros
de onda calculados (weqe) usando DET, na segunda coluna temos os nimeros de onda

escalados (wesear), onde utilizamos os fatores de escalas de 0,977 para valores até 1800 cm™!

! conforme mencionado no procedimento tedrico. A

e 0,955 para valores acima de 1800 cm™
terceira e quarta colunas fornecem os niimeros de onda das medidas dos espectros Raman e
infravermelho experimentais. Por fim, na quinta coluna, apresentamos a atribuicao relativa
a cada modo normal de vibragao com o correspondente valor da distribuicao de energia
potencial (PED), onde consideramos apenas contribuigoes superiores a 10%. Para facilitar
a discussao, separamos os intervalos espectrais em quatro regioes, onde comentaremos

cada uma delas em subsecoes.

A regido de baixo ntimero de onda (menor que 150 cm™!) est4 associada em termos
gerais a modos de rede, de modo que o calculo em uma tunica molécula nao fornece
muita informacao para essa regiao. Na Tab. 3.3, fornecemos uma atribuicao tentativa dos
modos com ntmero de onda inferior a 150 cm™!, conforme obtido do célculo de DFT
para uma molécula. Isso indica que, embora a maioria das bandas nessa regiao esteja
associada a modos de rede, possivelmente elas sao acopladas a alguns modos internos.
No entanto, o ponto mais importante é a possibilidade de usar as bandas que aparecem
nesta regiao para definir ou nao a ocorréncia de transi¢oes de fase sob pressao [75] ou
sob variagoes de temperatura [76], conforme relatado anteriormente. Reconhecidamente, o
entendimento desta regiao espectral nos ajuda a entender a estabilidade da estrutura sob

diversos parametros termodinamicos.
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3.3.1 Regido espectral entre 150 e 600 cm !

Na regiao entre 150 e 600 cm~! predominam vibracoes do tipo torcao no plano
e fora do plano e deformacao de grupos de atomos que compoem o esqueleto molecular.
Em 166 cm ™!, podemos observar uma banda no espectro infravermelho que corresponde a
contribuic¢oes de vibragoes do tipo tor¢ao que envolvem o grupo de atomos que compoem
o plano amida; observa-se que a mesma banda nao é perceptivel no espectro Raman. Em
220 cm~! observamos outra banda no espectro IR que nao tem correspondente no espectro
Raman associado a uma vibracao do tipo tor¢ao do grupo metil, v(C2H3) tendo também
contribuic¢oes de vibragoes do tipo torcao no plano do CNCC' e CCCC, e fora do plano,
Y(CNCC) e Y,:(CCCC). A vibragao do tipo tor¢ao do grupo N Hj; é observada entre
359 e 378 em~!. Registra-se que em outros dipeptideos e aminodcidos banda similar foi
reportada préximo a essa regiao espectral [77]. Essa regido também apresenta vibragoes do
tipo torcdao do grupo CO; , associada a banda situada em 340 cm ™!, observada no espectro
Raman. A banda situada em 406 cm~! foi associada a uma vibracao do tipo torcao fora
do plano dos dtomos que compoem o anel aromético da estrutura, Yy, (CCCC — anel)
observada no espectro IR. A Fig. 3.7 ilustra alguns modos normais de vibragao selecionados
do dipeptideo AF nesta regiao, onde também podem ser visualizadas as animacoes referente

a cada modo por meio da leitura dos respectivos QR code.

Figura 3.7 — Alguns modos normais de vibracio do dipeptideo AF entre 150 e 600 cm ™.
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Fonte: Dados da pesquisa.

3.3.2 Regido espectral entre 600 e 1200 cm™!

Na regiao espectral predominam vibragoes do tipo deformacdes, torcoes e estira-

mentos CC e NC. Deformacoes HCC pertencentes ao anel ocorrem de 1080 a 1171 cm™*.
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A vibracao do tipo rocking do grupo CHj foi atribuida & banda situada em 1119 cm™!,

enquanto o rocking do grupo CH, apresenta-se nos modos situados entre 990 e 998 cm ™!,
onde também observamos um rocking do grupo NH3 . Torcoes fora do plano do tipo HCCC
pertencentes ao anel aromético sdo observadas de 694 a 981 cm ™!, onde também ocorrem
torgoes fora do plano dos grupos CCCC, CCNC, OCNC, OCOC que estao associados ao
esqueleto da estrutura molecular. A deformagao do grupo CO; contribui para as bandas
situadas em 622 e 806 cm~!. Deformacao fora do plano do tipo HCCC do anel apresenta,
contribuicoes nas bandas situadas de 698 a 981 cm~!. Modos de vibracao do tipo twisting
do grupo CH, contribuem nas bandas situadas em 1168 e 1171 cm™!. Os modos de vibracao
do tipo rocking dos grupos CHy, CH3 e NHF estao presentes nas bandas entre 990 e 1119
cm~!. O estiramento CC tem contribuicdo em bandas da regidao entre 601 e 1062 cm™!,
enquanto o estiramento NC apresenta contribui¢oes em bandas localizadas em 827, 848, 886
e 1047 cm~!. Na Fig. 3.8 apresentamos alguns modos normais de vibraciao do dipeptideo
AF nesta regido, com as animagoes referente a cada modo disponivel para visualiza¢ao por

meio da leitura dos respectivos QR code.

Figura 3.8 — Alguns modos normais de vibracdo do dipeptideo AF entre 600 e 1200 cm .
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Fonte: Dados da pesquisa.

3.3.3 Regido espectral entre 1200 e 1800 cm !

Nesta regiao, os modos mistos comecam a surgir devido a vibragoes de diferentes
partes/grupos da molécula. Em 1670 cm ™! observamos uma banda atribuida ao estiramento
do grupo C=0 tendo contribuicao também do estiramento N2C3, onde o ltimo esta

associado com a ligagao peptidica. Esse modo é visivel tanto no espectro Raman, quanto no
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espectro infravermelho, possuindo baixa intensidade Raman e alta intensidade no espectro

infravermelho. O estiramento antissimétrico do grupo CO5 ocorre em 1587 cm ™!

, enquanto
o estiramento simétrico deste grupo é observado em 1349 e 1357 cm~!. A deformacido do
grupo NHY é observada entre 1599 e 1632 cm™!. As vibracoes de estiramentos C=C que

Le as deformacoes do

constituem o anel da estrutura sdo observadas de 1588 a 1609 cm™
tipo CCH entre 1322 e 1493 cm~!. A banda situada em 1546 cm™! estd relacionada a
uma deformagdo C3N1H, possuindo também contribui¢ao de um estiramento N2C3 (plano
amida), onde observa-se, novamente, uma banda muito intensa no espectro infravermelho,
enquanto que no espectro Raman a mesma aparece com baixa intensidade. Deformacgoes do
grupo CH3 ocorrem entre 1447 e 1470 ecm ™. As vibracgoes do tipo wagging do grupo metil
CH; sao observadas de 1409 a 1436 cm ™!, onde ainda podemos observar um wagging do
NHF. A vibracdo do tipo wagging do CH, ocorre em 1301 cm™!, e os modos vibracionais
do tipo scissoring do grupo CHy sdo observados em 1447 e 1456 cm™!. Torcoes no plano
do tipo HCCN e HCCO e deformacgoes no plano de CCH e CNH sdo comuns nesta regiao
espectral. Observamos também estiramento do tipo NC e CC entre 1195 e 1267 cm™!. Na
Fig. 3.9 ilustramos alguns modos normais de vibragao atribuidos nessa faixa espectral,

onde também disponibilizamos por meio de QR code as respectivas animagoes.

Figura 3.9 — Alguns modos normais de vibragao do dipeptideo AF entre 1200 e 1800
-1
cmT.
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Fonte: Dados da pesquisa.

3.3.4 Regido espectral entre 2800 e 3500 cm !

Os modos vibracionais nesta regiao sao caracteristicas das vibragoes de estiramentos

dos grupos funcionais NH, NH3, CH, CH, e CH;. A distribuicdo de energia potencial
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apresentou uma alta contribuicdo dessas porgoes da molécula nos modos normais (entre 90
e 100 %). A banda observada no espectro de IR em 3386 cm ™! é atribuida a um estiramento
antissimétrico do grupo NHF. Estiramento simétrico do grupo NHj foi observado em
3058 e em 3322 cm ™!, presente em ambos os espectros (IR e Raman). Em 3061 cm™,
observamos uma vibracao do tipo estiramento em fase do grupo CH pertencente ao anel
da estrutura, enquanto o estiramento fora de fase no anel aromatico pode ser observado
entre 3017 e 3049 cm~t. Um estiramento antissimétrico do grupo CHs é observado em
3003 e 3009 cm™~!, e o estiramento simétrico do mesmo grupo ¢é atribuido a partir de 2928
a 3009 cm~!. O estiramento simétrico do grupo CH, é atribuido a banda em 2992 cm™!,
enquanto o estiramento antissimétrico do CH, corresponde & banda em 2945 cm™!. As
bandas situadas em 2969 e 2929 cm~! sdo atribuidas & vibracao do tipo estiramento do
grupo CH. A Fig. 3.10 ilustra alguns modos normais de vibragdo contidos nessa regiao,

bem como as respectivas animagoes disponibilizadas nos respectivos QR code.

Figura 3.10 — Alguns modos normais de vibracao do dipeptideo AF entre 2800 e 3500
-1
cm
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Fonte: Dados da pesquisa.

Finalmente, entre 1800 e 2800 cm™!, os espectros Raman e FT-IR mostraram a
auséncia de bandas. Isso ¢ caracteristico da maioria dos aminoacidos, ja que as unidades
que formam a estrutura molecular nao possuem vibragoes com energia nessa regiao.
Assim, espera-se que um comportamento semelhante ocorra nos dipeptideos. Essa auséncia
foi reproduzida pelos calculos DFT, mostrando boa concordancia com os resultados
experimentais. Além disso, atribui¢oes para outros dipeptideos reportados na literatura

indicam uma boa concordancia com o presente trabalho [39,77-79].
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3.4 Consideracoes sobre os resultados obtidos para o dipeptideo

AF

As propriedades estruturais e vibracionais da estrutura molecular do dipeptideo AF,
na forma zwitterionica, foram investigadas através de técnicas de espectroscopia Raman,
FT-IR e calculos de primeiros principios através da Teoria do Funcional de Densidade.
A andlise do angulo de torgao caracteristico da estrutura molecular do dipeptideo (0 =
ol — cy--- 08 — cy ) mostrou duas regides susceptiveis a conformacao de baixa energia
do dipeptideo AF & temperatura ambiente. A primeira regido, encontrada entre 85° <
|0] < 115° e a segunda regiao entre 130° < |f| < 177°, separadas por uma barreira de 1,96
kJ/mol. Nestes intervalos angulares, as cadeias laterais podem apresentar-se praticamente
em lados opostos, no entanto, observamos em torno de 20° um minimo local onde as
cadeias laterais apresentam-se no mesmo lado em relagao ao esqueleto molecular, o que
pode facilitar a formacao de estruturas com propriedades hidrofilicas e hidrofébicas, como
ocorre com alguns dipeptideos que formam cristais porosos. Conférmeros de menor energia
foram obtidos para diferentes solventes usando o modelo de polarizacao continua (CPMC).
Os calculos mostraram que ha uma pequena variagao de energia e o angulo de torcao
do dipeptideo aumenta sutilmente em relacao a constante dielétrica do solvente. Para o
dipeptideo AF, conformagoes com menor energia foram obtidas usando metanol e dgua.
Com relacao as propriedades vibracionais do material, os niimeros de onda calculados
reproduziram os resultados experimentais com boa concordancia, permitindo-nos atribuir
todos os modos normais de vibracao do dipeptideo AF com a respectiva distribuicao de

energia potencial (PED).
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Tabela 3.3 — Numeros de onda calculados e escalados e os niimeros de onda Raman e IR
experimentais (em unidades por centimetro), bem como a classificagdo dos
modos vibracionais do dipeptideo AF com PED [%)].

Weale Wescal WRaman WIR Classificagdo dos modos normais de vibra¢do com PED[%]
22 21 v(N2C4C5C6)[65] + v(C1C3N2C5)[10]
33 32 y(C4C5C6CT)[46] + v(C1C3N2C5)[19]
34 33 ¥ (C4C5C6CT)[54] + (C1C3N2C5)[16] -
~(03C12C4C5)[11]
61 60 ~(C1C3N2C4)[42] + v(N1C1C3N2)[18] +
~(N2C4C5C6)[11]
66 64 ~(N1C1C3N2)[47]
83 81 85 §(C4C506)[34] + Yout (C5CTC11C6)[33]
102 100 v(C3N2C4C5)[56]
138 135 133 §(C3N2C4)[44] + §(C1C3N2)[10]
170 166 168  §(C12C4N2)[20] + 6(C1C3N2)[14] + §(N2C4C5)[11]
202 197 v(N1H)[66]
225 220 210  ~y(C2H;)[18] + Yout (C2N1C3C1)[16] +
Yout (C12C9C8CT)[11]
237 232 229 228  §(C4C5C6)[14] + ~(C10CICSCT)[12]
250 244 241 270 ~(C2Hs)[33]
348 340 340 Y(CO7)[13] + §(C5C6CT)[11]
367 359 353 350  §(C1O2N1)[11] + §(N1C1C3)[10] +v(N1H;)[10]
387 378 398 395  y(N1HJ)[37] 4+ 6(0O1C3N2)[17]
416 406 407 Yot (CCCC — anel)[53]
436 426 422 §(N2C4C5)[28] + 6(03C12C4)[18]
444 434 §(C1O2N1)[26] + §(N2C4C5)[15] + Your (N1C1C203)[12]
489 478 493 471 You(C2N1C3C1)[24] 4+ 4(CTC8CIC10)[15]
539 527 ~(HN2C3C1)[78]
552 539 547 548  §(03C4C12)[27] + 6(C1C3N2)[10]
581 568 566 564  §(C6CTC8)[15] + 6(CAC12N2)[15] 4+ 6(03C4C12)[11]
615 601 v(C1C3)[20] + 6(01C3N2)[12] 4 Your (O1CIN2C3)[12]
632 617 5(C9C10C11 — anel)[75]
651 636 622 621  6(CO5)[14] + Yout (02C403C12)[14]
710 694 698 696 Yout(CCCO)[53] + Your (HCCC — anel)[41]
746 729 721 718 out (O1CTIN2C3)[30]4+6(CO5 ) [12]+Your (02C403C12)[11]
760 743 743 742 Yo (HCCC — anel)[48] + Yout (C6CTCSCI)[10]
775 757 761 761 5(CO3)[23]+Yout (OLCTN203) [15]+7out (02C403C12)[10]
825 806 819 811 §(C8CIC10)[24] 4+ v(CHC6)[16] + 6(CO; )[13]
854 834 827 827  v(N1C1)[26] 4+ v(C1C2)[15] + 6(O1C16N2)[13]
859 839 844 844  ~,u(HCCC — anel)[96]
868 848 854 853  v(N2C4)[17] 4+ v(C4C5)[10]
907 886 880 876  v(N1C1)[20] 4 v(C1C3)[16]
932 911 918 917 Yout (HCCC — anel)[65]
959 937 948 942 v(C1204)[19] + Yout (C12C5N204)[13]
987 964 Yout (HCCC — anel)[78]
1001 978 980 978  v(C1C2)[23] + #(N1H;)[17] 4+ r(C2H,)[12]
1004 981 Yout (HCCC — anel ) [67] + You: (C8CIC10C11)[16]
1012 989 989 5(CCC)[62] + v[CIC10)[12]
1013 990 r(N1H;)[21] + y(HC1C2N1)[18] + r(C2Hy)[15]
1022 998 1012 r(C2H,)[39]
1048 1024 1029 1028  v(C8C9)[47] + 6(C9C10C11)[13] + §(HCTC8)[11]
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Tabela 3.3 (Continuagéo). Ntimeros de onda calculados e escalados e os ntimeros de onda Raman e
IR experimentais (em unidades por centimetro), bem como a classificagdo dos modos vibracionais
do dipeptideo AF com PED [%)].

Weale Wescal WRaman WIR Classificagdo dos modos normais de vibracdo com PED[%]
1087 1062 1047 1050  u(C4C5)[22] + v(N2C4)[20]

1105 1080 1081 1088  S(HCOC — anel)[32] + v(CC)[25]

1145 1119 1120 1124 #(C2H3)[17) + Y(HN1C1C2)[10] + Your (C2N1C3C1)[11]
1176 1149 1155 S(HCC — anel)[78)

1196 1168 1169 1167 §(HCC — anel)[24] + 7(C2H,)[10]

1199 1171 1182 1181  §(HCC — anel)[39] + r(C2H,)[12]

1223 1195 1202 V(C5C6)[33] + 6(HCTNS)[10]

1261 1232 1248 1231 ~(HN2C102)[45) + 6(HCAN2)[26]

1297 1267 1250 1264 v(N2C3)[26] + 6(C3N2H)[20] + 6(C1C2H)[18]
1332 1301 1200 1289  wagg(C5H,)[33]

1346 1315 1317 1318 §(C2C1H)[35)

1353 1322 v(CC — anel)[50] 4+ 6(CCH — anel)[20]

1350 1328 §(CCH — anel)[37] + 6(C5N2H)[10]

1364 1333 1349 v5(COy )[51]

1388 1356 1357 1356 S(N2CAH)[24] + ~(HCAC1203)[23] + v4(CO; )[11]
1398 1366 1369 v(HC1C3N2)[62] + 6(C1C2H)(14]

1441 1409 1398 1389  wagg(C2H3)[81]

1470 1436 wagg(N1HF)[63] + wagg(C2H3)[13]

1481 1447 1444 1443 sc(C5Hy)[27] + 6(CCH — anel)[18]

1490 1456 sc(C'5H,)[53]

1492 1458 1457 1453 §(C2H;)[77)

1505 1470 §(C2H;)[89]

1528 1493 1497 1497 §(CCH — anel)[67]

1582 1546 1555  6(C3N1H)[55] + v(N2C3)[21]

1624 1587 1583 1565  14s(CO3)[78]

1625 1588 v(C = C — anel)[41]

1637 1599 S(N1H)[91]

1647 1609 1603 v(C10 = C11 — anel)[30]

1670 1632 1631 §(NLH;)[85]

1709 1670 1673 1678 u(C = 0)[63] + v(N2C3)[19]

3066 2928 2920 2922 v,(C2H3)[100]
3068 2929 2933 2829  v(C4H)[94]
3084 2945 2946 2055  vy(C5H;)[95]
3109 2969 2974 2971 v(C1H)[95]

3133 2992 2081 Vas(C5H3)[98]

3145 3003 3003 3006  v,s(C2H;)[96]

3151 3009 vs(C2H3)[99]

3170 3027 3026 3025  vas(CH — anel)[95]
3175 3032 3035 Vas(CH — anel)[90]
3186 3043 3047 Vas(CH — anel)[99)]
3193 3049 Vas(CH — anel)[93]
3202 3058 3058 3058  w (N1H;)[96]

3205 3061 3062 3063 v (CH — anel)[93]
3479 3322 3255 3256 v (N1H;)[98)

3546 3386 3381 ve(NLH;)[100]
3638 3474 v(N2H)[100]

Fonte: Dados da pesquisa.
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4 Propriedades estruturais e vibracionais do

dipeptideo L,L-dileucina

Neste capitulo apresentaremos todos os resultados obtidos para o dipeptideo L,L-
dileucina, bem como os resultados e discussoes. Para esta amostra realizamos experimentos
de espectroscopia Raman e infravermelho a temperatura ambiente, bem como calculos de
primeiros principios via DF'T para uma comparagao tedrico-experimental, espectroscopia
Raman em funcao da pressao, difragao de raios-X sincrotron em funcao da pressao,

calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e difracdo de raios-X em fungao da temperatura.

4.1 Introducao

Peptideos com estruturas porosas tém aplicacdo em armazenamento de gases e em
absorcao seletiva, sendo capaz de armazenar ou perder moléculas em suas cavidades sem

perder a cristalinidade [80].

O dipeptideo L-leucil-L-leucina hidratado (Leu-Leu, L,L-dileucina ou LL), cuja
formula molecular é Co Hoy NoOs - 0, 87H50), é constituido por dois residuos do aminoacido
leucina. Dentre suas fungoes, a leucina interage com os aminoacidos isoleucina e valina
para promover a cicatrizagdo da pele, musculos, tecidos e ossos, além de reduzir o nivel de

agicar no sangue e aumentar a produgao do hormonio do crescimento [42].

O dipeptideo L,L-dileucina tem se mostrado uma fonte promissora para novos
materiais, podendo interagir com moléculas de alguns solventes organicos, seja durante a
sintese ou no processo de cristalizagdo e, com isso, formar substancias cristalinas distintas.
Por exemplo, cristais de L,L-dileucina obtidos utilizando dgua no crescimento da estrutura
cristalina, origina estruturas em forma de nanotubos, onde as moléculas de agua participam

de forma efetiva da estabilidade da rede cristalina [41].

A Fig. 4.1 ilustra o dipeptideo L,L-dileucina e a interacao destes com moléculas de
agua. Podemos observar regioes hidrofilicas, onde se concentram os grupos amina, grupo
carboxilico e moléculas de agua, e regioes hidrofébicas, constituidas pelas cadeias laterais,

resultando na formacao de canais.
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Figura 4.1 — Dipeptideo LL interagindo com moléculas de dgua formando canais.

Fonte: Produzida pelo autor usando os saftwares Vesta e Inkscape.

Na Tab. 4.1 apresentamos algumas propriedades do dipeptideo LL. Além do dipep-
tideo LL hidratado, sao reportados na literatura, o crescimento de cristais do dipeptideo
LL utilizando os solventes 1-propanol, 2-propanol, etanol e combinacoes de solventes,
resultando na formagao de materiais com variadas formas e diferentes fases [31,47,48,81].
Neste trabalho temos como objeto de pesquisa o dipeptideo L,L-dileucina hidratado, que,

por conveniéncia, chamaremos a partir de entao de LL.

Tabela 4.1 — Algumas propriedades do dipeptideo LL.

Nome na IUPAC (S)-2-((S)-2-amino-4-metilpentanamido)-4-metilpentanéico acido
Foérmula molecular C12H24N5O5

Massa molar 244,33 g/mol

Volume Molar 232,4 + 3,0 cm?

Densidade 1,1£0,1 g/cm?

Indice de refracao 1,482

Ponto de decomposigao 215,54+24,6 °C

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.2 Analise estrutural do dipeptideo L,L-dileucina

O padrao de difragdo de raios-X em condigoes ambientes foi obtido utilizando fonte
radiacao C, K, (0,15406 nm). A estrutura cristalina do dipeptideo LL foi confirmada
usando o programa GSAS [63] com os pardmetros iniciais relatados em um estudo anterior
[41], por meio do método de refinamento Rietveld. Os pardmetros de rede refinados foram
a=5,36,b=1687¢c = 3382 A, apresentando uma boa concordancia com os dados
experimentais, que sao respectivamente a = 5,35, b = 16,76 e ¢ = 33,31 A A Fig. 4.2
mostra o padrao de refinamento Rietveld. A qualidade do refinamento foi baseada nos
parametros Rwp 11,91% e S=1,83.

Figura 4.2 — Padrao de difragao de raios-X por refinamento Rietveld do dipeptideo LL e
comparac¢ao com o difratograma experimental.
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Fonte: Dados da pesquisa.

O dipeptideo LL cristaliza-se em condi¢oes ambientes na fase ortorrdombica per-
tencendo ao grupo espacial P2,2,2; (D3), com quatro unidades assimétricas' por célula

unitaria, onde cada unidade assimétrica é composta por duas moléculas de agua e duas

1 A unidade assimétrica é a menor porcio de um cristal que, quando duplicado e movido por operacées

de simetria, pode produzir a célula unitaria do cristal.
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moléculas do dipeptideo LL, Fig. 4.3(a). A Fig. 4.3(b) mostra a interagao entre moléculas
de dgua e as unidades assimétricas do dipeptideo LL, onde pode-se observar que as quatro
moléculas do dipeptideo LL constituem uma regiao hidrofilica por meio da interacao via
ligacoes de hidrogénio entre o grupo amina NH3 , o grupo carboxilico CO5 e as moléculas
de dgua, gerando canais por meio de processos de automontagem molecular. A Fig. 4.3(c)

ilustra a célula unitaria do cristal do dipeptideo LL.

Figura 4.3 — (a) Unidade assimétrica do dipeptideo LL; (b) Ligagoes de hidrogénio entre
moléculas de dgua e moléculas do dipeptideo LL; (¢) Célula unitaria do
dipeptideo LL; (d) Estrutura molecular do dipeptideo LL otimizada com a
correspondente numeragao atomica utilizada neste trabalho.

() (d)

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software Vesta.

Uma tinica molécula de dipeptideo LL foi isolada da célula unitaria da estrutura
cristalina e depois otimizada para a conformagio de menor energia. A Fig. 4.3 (c¢) mostra
a estrutura molecular otimizada do dipeptideo LL com a respectiva numeracao atomica
utilizada neste trabalho. Os valores das posi¢oes dos atomos nas coordenadas cartesianas
T, y, z sdo apresentados na Tab. C.1 (Anexo C). Na Tab. 4.2 apresentamos os pardmetros
geométricos da estrutura molecular otimizada do dipeptideo LL, onde fornecemos a
comparacao entre os dados tedricos e experimentais. Os parametros calculados apresentaram

boa concordancia com os dados experimentais. Por exemplo, alguns comprimentos de
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ligacdo que correspondem ao esqueleto molecular, como N2-C6, C2-C3 e C7-C8 tém
dimensoes de 1,3399, 1,5332 e 1,5246 A, enquanto os valores calculados sdo 1,3369, 1,5440 e
1,5387 A, respectivamente. Alguns angulos de ligacdo, por exemplo, N2-C6-C1, O1-C6-N2
e C6-N2-C7 que formam o plano amida, tém valores experimentais de 116,6849, 123,5075
e 121,8281°, em contrapartida, os valores calculados sao 116,6752, 125,6841 e 124,6422°,
respectivamente. Podemos também observar os angulos diedrais, tais como C6-C1-C2-C3,
N2-C7-C8-C9, e C7-N2-C6-C1 que apresentam valores experimentais de 58,9344, -65,8204
e 174,8616°, respectivamente, enquanto os valores calculados correspondentes foram de
76,6512, -58,1322 e 175,2308°. Algumas diferencas sao esperadas, visto que o calculo é
feito para uma molécula e as interagoes intermoleculares na estrutura cristalina nao sao

consideradas.

Tabela 4.2 — Parametros geométricos da estrutura otimizada do dipeptideo LL e compara-
¢ao com dados experimentais.

Comprimento de ligagdo (A) Angulos de ligagao (°) Angulos diedrais (°)
ligacdo exp. cal. ligacdo exp. cal. ligacdo exp. cal.
01-C6 1,2291 1,2407 C6-N2-C7 121,8281 124,6422 C7-N2-C6-01 -2,7725 6,4789
02-C12 1,2643 1,2620 N1-C1-C2 108,3481 108,7239 CT7-N2-C6-C1 174,8616 175,2308
03-C12 1,2470 1,2595 N1-C1-C6 108,1796 103,9145 C6-N2-C7-C8 -79,2969 -65,7996
N1-C1 1,4959 1,5112 C2-C1-C6 109,7588 112,6498 C6-N2-C7-C12 47,9404 64,3466
N2-C6 1,3399 1,3369 C1-C2-C3 114,9365 115,2107 N1-C1-C2-C3 176,8651 168,7308
N2-C7 1,4606 1,4722 C2-C3-C4 112,7171 112,2260 C6-C1-C2-C3 58,9344 76,6512
C1-C2 1,5358 1,5409 C2-C3-C5 108,8681 109,3925 N1-C1-C6-01 -52,6558 -36,8254
C1-C6 1,5171 1,5467 C4-C3-C5 110,5298 110,5311 N1-C1-C6-N2 129,6166 144,7419
C2-C3 1,5332 1,5440 01-C6-N2 123,5075 125,6841 C2-C1-C6-01 65,3795 80,6733
C3-C4 1,5219 1,5379 01-C6-C1 119,7657 117,6198 C2-C1-C6-N2 -112,3480 -97,7594
C3-C5 1,5325 1,5371 N2-C6-C1 116,6849 116,6752 C1-C2-C3-C4 59,2364 69,5747
C7-C8 1,5246 1,56387 N2-C7-C8 112,2195 112,8285 C1-C2-C3-C5 -177,7487 -167,3670
C7-C12 1,5403 1,5742 N2-C7-C12 109,6165 111,9809 N2-C7-C8-C9 -65,8204 -58,1322
C8-C9 1,5270 1,5421 C8-C7-C12 113,6229 113,9428 C12-C7-C8-C9 169,1165 172,7249
C9-C10 1,5315 1,5375 C7-C8-C9 114,5350 116,0088 N2-C7-C12-02 50,5849 17,7548
C9-C11 1,5222 1,5375 C8-C9-C10 109,5033 109,7723 N2-C7-C12-03 -130,5194 -165,7230
C8-C9-C11 112,1305 112,8475 C8-C7-C12-02 177,0300 147,3238
C10-C9-C11 110,3956 110,3838 C8-C7-C12-03 -4,0742 -36,1539
02-C12-03 124,3187 127,1498 C7-C8-C9-C10 168,3976 174,4280
02-C12-C7 116,8960 115,3514 C7-C8-C9-C11 -68,7036 -61,9919
03-C12-C7 118,7752 117,3925

Fonte: Dados da pesquisa.

Outro fator importante da estrutura molecular de um dipeptideo é o angulo de
torcao definido pelos carbonos alfa e beta de um residuo de aminoacido, com os carbonos
alfa e beta do segundo residuo de aminodcido, § = C — cy---C — CY, esse angulo nos
fornece as posicoes relativas das cadeias laterais. Para alguns dipeptideos hidrofébicos

que formam nanoestruturas tubulares como L,L-dileucina, L,I.-difenilalanina, L-leucil-L-
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fenilalanina e L-fenilalanil-L-leucina observou-se que o médulo de dngulo de torcao |0]<41°.
Isso faz com que, na maioria dos casos, as cadeias laterais fiquem localizadas no mesmo
lado do plano definido pela ligagdo peptidica. O angulo de torgao calculado 6= C2-C1
-+ C7-C8 da estrutura molecular otimizada do dipeptideo LL foi de 33,8° apresentando
um arranjo semelhante ao da estrutura molecular na célula unitaria no cristal obtido por

Gorbitz [41].

4.3 Analise vibracional do dipeptideo L,L-dileucina

A estrutura cristalina do dipeptideo LL forma uma rede tridimensional estabilizada
por (i) ligagoes de hidrogénio do tipo O — H---O, N—H---O e C —O---H e (i)
interagoes com moléculas de dgua. Enquanto os primeiros tipos sao caracteristicos de uma
série de cristais de aminoacidos, os segundos tipos sdo encontrados em diversos cristais de

aminodcidos hidratados.

Como mencionado anteriormente, o dipeptideo LL pertence ao grupo espacial
P2,2,2, (D3), e sua célula unitdria é composta por 8 unidades moleculares do dipeptideo
LL, que compoem quatro unidades assimétricas, onde cada unidade assimétrica é composta
por duas moléculas do peptideo LL e duas moléculas de agua. A estrutura cristalina

pertence ao grupo espacial:

Dy = [aCi(4)], (4.1)

indicando que todos os possiveis sitios disponiveis possuem simetria C; e sao ocupados
por quatro atomos (ver tabela 6A da referéncia [82]). Analisando as tabelas 6B e 6C da
referéncia [82], concluimos que os modos vibracionais provenientes do sitio a ocupado,
podem ser decompostos em termos das representacgoes irredutiveis do grupo pontual D,

da seguinte forma:

3A + 3B, + 3B, + 3Bs. (4.2)

Assim, temos para o cristal,

Tovistal = 264A + 2648, + 2648, + 264B;. (4.3)

Portanto, ¢ previsto a existéncia de um total de 1056 modos vibracionais presentes
no cristal LL, dos quais hé trés modos actsticos (Tabela 6E da referéncia [82]) caracterizados

pelas representacoes irredutiveis:

Facﬁstico - Bl + BZ + B3- (44)
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Sendo assim, o restante sdo modos 6ticos dados por:

Féticos = ch’stal - Facﬁstico = 264A + 263Bl + 26332 + 26333 (45)

Logo, ha um total de 1053 modos 6ticos, dos quais 1008 [Z(3N — 6)] sdao modos
internos das moléculas presentes no cristal. E 45 sao modos de rede, sendo 24 (37) libragoes
e 21 (3Z — 3) translagoes.

Consultando a Tabela 6E da referéncia [82], vemos que os modos com representagoes
irredutivel A, By, By, B3 sao ativos no Raman, enquanto os modos com simetrias By, By, B3
sao ativos no infravermelho. A Tab. 4.3 corresponde a tabela de caracteres do grupo D,
onde aparecem em destaque as regras de selecao. Assim, mostra-se claramente que existem
componentes do tensor polarizabilidade em todas as quatro representagoes irredutiveis
do grupo Ds, enquanto que as translacoes (e portanto, o dipolo elétrico) se transformam

como as representacgoes B.

Tabela 4.3 — Tabela de caracteres do grupo Ds.

Dy E Cs (0} C3 Regras de selegao

A 1 1 1 1 Oz, Oy, Oz
B, 1 1 -1 -1 T,; R, az,

B, 1 1 1 1 T, R, ol

Bs 1 -1 -1 -1 T, R, Q.

Xt 3 1 1 B

Fonte: Extraida da referéncia [82].

Para as atribui¢coes dos modos normais de vibragao observados em nossos experi-
mentos, realizamos calculos de primeiros principios em uma tinica molécula do dipeptideo
LL, utilizando a Teoria do Funcional da Densidade. Desta forma, foi possivel determinar os
3N-6 modos vibracionais para a molécula do dipeptideo LL, e, entao, associar a atribuicao
dos modos normais de vibracao observados em nossos resultados experimentais. Os modos
vibracionais abaixo de 150 cm™! sdo caracteristicos dos modos de rede da estrutura crista-
lina e os calculos de DFT em uma tnica molécula nao descrevem muito bem essa regiao.
Obviamente, é possivel que nessa regiao de baixa frequéncia existam modos internos. No
caso do cristal, tais modos podem estar acoplados com modos translacionais. A Fig. 4.4
mostra a comparacao entre os espectros Raman e infravermelho teéricos e experimentais do
dipeptideo LL. A regido espectral coberta nesses espectros engloba nimeros de onda entre
130 e 3450 cm~!. Dessa forma, espera-se observar a grande maioria dos modos normais de

vibragao do material.
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Figura 4.4 — Comparagao dos espectros Raman experimental e calculado (abaixo) e dos
espectros no infravermelho, experimental e calculado (acima).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os espectros teodricos foram escalados utilizando os fatores de escala 0,977 para
modos abaixo de 1800 cm™! e 0,955 para modos acima de 1800 cm ™! como sugerido na
referéncia [68]. A Tab. 4.4 apresenta a atribuigao para todos os modos normais de vibragao
da molécula do dipeptideo LL. Na primeira e segunda colunas sao fornecidos os nimeros
de onda calculados e escalados (conforme fatores sugeridos no procedimento teérico). Na
terceira e quarta coluna estao os valores experimentais em correspondéncia com aqueles

calculados. E, por fim, a quinta coluna contém a atribuicao de cada modo com a respectiva
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contribuigao de energia potencial (PED). A nomenclatura usada na Tab. 4.4 e adotada em
todo o texto é a seguinte: v = torcao, v, = torcao fora do plano, wag = wagging, 6 =
deformacao, v = estiramento, v, = estiramento simétrico, v,, = estiramento antissimétrico,

r = rocking e T = twisting.

Neste ponto vale a pena fazer um comentario geral sobre algumas bandas obser-
vadas no dipeptideo LL. Em primeiro lugar deve-se destacar a banda Raman de baixa
intensidade em 524 cm™! que foi classificada como 7, [HN2C6C1]. Em muitos cristais de
aminoacidos, vibracoes registradas nos espectros Raman entre 520 e 565 cm ™!, sdo classifi-
cadas como rocking do CO5 , ou seja, correspondem a uma vibragao envolvendo os atomos
C120203. Além do mais, esse ultimo tipo de vibragao possui intensidade média. Desse
modo, poder-se-ia pensar que a maioria das classificagoes tentativas anteriores possam
nao estar completamente corretas, uma vez que nao sao acompanhadas por calculos DFT.
Também, por outro lado, existe a possibilidade de que no caso do dipeptideo LL, o rocking
do CO; esteja acoplado com outro tipo de vibracao nessa regiao, embora isso nao seja
visivel a partir dos calculos de DFT aqui apresentados, que considera apenas contribuicoes

maiores que 10%.

Os calculos de primeiros principios realizados no dipeptideo LL também foram
importantes para entender a regiao em torno de 930 cm~!. De acordo com identificacoes
tentativas realizadas em estudos anteriores, essa regiao seria caracterizada por estiramentos
CC, v(CC); veja-se, por exemplo, os casos da L-leucina [83], da L-valina [84] e da isoleucina
[85]. No presente estudo, embora seja possivel observar contribui¢ao de vibragoes v(CC)

! I existem

na banda em 943 cm™" no espectro Raman, nota-se que entre 912 e 955 cm™
fortes contribui¢oes do rocking do CHs, r(CHj). Destaca-se ainda a observagao de uma
banda no infravermelho em 1634 cm™! que é quase totalmente oriunda da deformacao do
NH;, §(NHj;), e uma banda no Raman em 1574 cm™' que é oriunda em sua totalidade

do estiramento antissimétrico do COs, v, (CO3).

Finalmente, para encerrar essa discussao do assinalamento dos modos do dipeptideo
LL, destaca-se a regidao de niimeros de onda acima de 2700 cm™!. De uma maneira geral,
a identificacdo das bandas nesta regidao, que congrega vibragoes do tipo estiramento do
CH, CH,, CH3, NH e do NHY, ¢ realizada através de calculos de primeiros principios com
grande precisao. De fato, a Tab. 4.4 apresenta uma série de modos vibracionais que o
PED atinge o valor de 100% ou préximo disto, como o estiramento simétrico do NHZ

! no infravermelho, e o estiramento do CH, observado em 2982

observado em 3343 cm™
cm ™! no Raman. Outros modos de estiramento nessa regidao apresentam PED com valores
superiores a 80 %; assim, podemos considerar que essa regido espectral é entendida com

grande acuracia.
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Tabela 4.4 — Numeros de onda calculados e escalados, niimeros de onda Raman e IR
experimentais (em unidades por centimetro) e classificagdo dos modos normais

de vibragao do dipeptideo LL com PED (%).

Weale Wescal WRaman WIR Classificagdo dos modos normais de vibra¢do com PED(%)
20 19 ~+[C8CTN2C6](41) + ~7[03C12C7C8](28) +
~v[N1C1C6N2](10)

34 33 ~v[CTN2C6C1](42) + v[CIC8CTN2](13)

36 35 ~v[N1C1C6N2](46) + ~v[03C12C7C8](18) +
~[CTN2C6C1](10)

42 41 ~+[CCCN](84)

53 52 ~v[C3C2C1IN1](64) + ~[C4C3C2C1](14)

67 65 ~+[CCCN](45)

79 77 ~v[C4C3C2C1](31) + [C3C2C1IN1](16)

102 100 ~+[CCNC](50)

123 120 Yout|[C12C8N2CT](14) + §[CICBCT](14) + J[N2C6C1](12)

146 143 141 d[CIC8CT](23) + §[C3C2C1](11)

159 155 171 §[CTN2C6](20)

213 208 Yout [C2N1C6C1](14) + 6[C3C2C1](11)

223 218 ~[CHs](46)

241 235 ~v[C10H3](20) + 0[N2C6C1](13)

251 245 228 d[C12C7N2](12) + J[CIC8CT](11)

258 252 v[N1HZ](28)

266 260 260 ~[CHs5](37)

273 267 ~[CHs]

280 273 282 y[N1HZ](11)

323 316 SINCC](30) 4+ vour:[HN1C1C2](11)

330 322 §[C8CIC10](20)

342 334 340 331 d[03C12CT7](20) + §[C5C3C4](16)

375 366 373 377 d[C2C3C4](15) + §IN1C2C1](12)

395 386 d[C2C3C4](27) + §[C5C3C4](20)

415 405 §[C11C9C10](46)

426 416 421 422 §IN1C2C1)(12)

445 435 J[C5C3C4](10)

463 452 J[C8CTN2|(14)

474 463 462 463 Yout[C5C2C4C3](22) + 0[N1C2C1](19) + §[O3C12C7](10)

561 548 524 Yout[HN2C6C1](79)

571 558 562 §[03C12C7](21) 4+ §[N2C6C1](11)

648 633 663 Yout [CO5 (25) + §[CO;](18) + J[C7CCI](10)

685 669 693 691 v[C1C6](26) + §[O1C6N2](17)

747 730 Yout [O1CIN2C6](49)

763 745 786 6[CO5](48) + Yout[O1CIN2CE](10)

823 804 v[C11C9](30) + 6[CO5](12)

829 810 v[CC](57)

850 830 830 831 v[N2C7](12)

863 843 855 5[O1C6N2](13)

908 887 869 870 v[C1C2](10)

926 905 v[CC](21) + v[N1C1](11)

929 908 r[CH3](37)

940 918 912 911 r[CHs](10)
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Tabela 4.4 (Continuacao). Numeros de onda calculados e escalados, niimeros de onda Raman e
IR experimentais (em unidades por centimetro) e classificacio dos modos normais de vibragao
do dipeptideo LL com PED (%).

Weale Weseal WRaman WIR Classificagao dos modos normais de vibragdo com PED(%)
944 922 921 923 r[CH3)(22)

962 940 940  r[CHs](13)

966 944 943 v[C3C2)(10) + r[CH3](10)

968 946 v[CC](33) + r[CH3](26)

973 951 955 951  r[CHs](10)

996 973 965 973 §[HC8CY(11)

1009 986 992 991  v[C2C1](23) 4+ v[N1C1](20)

1068 1043 1034 1031 r[N1HF](26)

1098 1073 1063 1073 v[C7C8](20) + v[N2CT7](18)

1120 1094 1078 1093 r[N1HZ](26)

1141 1115 ~[HC5C3C2](10)

1145 1119 ~[HC5C3C2](10)

1159 1132 1128 1127 1[CH3)(29) + r[C8H,](13)

1183 1156 1140 1141 4[HC4C3C2](12) + v[C5C3](11)

1188 1161 Yout [C11C8CYHC10](13) + v[CICS|(11)

1195 1168 1174 1171 4[HC5C3C2)(16) + §[C5C3C4](12)

1243 1214 1200 1199  ~[HC7C1203](25)+7[C8H,](24)

1255 1226 1230 1228 7[C2H,](19) + §[HC1C2](12)

1269 1240 S[HC8CY](20) + §[HCTN2](18) + ~[HC7C1203](11)
1288 1258 1253 1251 w[N2C6](22) + 6[HN2C6](16) + S[HC2C3](15)

1329 1298 Yout [COC10C8H](24) + 6[HCYC11](22) + S[HCTN2](11)
1331 1300 1303 1300  J[HC3C5](39) 4 y[HC2C3C4](12)

1355 1324 1323 1322 §[HCC)(39) + v[HC3C5H](19)

1362 1331 v[COZ](36) + 6[HCTN2](18)

1365 1334 v[COZ](33) + ~[HC8CIC10](13)

1369 1338 1337 1338 w[C9C8](22) + S[HCIC11](19) + Yous [HCSCIC10](19)
1377 1345 ~[HC3C5H](31) + y[HC1C6N2](26) 4 [HC2C3](14)
1386 1354 1350 S[HCC](29) + v[HC2C3C4](23)

1394 1362 ~[HC8CIC10](19) + [HC7C1203](17)

1400 1368 wag|CHs)(63)

1407 1375 wag|CHs)(58)

1410 1378 ~[HC1C6N2](26) + S[HC2C3](11)

1417 1384 1385 wag[CHs)(84)

1428 1395 1394 wag[CHs](76)

1479 1445 1438 sc[C2H,](50) 4 5[C11H3)(20)

1481 1447 §[CHs](59)

1483 1449 1449 1449 S[CH3](68) + sc[C2H,](13)

1484 1450 5[CH3](63) + sc[C2H,](15)

1491 1457 wag[N1H;](33) + 6[C5H3](70)

1492 1458 §[CHs)(49) + sc[C2H,](15)

1495 1461 S[C5H3](32) + sc[C2H,](22) +wag[N1H;](11)

1496 1462 §[CHs)(61)

1500 1465 1466 1467  §[CH3](70)

1503 1468 §[CHs](76

1504 1469 § [CHs)(71)

1573 1537 1523 S[N2C6H] (52) + v[N2C6](24)
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Tabela 4.4 (Continuacao). Numeros de onda calculados e escalados, niimeros de onda Raman e
IR experimentais (em unidades por centimetro) e classificacio dos modos normais de vibragao

do dipeptideo LL com PED (%).

Weale Weseal WRaman WIR Classificagao dos modos normais de vibragdo com PED(%)
1618 1581 1574 v4s[CO51(94)

1635 1597 S[N1H(82)

1672 1634 1634 S§[N1HZ](90)

1713 1674 1673 v[C6=01](65) + v[N2C6](17)
3020 2884 2719 v[C9H](88)

3021 2885 2760 vs[CH3](87)

3026 2890 2772 v|CHs)(83)

3029 2893 2869 2867  1,[C2H,](66)

3030 2894 2891 vs[C5H3](59) + v[C2H,](13)
3035 2898 2898 v [C4H3)(71) 4 v[C3H](16)
3042 2905 2914 2914 v[C3H](63)

3061 2923 2928 1 [C8H,](91)

3073 2935 2932 v[CTH](87)

3083 2944 Vas|C2Hs](95)

3085 2946 Vas[CH3](98)

3090 2951 2953 1,,[CHs](88)

3096 2957 Vas[C10H3](97)

3097 2958 Vas|[CHs)(87)

3100 2961 Vas[C11H3](95)

3102 2962 2962 Vas|CH3)(79)

3108 2968 Vas|CHs](98)

3109 2969 Vas[C8H2](92)

3110 2970 Vas|[CHs)(88)

3138 2997 2982 v[C1H](98)

3342 3192 3134 v, [N1HZ](88)

3474 3318 3343 v, [N1HZ](100)

3523 3364 3364 Vas[N1HZ](100)

3635 3471 v[N2H](100)

Fonte: Dados da pesquisa.

4.4 Espectroscopia Raman em funcao da pressao

Quando um material é submetido a altas pressoes, de modo geral, o seu volume

diminui, o que implica (i) na diminui¢do das ligagoes quimicas intramoleculares e in-

termoleculares, além, obviamente, (ii) na mudanca da polarizabilidade, que depende da

distribuicao eletronica do material. Como consequéncia desse tltimo efeito sdo esperados

variagoes no espectro Raman dos materiais e devido ao fator (i), eventualmente, pode-se

esperar a ocorréncia de alguma transicao de fase estrutural. Nesta se¢ao reportaremos os

resultados do experimento de espectroscopia Raman do dipeptideo LL sob o efeito de altas

pressoes até 8,2 GPa. Para facilitar as nossas discussoes dividimos o espectro Raman em

regioes e, entdao, comentamos cada uma delas. A identificacdo dos modos normais realizada

na secao anterior auxiliarda a andlise dos resultados obtidos no dipeptideo LL sob essa




Capitulo 4. Propriedades estruturais e vibracionais do dipeptideo L,L-dileucina 71

condicao termodinamica particular.

4.4.1 Regido espectral abaixo de 200 cm ™!

A regido inicialmente analisada compreende os modos com nimero de onda menor
do que 200 cm™!, que sdo geralmente atribuidos aos modos de rede da estrutura cristalina.
Como discutido na se¢do anterior, é possivel também que alguns modos internos, corres-
pondentes a vibragoes de partes da molécula, estejam também presentes acoplados aos
modos da rede. A Fig. 4.5(a) apresenta o espectro Raman do dipeptideo LL para diversos
valores de pressio na regiao espectral 50-200 cm ™!, e a Fig. 4.5(b) exibe o niimero de onda
versus pressao de alguns modos contidos nessa regiao espectral. Os modos da rede, mesmo
em condi¢oes ambientes, apresentaram baixa intensidade e mostraram-se muito sensiveis
ao aumento de pressdao. Na Fig. 4.5(a), observamos trés bandas largas centradas em 65,
119 e 155 cm ™! a P= 1 atm, numeradas por 1, 2 e 3, respectivamente. As bandas em 119
e 155 cm ™!, de menor intensidade, tornam-se indistinguiveis mesmo em baixos valores de
pressao, e a banda situada em 65 cm ™! permanece visivel no espectro Raman apenas até
2,3 GPa. De fato, durante a compressao, é conhecido que a polarizabilidade decresce e,
consequentemente, a intensidade das bandas Raman decrescem sob altas pressoes. Devido
essas bandas na regidao de menor nimero de onda possuirem baixa intensidade, elas desa-
parecem apoés 2,3 GPa. Curiosamente, em estudos anteriores no aminoacido L-leucina sob
altas pressoes, observa-se um comportamento similar na relacao sinal-ruido nesta regiao
[83]. Na Fig. 4.5(a) podemos ver que acima de 2,3 GPa nao é possivel observar bandas

abaixo de 200 cm™!

no espectro Raman do dipeptideo LL. Na Fig. 4.5(b) podemos ver
que, enquanto os modos 2 e 3 deslocam-se para maiores nimeros de onda com o aumento

da pressdo, o modo 1 centrado em 65 cm™! desloca-se para menor ntimero de onda.

Na verdade, muitos cristais de aminoacidos possuem modos de baixos niimeros de
onda com baixa intensidade. Por exemplo, enquanto a DL-serina apresenta bandas ativas
no Raman com ntimeros de onda menores que 200 cm ™! com intensidades relativamente
altas, a L-serina apresenta bandas com baixissimas intensidades [86]. Outro exemplo no
qual nao se pode observar com clareza a regiao dos modos externos ¢ o da L-metionina,
onde apenas com muito esforco conseguiu-se observar os referidos modos até pressoes de
3,3 GPa [87]. Nesse caso, na L-metionina, todas as informagoes importantes foram obtidas
através da andlise dos modos vibracionais com ntimeros de onda acima de 200 cm™!, ou
seja, o estudo dos modos da rede nao permitiram fornecer informagoes relevantes sobre a
transicao de fase induzida por pressao na L-metionina. No caso especifico do cristal do
dipeptideo LL, os espectros com bandas de baixa intensidade nao permitem obter-se um
bom entendimento do que esteja acontecendo com o cristal. Entretanto, o fato de duas
bandas estarem se deslocando para a regiao de maiores nimeros de onda, como é esperado,

e a banda de menor energia deslocar-se para menor nimero de onda pode sugerir que esta
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Figura 4.5 - (a) Espectros Raman do dipeptideo LL na faixa espectral de 50 a 200
cm ™! sob variagio de pressao (os valores de pressio sao dados em GPa); (b)
Numeros de onda versus pressao de algumas bandas contidas nesta regiao.
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Fonte: Dados da pesquisa.

ultima tenha contribuigao de ligagoes de hidrogénio. De fato, quando parte da molécula
participa de uma ligacao de hidrogénio torna-se mais forte e a ligacao covalente daquela
unidade torna-se mais fraca. Isso ficard mais claro na discussdo mais a frente sobre as
vibragoes de estiramento da agua. Este efeito ja foi notado em um modo de energia médio,
no caso, no modo associado ao dobramento do COs, 6(C'Oy ), em um estudo realizado na
a-glicina [88]. No referido estudo percebeu-se que entre 1 atm e aproximadamente 3 GPa,
o nimero de onda do modo 6(C'O3 ) diminui com o aumento da pressao e a partir daquele

ultimo valor, comeca a aumentar, como ocorre com o restante dos modos vibracionais.
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442 Regido espectral entre 200 e 700 cm !

A Fig. 4.6(a) mostra o espectro Raman do dipeptideo LL em varios pontos de
pressao na regiao espectral 200-700cm ™!, e a Fig. 4.6(b) exibe o ntimero de onda versus
pressdo das bandas desta regido espectral. A banda numerada por 4, situada em 282 cm ™!,
estd associada a uma vibragdo do tipo tor¢ao do grupo NH3, v(NH;). Esta vibracao
apresenta-se nos espectros Raman como modos de baixa intensidade. Em alguns cristais
de aminoacidos ela nao é visivel, o que torna o seu estudo de grande dificuldade. No
caso do espectro do dipeptideo LL, a banda (N H;) apresenta-se com intensidade entre
média e baixa. Os modos numerados de 5 a 10 situados em 340, 421, 462, 524 e 564 cm ™!,
respectivamente, estao associados a modos normais de vibragao do esqueleto molecular
do dipeptideo LL, correspondendo a deformacoes do tipo OCC, CCC e NCC. A banda
situada em 663 cm~! tem contribuicdo de uma torcao e de uma deformacao do grupo
CO3, que permanece visivel para valores de pressao de até 6,2 GPa. E interessante notar
que o comportamento do niimero de onda desse modo é anémalo em relacao aos outros
modos: ele apresenta dw/dp ~ 0 até aproximadamente 3 GPa, e a partir desse valor ele
é ligeiramente positivo (Tab. 4.5). Tal comportamento apresenta uma certa semelhanga
com o modo ¥(CO3) no estudo da a-glicina com a pressao, conforme comentado na segao
4.4.1. A banda em 693 ¢m ™!, numerada por 12, estd associada com um estiramento CC
no plano amida e uma deformagdo OCN, v[C'1C6] + 6[O1C6N2]. Podemos notar que
com o aumento de pressao todas as bandas perdem intensidade, e em torno de 2,3 GPa
poucas permanecem visiveis. Adicionalmente, na Fig. 4.6(b) podemos notar mudancgas no

coeficiente o (dw/dp) para os modos remanescentes acima de 2,3 GPa.

Dois pontos nos espectros Raman apresentados na Fig. 4.6(a) merecem comentérios.
O primeiro diz respeito a largura de linha das bandas com o aumento de pressao, e o
segundo se refere a perca da intensidade de todas as bandas nessa regiao espectral de
tal modo que, para valores de pressao superiores a 4,0 GPa, todas as bandas ja nao sao
mais visiveis. A questao do aumento da largura de linha estd associada a defeitos que
eventualmente sao introduzidos com o aumento de pressao. Esse fato é percebido na
maioria dos experimentos de espectroscopia Raman em funcao da pressao. A questao da
diminuicao da intensidade requer uma resposta um pouco mais longa. Como ja comentado,
de uma maneira geral as intensidades das bandas Raman diminuem com o aumento da
pressao, resultado da mudanca da polarizabilidade com esse parametro termodinamico.
Obviamente, dependendo do material investigado e do intervalo de pressao coberto no
experimento, a diminui¢ao de intensidade sera mais critica ou nao. Por exemplo, em um
estudo realizado num cristal de taurina em funcao da pressao entre 1 atm e 5,4 GPa
observou-se que nessa mesma regiao espectral, embora as bandas diminuam um pouco de
intensidade, por outro lado permaneciam bem visiveis até o tltimo valor de pressao [89].

J4 em um estudo realizado no cristal de DL-alanina observou-se a lenta diminuicao das
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Figura 4.6 — (a) Espectros Raman do dipeptideo LL na faixa espectral de 200 a 700
cm ™! sob variagio de pressao (os valores de pressio sao dados em GPa); (b)
Numeros de onda versus pressao das bandas contidas nesta regiao.
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Fonte: Dados da pesquisa.

bandas Raman, mas em um intervalo de pressao maior, entre 1 atm e aproximadamente
13 GPa [90]. Por fim, quando se investigou a L-asparagina monohidratada até 29,6 GPa
notou-se que a maioria das bandas permaneciam bem visiveis nos espectros Raman [91] até
os mais altos valores de pressao obtidos nos experimentos. Diante do quadro acima, pode-se
afirmar que a diminuigdo de intensidade de todas as bandas Raman nessa regidao espectral
¢ um fenémeno intrinseco ao cristal do dipeptideo LL e cujo entendimento completo exigira

o auxilio de outra técnica experimental cuja analise serd apresentada na segao 4.5.

4.4.3 Regido espectral entre 700 e 1000 cm ™t

A Fig. 4.7(a) mostra os espectros Raman do dipeptideo LL com variacao de pressao

na regiao espectral 700-1000 cm ™!, e a Fig. 4.7(b) exibe o ntimero de onda versus pressio
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das bandas desta regiao espectral. A banda numerada pelo nimero 13, situada em 786
em™ 1, foi associada a uma deformacao do grupo COj3, §(CO; ). Esta banda desaparece
por volta de 2,9 GPa, onde notamos que surgem duas bandas de baixa intensidades, que
nomeamos de a e b. Esse grupo funcional desempenha um importante papel na estabilidade
da estrutura cristalina do dipeptideo LL, formando pontes de hidrogénio com o grupo
amina e interagindo com moléculas de 4gua. Em 1,3 GPa, é possivel observar o surgimento
de uma nova banda, nomeada por c. Por sua vez, a banda ¢ divide-se em duas bandas em
torno de 2,9 GPa, e a nova banda nomeamos de d. As bandas localizadas em 830, 855 e
869 cm ™! (numeradas como 14, 15 e 16) sdo atribuidas a estiramentos NC, deformagoes
do tipo OCN e estiramentos CC, respectivamente. Estas bandas mudam gradualmente
suas intensidades de tal forma que, por volta de 2,9 GPa, as intensidades relativas dessas
bandas sdo praticamente as mesmas. As bandas situadas em 912, 921, 943 e 955 em ™!,
numeradas de 17 a 20, estao associadas a vibragoes do tipo rocking do grupo CHg, r(C Hj);
acima de 2,3 GPa essas bandas perdem intensidade e aumentam a largura de banda. A
banda numerada por 21 possui contribuicao de uma deformacao HCC e estiramento CC,
enquanto a banda numerada como 22 ¢ atribuida a estiramentos NC. Na Fig. 4.7(b) é

possivel perceber mudancas no coeficiente de inclinagdo o acima de 2,3 GPa.

Como nas outras regioes espectrais ja analisadas observa-se que a intensidade
de todas as bandas Raman é drasticamente diminuida com o aumento de pressao. Aqui,
entretanto, o perfil de algumas bandas, em particular das bandas ¢, d, 14, 15 e 16, permanece
visivel até os maiores valores de pressao obtidos. Entretanto, ha de se destacar que o
perfil nos espectros obtidos acima de aproximadamente 6,3 GPa é extremamente alargado,

caracteristico de um material amorfo.

Nesse ponto também é interessante fazer uma comparacao desse achado com o de
alguns materiais semelhantes estudados em condigoes de altas pressoes. Entre os cristais
de aminoacidos ja investigados, por exemplo, apenas a L-alanina aparenta amorfizar sob
altas pressoes, no caso, em torno de 15 GPa. De fato, isso é bem curioso, pois estudos
realizados na L-asparagina monohidratada em pressoes de até 30 GPa mostrou que apesar
de ocorrerem transicoes de fase estruturais no material, entretanto, sua estrutura permanece
com a ordem de longo alcance intacta [91]. Assim, de uma forma resumida, os cristais de
aminoacidos podem ser considerados estaveis quanto a amorfizaciao, tendo apenas como
excecgao o caso da L-alanina. O material aqui estudado nao ¢ exatamente um aminoacido,
mas dois aminoacidos com uma ligacao peptidica os unindo. Além disso, ele possui canais
onde estao localizados moléculas de dgua unidas ao dipeptideo por ligagoes de hidrogénio.
Quando a pressao é aumentada, as moléculas de dipeptideos se aproximam e forcam a
agua no interior dos canais a mudarem de posi¢ao e assim construir uma certa desordem

no interior da estrutura.
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Figura 4.7 — (a) Espectros Raman do dipeptideo LL na faixa espectral de 700 a 1000
cm ™! sob variagio de pressao (os valores de pressio sao dados em GPa); (b)
Numeros de onda versus pressao das bandas contidas nesta regiao.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.4.4 Regido espectral entre 1000 e 1700 cm*

A Fig. 4.8(a) mostra a evolugao do espectro Raman do dipeptideo LL com varia¢ao

da pressdao na regido espectral compreendida entre 1000 e 1700 cm™!, e a Fig. 4.8(b)

exibe o nimero de onda versus pressao das bandas desta regiao espectral. Nesta regiao

observamos dez bandas no espectro Raman em condigdes ambientes que foram numerados

de 23 a 32. As bandas 23 e 25, centradas em 1034 e 1078 em ™!, respectivamente, foram

atribuidas a vibragoes do tipo rocking do grupo NHj, r(NH5 ). A banda situada em

1063 em™! e numerada como 24 tem contribuicoes de estiramentos do tipo CC e NC. As

bandas centradas em 1128 e 1140 e¢m ™!, numeradas por 26 e 27, possuem contribuicoes

de vibragoes do tipo rocking dos grupos CHz e CHs, estiramento CC e torcao do tipo

HCCC, respectivamente. Nota-se que, com o aumento de pressao estas bandas invertem




Capitulo 4. Propriedades estruturais e vibracionais do dipeptideo L,L-dileucina 77

suas intensidades, e acima de 2,3 GPa percebemos uma tnica banda. Como esses grupos
estao associados as cadeias laterais, possivelmente, isto indica uma torcao das cadeias
laterais. As bandas numeradas por 28 e 29 situadas em 1174 e 1200 cm ™! estdao associadas
a vibragoes do tipo torc¢oes e deformacoes HCCC e CCC. As bandas numeradas por
30 e 31, centradas em 1230 e 1253 ecm ™!, respectivamente, possuem contribuicao de um
twisting do grupo CHy, estiramento NC e deformagdo HCC. A banda situada em 1673
em™ e numerada por 32 corresponde a um estiramento do C=0, v(C' = O); acima
de 2,3 GPa esta banda perde intensidade drasticamente e a largura da banda aumenta
consideravelmente, praticamente desaparecendo acima de 6,8 GPa. Adicionalmente, uma
pequena descontinuidade do coeficiente de inclinagdo « nesta regiao é perceptivel, como

podemos ver na Fig. 4.8(b).

Figura 4.8 — (a) Espectros Raman do dipeptideo LL na faixa espectral de 1000 a 1700
cm ™! sob variagao de pressao (os valores de pressdo sao dados em GPa); (b)
Numeros de onda versus pressao das bandas contidas nesta regiao.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Entre 1300 e 1600 cm !, dois fatores impossibilitaram o registro das bandas ativas

nesta regiao: (i) O pico do diamante situado em torno de 1332 em™?; e (ii) A banda de
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fluorescéncia do rubi que para o laser utilizado (633 nm) surge em torno de 1400 cm ™1,

deslocando-se para maior nimero de onda com o aumento de pressao, ambos muitos
intensos. De 1800 a 2700 cm ™! nao ha bandas ativas neste intervalo, como esperado, uma
vez que, a estrutura molecular do dipeptideo LL nao possui grupos funcionais ou elementos

com energia ativos nessa regiao.

Assim como foi observado em outras regioes espectrais, as bandas vao se tornando
largas a medida que a pressao é aumentada. Além disso, sdo observadas algumas desconti-
nuidades nos nimeros de onda entre 2 e 3 GPa, indicando possivelmente um rearranjo na
estrutura molecular. Esse ponto sera revisitado mais a frente na discussao dos resultados

de difragao de raios-X.

E interessante também notar que a banda associada ao estiramento C=0 permanece
visivel até o espectro registrado em 6,8 GPa. De certa forma esse é um resultado surpreen-
dente, pois, uma vez sendo uma banda de baixa intensidade, é dificil de ser observada em
experimentos de altas pressoes. Para citar uns poucos exemplos: a L-metionina [87], onde
em um estudo dos seus modos normais sob altas pressdes nao foi possivel acompanhar a
evolugao do modo v(C' = O); e a L-leucina [83], onde foi possivel observar-se o referido

modo de vibracao apenas até cerca de 0,8 GPa devido a sua baixa intensidade.

Por outro lado, em um estudo realizado no acido soérbico foram observadas algumas
mudangas no modo v(C = O) - alargamento da banda e uma evolugdo nao linear da seu
numero de onda com a pressao - que foram interpretados como mudancas conformacionais,
principalmente devido a modificagdes do grupo COOH [92]. Um efeito também impres-
sionante relacionado com essa banda, com o acido estearico na forma C, diz respeito ao
comportamento a baixas temperaturas. No trabalho da Ref. [93] percebeu-se a existéncia
de duas bandas no intervalo de temperatura entre 300 e 25 K em um experimento de resfri-
amento da temperatura. Quando a temperatura atingiu 8 K, percebeu-se que a intensidade
de uma das bandas foi a zero, implicando que a vibragao se tornou degenerada devido a
algum vinculo de simetria. Esses exemplos, portanto, sugerem que muita informacao pode
ser obtida a partir da andlise do comportamento do modo v(C' = O) com a pressao (ou
com a temperatura). Retornando ao caso do material estudado nessa Tese, o dipeptideo
LL, percebeu-se que a seu nimero de onda é aproximadamente linear em todo o intervalo
em que o modo é visivel. Entretanto, aparentemente ha uma pequena descontinuidade
entre 2 e 3 GPa, indicando mudancga discreta na conformacao molecular, conforme sugerido

anteriormente.

4.45 Regido espectral entre 2700 e 3500 cm~*

Na regidao espectral 2700-3500 cm™! exibida na Fig. 4.9(a), predominam vibragdes
do tipo estiramento dos grupos funcionais CH, CH,, CHz e NH7. A Fig. 4.9(d) exibe o
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nimero de onda versus pressao das bandas desta regiao espectral. As bandas situadas
em 2719, 2914, 2932 e 2982 cm™!, numeradas como 33, 38, 39 e 41, respectivamente,
sao atribuidas a vibragoes de estiramento do grupo CH, v(CH). J& as bandas centradas
em 2760, 2772 e 2891 cm~!, numeradas por 34, 35 e 37 correspondem a estiramentos
antissimétricos do grupo CHs, v,s(CH3). A banda situada em 2869 cm™! (numerada por
36) foi atribuida a um estiramento simétrico do grupo CHa, v5(CHsy). A banda em 2962
cm™!, numerada por 40, corresponde a um estiramento antissimétrico do grupo CHs,
Vas(CHs). Finalmente, a banda situada em 3349 cm™! e numerada por 42 est4 associada
ao estiramento OH da molécula de 4gua presente na estrutura. As Figs. 4.9 (b-c) mostram
bandas com baixa intensidade quando comparadas com a banda centrada em torno de
2900 cm™!, o que praticamente impede de acompanhé-las no espectro nessa regiao, para

isto destacamos as mesmas separadamente.

Figura 4.9 — (a-c) Espectros Raman do dipeptideo LL na faixa espectral de 2700 a 3500
cm ™! sob variagio de pressao (os valores de pressio sao dados em GPa); (d)
Numeros de onda versus pressao das bandas contidas nesta regiao.
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Fonte: Dados da pesquisa.

O meio transmissor de pressao utilizado (Nujol) apresenta bandas intensas nesta

regiao, as bandas marcadas com asterisco sao atribuidas ao liquido compressor, visto
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que eram as Unicas que nao estavam presentes no espectro tomado em condi¢des am-
biente, quando foi realizada uma medida na auséncia deste. Esta regiao apresenta um
comportamento curioso sob compressao, algumas bandas desaparecem e outras em torno
de 2900 cm™! formam gradualmente uma tinica banda muito larga. Também notamos uma
mudanca no coeficiente o de algumas bandas, como, por exemplo, as numeradas por 33 e
36, como pode ser visto na Fig. 4.9(d). Lembramos que a molécula de 4gua desempenha um
importante papel na estabilidade da estrutura cristalina do dipeptideo LL. Até 2,3 GPa,
a banda associada ao estiramento OH da molécula de agua é visivel, mas acima de 2,3
GPa perde intensidade de forma abrupta e aumenta a sua largura de banda, dificultando
a analise dos dados para valores maiores que 2,3 GPa, apesar de indicios de que continue

presente.

Essa regiao de estiramento de diversos grupos funcionais também pode fornecer
informacoes variadas sobre o comportamento de materiais os quais as ligagoes de hidrogénio
desempenham importantes papéis. Sabe-se que, em geral, as intensidades dos modos que
participam de ligagoes de hidrogénio podem depender: (i) do ntimero total de ligagoes;
(ii) da intensidade das ligagoes de hidrogénio; e (iii) do angulo D-H --- A da ligacao de
hidrogénio [94]. Foi observado estudando um cristal de L-cisteina que durante o aquecimento
os nimeros de onda do estiramento NH3, v(NHJ), apresentaram um aumento, como
consequéncia do enfraquecimento das ligacdes de hidrogénio relacionadas ao grupo NH7,
que, por sua vez, € consequéncia da expansao da estrutura e do aumento dos parametros da
célula unitéria [94]. Mais interessante ainda foi o comportamento da banda correspondente
ao mesmo modo no cristal de L-asparagina monohidratada submetido a altas pressoes.
Observou-se que no intervalo entre 1 atm e 4,7 GPa seu niimero de onda diminui com o
aumento de pressao, sugerindo o fortalecimento da liga¢do de hidrogénio envolvida [91]. No
caso especifico do cristal do dipeptideo LL, infelizmente, a banda de estiramento NHJ nio
é bem visivel e tal analise fica comprometida. A sugestao aqui deixada é de um trabalho

futuro de espectroscopia infravermelho e altas pressoes para se analisar esta banda.

Por outro lado, é possivel realizar uma anélise com o modo de estiramento da agua.
Na Fig. 4.9 (c) percebe-se que a banda associada ao estiramento OH da dgua é bem visivel
até a pressao de apenas 2,9 GPa. Isso é um intervalo de pressao bastante pequeno, mas
de qualquer forma, nota-se que o nimero de onda do modo permanece aproximadamente
constante. Tal fato sugere, a principio, que as liga¢oes de hidrogénio construidas a partir
das moléculas de agua nao variam muito nesse intervalo inicial de pressao. Também é
possivel notar que apesar do nimero de onda do modo de estiramento OH da agua ser
aproximadamente linear, como ja afirmado, também percebe-se que entre 1 atm e ~ 1,0
GPa o niimero de onda parece diminuir. Obviamente, sao poucos pontos experimentais
para se ter uma grande confianca no resultado, mas, se considerarmos que ele é seguro,

poder-se-ia imaginar que entre 1 atm e 1,0 GPa o ntimero de onda do modo v(H-0)
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diminui ligeiramente. Isso implicaria que, no referido intervalo de pressao, as ligacoes de
hidrogénio seriam ligeiramente fortalecidas, assim como ja foi verificado em determinados

intervalos de pressao na L-asparagina monohidratada [91].

Um aspecto importante que sempre é observado nos estudos do comportamento
vibracional ou estrutural sob altas pressoes refere-se a reversibilidade das mudancas
observadas. Particularmente, se ha amorfizacao ou pelo menos uma pré-amorfizacao, como
parece ser o caso discutido aqui, é de interesse entender como o cristal se caracteriza quando
o material estd novamente submetido a pressao atmosférica. O processo de descompressao
no dipeptideo LL analisado por espectroscopia Raman mostrou que as mudancas observadas
sao reversiveis, como podemos observar na Fig. 4.10; e o processo apresenta pequena ou

nenhuma histerese.

Figura 4.10 — Comparacao entre os processos de compressao e descompressao do expe-
rimento de espectroscopia Raman sob altas pressoes do dipeptideo LL (os
valores de pressao sdo dados em GPa).
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Fonte: Dados da pesquisa.

A Tab. 4.5 mostra a evolucao de cada banda observada em nossos experimentos
com o aumento da pressao, bem como, os correspondentes coeficientes . Algumas bandas
apresentam coeficiente a acima da média, como as bandas 3 e 35, ambas possuem baixa
intensidade, além disso desaparecem nos valores iniciais de pressao. A diferenca nos valores
do coeficiente de inclinagdo nas bandas mencionadas acima também pode esté associado a

uma desordem no grupo funcional correspondente aquele modo normal de vibracao.
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Tabela 4.5 — Coeficientes de variacao de pressao do nimero de onda de alguns modos do
dipeptideo LL & pressao ambiente (w.,) € parametros obtidos a partir do
ajuste linear (w = wy + aP) para os pontos experimentais. Valores de pressao
(P) estao em GPa, os valores de weqie, Wezp € wo €Sta0 €m cm~!, e os valores
de a encontram-se em cm™! /GPa.

Modo  Weale  Weap | Atribui¢ao com PED (%) wo « wo o
0,1 MPa <P <2,3 GPa 2,9 GPa <P <82 GPa
T 65 lattice 63,64 -0,85
2 119 lattice 120,56 9,29
3 155 | lattice 156,28 14,13
4 273 282 | y[N1HI](11) 283,37 5,27
5 334 340 0]03C12C7](20) + | 341,33 3,45
0[C5C3C4](16)
6 366 373 0[{C2C3C4][(15) + §[N1C2C1](12) | 375,49 3,22
7 416 421 0[N1C2C1](12 419,53 4,62 421 2,84
8 463 462 Yout [CHC2C4C3](22) 463,04 4,90
+ d[N1C2C1](19) +
0[03C12C7](10)
9 548 524 Yout [HN2C6C1](79) 524,12 2,67
10 558 564 0[03C12C7](21) + | 564,64 3,88

§[N2C6C1](11)

11 663 663 | Yout[CO5](25) + S[COF](18) + | 663,57 0,50 657,93 1,50
§[C7C8CI](10)

12 669 693 | v[C1C6)(26) + 6[O1C6N2](17) | 693,19 3,24

a 769,39 1,04

b 77756 2,40

13 745 786 | §[CO;](48) 787,37 0,56

c 796,77 7.04 812,77 2,12

d 814,32  3.81

14 830 830 | v[N2C7](12) 830,48 445 836,09 3,20

15 843 855 | §]O1C6N2](13) 854,67 3,75 855,30 3,33

16 887 869 | v]C1C2)(10) 869,40 4,35 874,81 2,33

17 918 912 | r[CH3](10 912,08 2,48 909,85 3,48

18 922 921 | r[CH3 §22 922,16 3,06

19 944 943 | r[CH3](13 943,68 2,83

20 951 955 | r|CH3](10 955,27 1,17 947,74 4,68

21 973 965 | §[HCSCY|(11) 965,10 0,94

22 98 992 | »[C2C1](23) + v[N1C1](20) 992,03 5,13

23 1043 1034 | r[N1HZ](26) 103484 549 1034,20 5,12

24 1073 1063 | v[C7CR|(20) + v[N2C7](18) 1063,41 4,29 1058,36 6,05

25 1094 1078 | r[N1HI](26) 107851 5,34 1087,21 4,58

26 1132 1128 | r[CH3[(20) & r[C8H2](13) 112847 541 113284 3,47

27 1156 1140 | [HC4C3C2](12) + v[C5C3](11) | 1140,61 3,08

28 1168 1174 | 4[HC5C3C2|(16) T 117315 1,80 1168,95 1,64
§[C5C3C4](12)

29 1214 1200 | v HC7Cl203] 25€+ T 08H2 24 119943 2,82

30 1226 1230 | 7[C2H2]( SHC1C2)( 122894 123 1231,39 1,03

31 1258 1253 | v Nchsﬁ (5[HN2CG ) 1252,60 2,71 125281 1,91
5 HC2C3}(15)

32 1674 1673 | v[C6=01](65) + v[N2C6](17) 1671,50 0,09 1659,36 2,89

33 2884 2719 | v[C9H](8R) 2716,77 3,04 2721,59 4,35

34 2885 2760 | v,[CH3|(87 2760,65  -7,17

35 2890 2772 | v [CH3|(83 2770,99 14,42

36 2893 2869 | v,[C2H2)(66 2867,82 7,75 2865,74 4,29

37 2894 2891 | v,[C5H3 5593 + v,[C2H2](13) 2888,11 6,91 2886,07 5,56

38 2905 2914 | v[C3H]|(63 2914,84 273

39 2935 2932 | v[C7H](87 2927,87 4,89 2910,26 6,43

40 2962 2962 | v,,[CH3](87) 2962,79 6,24 2957,84 4,27

41 2997 2982 | v[C1H]|(98) 2982,31 0,14

42 3364 3349 | v[H20 3347.32  -0,03

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.5 Difracao de raios-X utilizando radiacao sincrotron sob altas

pressoes

A difragao de raios-X é a ferramenta mais indicada para se inferir a estrutura
cristalina de um material. A partir das posicoes e intensidades dos picos de difracao, muitas
informacoes podem ser fornecidas pelos cristais. Obviamente, muitos fatores influenciam o
difratograma de raios-X de um material. Desde as primeiras investiga¢des com essa técnica
experimental sabe-se, por exemplo, que a intensidade das reflexdes de raios-X diminuem
com a ordem da reflexao e, de uma forma mais geral, com o aumento do angulo de difragao
0. Varios fatores influenciam a intensidade dos picos de difracdo, incluindo o fator de forma
atomica, o fator de Lorentz, o fator de Debye-Waller e a polarizacao, entre outros [95].
Nesta se¢ao discutiremos os resultados de difragdo de raios-X no dipeptideo LL sob altas
pressoes utilizando radiagao sincrotron. Os experimentos foram realizados a temperatura
ambiente com a pressao variando até 26 GPa. Para facilitar a visualizacao e discussao,

dividimos o difratograma em regioes.

A Fig. 4.11(a) apresenta o padrao de difragdo do dipeptideo LL, no intervalo de
2 a 6°, em varios valores de pressdao. No padrao de difragdo em condi¢bes ambientes,
observamos picos de difragao muitos intensos e bem definidos que permanecem visiveis
até 2 GPa. Até esse ponto, apenas um deslocamento nos picos devido ao efeito de pressao
foi observado. Entre 2 e 4 GPa observamos modifica¢oes significativas, os picos intensos
que correspondem aos planos (002) e (011) apresenta notaveis mudangas, decrescendo
drasticamente suas intensidades e aumentando suas larguras. O pico associado com o plano
(020) duplica e sua intensidade cai drasticamente. Outros picos de menor intensidade,
como os correspondentes aos planos (011),(013)e (022), praticamente desaparecem entre 2
e 4 GPa. Destacamos ainda o aparecimento de um pico de difragao em torno de 2,3° no

difratograma tomado a 4,0 GPa, e marcado com um asterisco na Fig. 4.11(a).

A Fig. 4.11(b) apresenta o padrao de difragdo do dipeptideo LL, no intervalo de 6
a 10°. Nesta faixa angular podemos observar mudancas significativas no difratograma. Até
2 GPa é possivel notar algumas modificagoes na forma dos picos presentes nesta regiao,
como (i) diminuigao de intensidade e (ii) aumento de largura do picos; no entanto, ainda
persiste o mesmo padrao obtido em condigoes ambiente. Apds 2 GPa, os picos dessa faixa
angular decrescem e aumentam a largura, além disso, alguns deles desaparecem, relativo

aos planos (018), (044) e (019), uma vez que possuiam baixa intensidade.

A Fig. 4.11(c), mostra o difratograma na faixa angular de 10 a 15°. Esta regiao
apresenta picos de baixa intensidade, dos quais muitos deles desaparecem nos primeiros
valores de pressao entre as condi¢oes ambientes e 2 GPa. Entre 2 e 4 GPa a maioria dos

picos ja nao estao visiveis e apds 4 GPa todos os picos dessa regidao desaparecem.



Figura 4.11 — Difratogramas de raios-X com luz sincrotron do dipeptideo LL sob altas pressoes na faixa angular de: (a) 2 a 6°; (b) 6 a 10°;
e (c) 10 a 15° (pressao dada em GPa).
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Analisando todo o difratograma, vemos que, acima de 16,8 GPa, a maioria dos
picos desaparecem, o que pode ser o indicio de que a amostra comeca um processo de

amorfizagao.

Na Fig. 4.12 mostramos a evolugao dos parametros de rede e do volume da célula
unitaria do dipeptideo LL com aumento de pressao no experimento de difracao de raios-X
utilizando radiacao sincrotron. Os parametros a, b e ¢, assim como o volume da célula
unitaria decrescem com o aumento de pressao. Podemos notar também uma ligeira mudanca
de inclinagao entre 2 e 4 GPa. Acima de 5,2 GPa ja nao é possivel refinar os difratogramas e
acompanhar a evolugao dos parametros de rede, os valores obtidos divergem drasticamente,

o que pode estar associado a um alto grau de desordem do sistema cristalino.

Figura 4.12 — Parametros de rede e volume da célula unitaria do dipeptideo LL em fung¢ao

da pressao.
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Fonte: Dados da pesquisa.

No processo de descompressao podemos ver que alguns picos presentes no difrato-
grama em condi¢oes ambientes sdo recuperados, indicando a reversibilidade do processo,

como ilustrado na Fig. 4.13.

Apés a apresentagao dos resultados de espalhamento Raman e de difracao de

raios-X no cristal do dipeptideo LL submetido a altas pressoes, poderemos tentar fornecer
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Figura 4.13 — Comparacao entre o processo de compressao e descompressao do experimento
de difracao de Raios-X sincrotron para o dipeptideo LL. Os valores de pressao
sao dados em GPa.
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Fonte: Dados da pesquisa.

uma visao unitaria a respeito dos fendmenos que estao acontecendo com ele. Entre 1 atm
e 1,0 GPa as ligacoes de hidrogénio formadas pelas moléculas de agua sdo discretamente
fortalecidas uma vez que é observada uma ligeira diminui¢do do niimero de onda dos
modos de estiramento OH da adgua. A partir de 2 GPa, um desordem no cristal comeca
a se verificar de uma forma mais clara como revelam tanto o aumento da largura das
bandas Raman quanto o aumento da largura dos picos no difratograma de raios-X. Esta
desordem, que é introduzida pela pressao, também é acompanhada por uma discreta
mudanca na conformagao molecular principalmente entre 2 e 3 GPa conforme sugere a leve
descontinuidade no nimero de onda do modo de estiramento C=0O neste mesmo intervalo
de pressao. Obviamente, durante todo o processo da compressao as ligagdes de hidrogénio
desempenham um importante papel; isso fica particularmente claro no intervalo de 1 atm a
3,0 GPa, onde um modo de baixo niimero de onda diminui de energia durante o aumento da
pressao. A partir de 4 GPa o cristal fica completamente desordenado como pode ser visto
pelo alargamento generalizado de todas as bandas Raman e desaparecimento de outras,
além do desaparecimento de diversos picos de difracao no correspondente difratograma de
raios-X. Acima de 5,2 GPa a divergéncia nos parametros da célula unitaria do dipeptideo

LL ilustra o auto grau de desordem do cristal, como ja comentado.

E interessante notar que apesar de uma certa desordem, o dipeptideo LL permanece
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monocristalino pelo menos até 2,0 GPa, como mostramos difratogramas de raios-X. Essa
pressao ¢ no minimo quatro vezes mais alta do que a pressao na qual um outro cristal de

peptideo passa a ser policristalino [44].

4.6 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) no cristal do dipep-
tideo L,L-Dileucina

A partir dessa secao iremos apresentar alguns aspectos do cristal do dipeptideo
LL sob variagao de temperatura. Inicialmente, realizamos experimentos de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) no intervalo de 30 a 200 °C, e a Fig. 4.14 apresenta o
resultado obtido do experimento de DSC. Podemos observar dois processos endotérmicos,
onde o primeiro ocorre em uma ampla faixa de temperatura, iniciando em 116,4 °C e
finalizando em 136,9 °C. Lembrando que a estrutura do dipeptideo LL estabiliza-se com
moléculas de dgua, podemos inferir que esse processo ¢ favorecido pela saida de agua da
estrutura cristalina do material, o que acarreta mudangas que fazem com que o material
modifique sua configuracao ou mude de fase cristalina. O segundo evento esta associado
ao processo de decomposicao da amostra que inicia-se em 171,7 °C e finaliza em 179,1 °C.
O processo de resfriamento da amostra nos permite inferir que a transicao observada neste
material é do tipo irreversivel, uma vez que apresenta decomposicao e perda das moléculas

de agua.

Figura 4.14 — Curva de DSC para o cristal do dipeptideo L,L-dileucina.

L,L-dileucina
exo

-
I

DSC (mW/mg)

aquecimento

resfriamento

<

-1 1 N . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.7 Difracao de raios-X em funcao da temperatura

Buscando investigar o comportamento da estrutura cristalina do dipeptideo LL sob
o efeito de temperatura, realizamos experimentos de difracao de raios-X a baixas tempera-
turas (~ -170 °C) e a altas temperaturas (~ 200 °C). Os resultados serdo apresentados

nesta secao.

4.7.1 Difracao de raios-X sob baixas temperaturas

Para a realizacdo dos experimentos de difracao de raios-X a baixas temperaturas, a
amostra foi resfriada a partir da temperatura ambiente até -170 °C (103 K) e, em seguida,
realizado o experimento aquecendo-a em intervalos de 10 °C. Para uma melhor visualizagao
dos resultados, dividimos o difratograma que foi obtido no intervalo de 26 de 5° a 40° em

regides de menor faixa angular.

A Fig. 4.15 mostra os difratogramas sob variacao de temperatura no intervalo
angular (20) compreendido entre 5 e 15°. A primeira vista ndo notamos mudancas signifi-
cativas a medida que a amostra vai sendo resfriada, exceto, por um sutil deslocamento dos
picos de difracao para menores valores de angulos, causados pelo efeito do resfriamento
da amostra. Porém, quando olhamos com atencao para um dos picos mais intensos do
difratograma, localizado entre 10 e 11° e associado aos planos (020) e (004), destacados
na Fig. 4.15, notamos que entre -40 e -50 °C um dos picos associado ao planos (020) e
(004) desaparece, permanecendo apenas um pico bem simétrico. Tal fato difere do visto
anteriormente, sendo de maior intensidade e associado possivelmente ao plano (004). Outro
detalhe a se observar nesses picos mencionados, estd no deslocamento dos mesmos: da
temperatura ambiente até -40 °C deslocam-se para valores de menores angulos, e ap6s -50
°C descolam-se para angulos de maiores valores. E possivel observar ainda que entre -40
e -50 °C ha um deslocamento mais acentuado em alguns picos de difracao para angulos
de maiores valores, o que fica evidenciado, por exemplo, nos picos associados aos planos
(012), (022) e (015).

A Fig. 4.16 mostra os difratogramas sob variacao de temperatura no intervalo
angular de 15 a 25°. Nesta regiao podemos notar que ha uma diminui¢ao do ntimero de
picos presentes no difratograma a medida que baixamos a temperatura de -40 a -50 °C.
Alguns picos que apareciam bem proximos até - 40 °C, como os relacionados aos planos
(101) e (032), (110) e (111), (041) e (027), (120) e (121), dentre outros, apds este valor de
temperatura aparece apenas um tunico pico. Isso pode se dar devido a superposicao dos

mesmos, ou pelo desaparecimento de algum deles.
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Figura 4.15 — Difratogramas de raios-X do dipeptideo LL submetidos a baixa temperaturas
na faixa angular de 5 a 15°.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Notamos ainda o desaparecimento de alguns picos no intervalo de -40 a -50 °C,
como, por exemplo, os relacionados aos planos (035) e (041). Assim como na regiao anterior,
uma mudancga na posi¢ao dos picos com a variagao de temperatura pode ser observada
aqui. Tal fato fica acentuado quando olhamos para o pico de maior intensidade nesta
regido, situado em torno de 19° e relacionados aos planos (034) e (113). Enquanto entre
0 e -40 °C ele se desloca para menores angulos, no intervalo de -40 a -50 °C ele passa a
deslocar-se para valores maiores de angulos. Este comportamento também pode ser visto

em outros picos de menor intensidade, como é o caso dos picos referentes aos planos (006),

(031) e (123).
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Figura 4.16 — Difratogramas de raios-X do dipeptideo LL submetido a baixas temperaturas

na faixa angular de 15 a 25°.
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Na Fig. 4.17 mostra-se o padrao de difragao de raios-X do dipeptideo LL sob baixas

temperaturas no intervalo de 260 de 25 a 40°. Nessa regiao estao presente picos de baixa

intensidade, onde podemos observar que a medida que a amostra vai sendo resfriada,

alguns picos perdem intensidade, como podemos observar nos picos referentes aos planos

(117), (157) e (211). Além disso, assim como no restante do difratograma notamos também

uma sutil mudanca no deslocamento dos picos de difragao, bem como uma diferenca do

perfil do difratograma entre -40 e -50 °C.
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Figura 4.17 — Difratogramas de raios-X do dipeptideo LL submetido a baixas temperaturas
na faixa angular de 25 a 40°.

Intensidade
et
2 ¢Q¢7Q
%
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A Fig. 4.18 mostra a evolucao dos parametros de rede a medida que a amostra vai
sendo resfriada. No intervalo entre -40 e -50 °C, podemos observar uma mudanca abrupta
nos parametros de rede, o que corrobora com o que foi observado nos difratogramas. Outro
fato curioso se da no ponto de fusao da agua 0 °C, que desempenha um importante papel
na estabilidade da estrutura cristalina do dipeptideo LL. De fato, podemos observar uma

sutil mudanca na evolugao dos parametros de rede em torno desse valor de temperatura.

As mudancas observadas ao longo de todo o difratograma e a evolucao dos para-
metros de rede sugerem uma transicao de fase sofrida pelo dipeptideo LL. Essa transicao
deve ocorrer provavelmente no intervalo entre -40 e -60 °C com os parametros da célula

unitaria diminuindo de forma lenta e linear com a temperatura a partir dessa regiao.

O comportamento dos parametros a, b e ¢ da célula unitaria, mostrou-se linear
com a temperatura com no intervalo de -50 a -170 °C, o que nos permitiu calcular os
coeficientes de dilatacao linear dos mesmos, que foram, respectivamente, o, = 5,513 x 107°
°C™l o, =3,25x10"°°C e, =5,23 x 1075 °C~1,
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Figura 4.18 — Parametros da célula unitaria do dipeptideo LL submetidos a baixas tem-
peraturas no intervalo entre 30 e -170 °C.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.7.2 Difracao de raios-X sob altas temperaturas

Vimos na subssecao anterior que as evidéncias do estudo de difratogramas de
raios-X indicam a ocorréncia de uma transicao de fase em baixas temperaturas. Agora, serd
discutido o comportamento do cristal de dipeptideo LL sob altas temperaturas utilizando-se
a mesma técnica experimental. Para a realizacdo dos experimentos de difragdo de raios-X
a altas temperaturas, a amostra foi aquecida a partir da temperatura ambiente até 200
°C (573 K), aquecendo-a em passos de 10 °C. Novamente, para uma melhor visualizagdo
dos resultados dividimos o difratograma em intervalos de menores faixas angulares. Na

Fig. 4.19 apresentamos os difratogramas obtidos para valores de altas temperaturas no

intervalo de 5 a 15°.

Da temperatura ambiente até por volta de 70 °C, notamos uma certa estabilidade

na estrutura cristalina, onde a intensidade e a posicao dos picos (ressalva-se um sutil
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Figura 4.19 — Difratograma de raios-X do dipeptideo LL submetido a altas temperaturas
na faixa angular de 5 a 15°.
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Fonte: Dados da pesquisa.

deslocamento dos picos para menores dngulos devido ao efeito de temperatura) sao
preservadas. A partir de 70 °C podemos observar algumas modificagbes no padrao de
difracao do dipeptideo LL. Um dos picos de maior intensidade nessa regiao, associados
aos planos (020) e (004) e destacados na Fig. 4.19, comegam a apresentar alteragoes nas
intensidades. Inicia-se neste ponto uma inversao de intensidade entre esses dois picos, o que
fica mais evidente nos difratogramas em valores de temperatura posteriores. Por volta de
100 °C (ponto de ebuli¢do da dgua), inicia-se uma dréstica diminui¢ao na intensidade de
todos os picos nesta regiao, bem como a formacao de um background no difratograma entre
6 e 7°, o que perdura até 130 °C, onde ainda é possivel observar alguns picos originarios da
fase cristalina a temperatura ambiente. A partir de 140 °C, medida destacada em vermelho

na Fig. 4.19, notamos a formacao de quatro picos situados entre 6 e 8 que ndo pertencem
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a fase inicial e que ficam bem definidos nos valores de temperatura que se sucedem, no

entanto ainda persistem picos presenta na fase anterior, como o pico associado ao plano

(011), o que sugere uma possivel coexisténcia de fases nesse valor de temperatura. Apés 140

°C (difratogramas destacados em azul) os picos da fase a temperatura ambiente nao sao

mais observados. Tais fatos estao em concordancia com o que foi reportado em um estudo

anterior [44], onde constatou-se que aquecendo o dipeptideo LL até 140 °C e mantendo a

amostra sob vapor de dgua a estrutura recupera a sua forma inicial, e que aquecendo a

amostra até 180 °C, tem-se uma transigao irreversivel.

A Fig. 4.20(a-b) ilustra os difratogramas nas faixas angulares de 15 a 25° ¢ 25 a

40°, respectivamente. Podemos observar em ambas as regides uma drastica diminuicao

da intensidade de todo os picos iniciando em 100 °C. Observa-se que em 140 °C todos os

picos desaparecem. Este processo se mostrou irreversivel quando a amostra foi resfriada de

200 °C a temperatura ambiente.

Figura 4.20 — Difratogramas de raios-X do dipeptideo LL submetido a altas temperaturas
na faixa angular de: (a) 15 a 25°% e (b) 25 a 40°.
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A Fig. 4.21 mostra a evolugao dos parametros de rede e do volume da célula unitaria
do dipeptideo LL para o intervalo de temperatura entre 30 e 140 °C. Podemos observar
mudancas significativas nos difratogramas quando nos aproximamos da temperatura
de ebuli¢ao da agua (100 °C), que se da de forma mais acentuada nos parametros b
e ¢. Apds 100 °C os valores de a, b e ¢, e consequentemente o do volume, divergem
drasticamente impossibilitando acompanhar a evolu¢cao dos mesmos apdés 130 °C. O
conjunto desses resultados permite-nos afirmar que em altas temperaturas a estrutura
cristalina do dipeptideo LL perde a agua dos canais, havendo uma diminuicdo do volume

da célula unitaria captaniada por mudancgas que ocorrem, originalmente, no eixo b.

Figura 4.21 — Evolugao dos parametros da célula unitaria do dipeptideo LL submetido a
altas temperaturas no intervalo entre 30 e 130 °C.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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4.8 Consideracoes sobre os experimentos no dipeptideo L,L-dileucina

Os experimentos de difracao de raios-X e espectroscopia Raman sob altas pressoes
sugerem uma transicao de fase entre 2,3 e 2,9 GPa, onde observamos significativas mudancas
como uma diminui¢do substancial nas intensidades das bandas e modificagbes de bandas
associadas aos grupos funcionais CO5, NHJ e da molécula de dgua, que estdo diretamente
envolvidas no processo de estabilidade da estrutura cristalina do dipeptideo LL. As
modificagoes sugerem uma mudanga no arranjo tubular, com diminui¢do do didmetro dos
nanocanais com o aumento de pressao. O aumento da largura das bandas associadas com
os modos de estiramentos dos grupos CH3, C=0 e da molécula de dgua, com o aumento
de pressao, também sugerem um grau de desordem no sistema cristalino. Apos 16 GPa, as
mudancas no padrao de raios-X indicam um processo de amorfizacao da estrutura. Em

ambos experimentos o processo de descompressao mostrou-se ser reversivel.

Nos experimentos de difracao de raios-X em baixas temperaturas, observamos
mudangas sutis na faixa angular entre -40 a -60 °C, com desaparecimento/acoplamento de
alguns picos no difratograma, o que sugere indicios de uma mudanca conformacional da
estrutura cristalina do dipeptideo LL neste intervalo de temperatura. Em altas temperatu-
ras, mudangcas significativas ocorrem a partir de 100 °C (ponto de ebuligdo da dgua) onde a
intensidade dos picos diminuem drasticamente ao longo de todo o difratograma, e apés 130
°C a maioria dos picos observados a temperatura ambiente desaparecem, surgindo alguns
picos na faixa de menor valor angular. A transicao de fase observada se d4 pela saida da
agua da estrutura cristalina devido ao aumento de temperatura, e os picos remanescentes
observados em baixo valor angular indicam que permanece um grau de cristalinidade do
material. Os resultados dos experimentos de calorimetria exploratéria diferencial sugerem
uma transicao em torno de 130 °C o que corrobora com o experimento de difracao de

raios-X em altas temperaturas.
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5 Conclusoes e Perspectivas

Nesta Tese foram estudados as propriedades estruturais e/ou vibracionais de dois
dipeptideos, o L-alanil-L-Fenilalanina (AF) e o L,L-dileucina (LL).

A analise do dipeptideo AF por meio de cdlculos de primeiros principios usando
a teoria do funcional de densidade possibilitou a determinacao dos 3N-6 modos normais
de vibragao da molécula. O célculo mostrou uma boa correspondéncia dos modos refe-
rentes a grupos funcionais comuns em dipeptideos e aminodcidos, como, por exemplo, 0s
modos referentes aos grupos funcionais CO;, NHJ e C=0. Variando-se o angulo diedral
caracteristico de um dipeptideo 6 = C — C® - .. Cs — Cj encontramos possiveis conforma-
¢oOes para o dipeptideo AF, duas delas susceptiveis de ocorrer em condi¢oes ambientes,
a primeira entre 85° < |f| < 115° e a segunda entre 130° < || < 177°. Além disso, os
calculos realizados com diferentes solventes mostrou uma variacao do angulo 6 em relagao
a constante dielétrica do solvente, e como reportado na literatura, diferentes formas sao

obtidas quando sao usados diferentes solventes.

Os experimentos com variagao de pressao para o dipeptideo LL, tanto Raman,
quanto difracao de raios-X utilizando luz sincrotron sugerem uma transi¢ao de fase entre
2,3 e 2,9 GPa, onde observamos um conjunto de mudangas nos modos vibracionais que
participam diretamente da estabilidade da estrutura cristalina. Nos modos referentes aos
grupos funcionais CO;, NHj e C' = O, e no modo referente ao estiramento da molécula,
de 4dgua, notou-se também uma dréastica mudanca de intensidade, largura de bandas e
descontinuidades no coeficiente de inclinagado . Além disso, apds 16 GPa os experimentos

em altas pressoes sugerem que a amostra inicia um processo de amorfizagao.

Os experimentos de difragao de raios-X para o dipeptideo LL em baixas tempe-
raturas sugerem uma transicao de fase estrutural entre -60 e -40 °C', sendo observados

deslocamentos de alguns picos, bem como o desaparecimento/acoplamento de varios outros.

Em altas temperaturas, os experimentos de difracao de raios-X para o dipeptideo
LL mostram que mudancas abruptas ocorrem entre 100 e 140 °C', sendo isso associado
com a saida da molécula de agua da estrutura cristalina. O experimento de calorimetria
exploratoria diferencial corrobora com o experimento de difracdo de raios-X em altas
temperaturas mostrando uma transicao de fase em torno de 130 °C'; ambos os experimentos

mostram que esse processo se da de forma irreversivel.

Como perspectivas de trabalhos futuros, pretendemos resolver a estrutura cristalina
do dipeptideo AF e realizar experimentos de espectroscopia Raman e difracao de raios-

X com variagao de temperatura e pressao. Para o dipeptideo LL pretende-se realizar
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experimentos de espectroscopia Raman em altas e baixas temperaturas para corroborar
com os dados obtidos nos experimentos de difragdo de raios-X. Finalmente, espera-se

realizar estudos em outros dipeptideos hidrofébicos visando correlacionar suas propriedades.
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APENDICE A — Aspectos tedricos da

espectroscopia vibracional

A configuragdo de uma molécula consiste de um grupo de atomos interligados
por meio de ligagoes covalentes/i6nicas as quais pode-se atribuir uma certa elasticidade.
Como resultado, elas podem apresentar movimentos periddicos, com graus de liberdade
vibracionais. Os movimentos relativos de cada atomo em relacao aos outros, em que todos
os atomos estao vibrando com a mesma fase e mesma frequéncia sao chamados modos
normais de vibragao. Moléculas poliatomicas com N atomos possuem 3N-6 modos normais

de vibragao (para uma molécula linear tem-se 3N-5).

Um espectro é uma espécie de impressao digital de um composto quimico, que
dependem da massa dos atomos, de seus arranjos geométricos e da forga de suas ligacoes
quimicas, ou seja, cada sustancia fornecerda um espectro singular. Os agregados moleculares
tais como cristais ou complexos comportam-se como “super moléculas” nas quais as

vibragoes dos componentes individuais sao acopladas.

Hoje sao conhecidos intimeros métodos espectroscopicos com diferentes finalidades.
Neste trabalho estamos interessados sobretudo nas propriedades vibracionais e estrutu-
rais de substancias organicas, e para isso utilizamos duas técnicas espectroscopicas: a
espectroscopia Raman e a espectroscopia infravermelho (IR), em conjunto com calcu-
los computacionais. Os espectros infravermelho e Raman sao importantes ferramentas
para o estudo de espectros vibracionais. Dependendo da natureza da vibracdo, que é
determinada pela simetria da molécula, as vibragoes podem ser ativas ou proibidas no
espectro infravermelho ou Raman. Portanto, os espectros mostram certas bandas, isto
é, vibragoes caracteristicas, que sao tipicas de grupos particulares de atomos e que sao
definidas por intervalos de frequéncia e intensidades no espectro IR e Raman, bandas que
podem ser muito intensas no Raman e pouco intensas ou nao aparecerem no infravermelho,
e vice-versa. As intensidades das bandas no espectro de uma mistura sao proporcionais a
concentracao dos componentes individuais, assim é possivel determinar a concentracao de
uma substancia ou efetuar uma analise de varios componentes. Os espectros podem ser
registrados em qualquer estado (sélido, liquido ou gasoso) e podem ser obtidos de uma,
forma nao destrutiva. Depois de os espectros terem sido registrados, a amostra pode ser

recuperada e utilizada para outros fins.
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A.1 Vibracoes moleculares

O modelo mais simples de uma vibragao molecular pode ser descrita por um atomo
de massa muito grande ligado a uma mola sem peso (Fig. A.1 (a)). A forca F que é
necessaria para mover o atomo a uma certa distancia x de uma posic¢ao de equilibrio é
proporcional & constante de forca f, que neste caso esta relacionado com o tipo de ligagao
entre os dtomos da molécula [96]. Conforme a lei de Hooke, F' = —f - . O sinal negativo
indica que a forga é restauradora, ou seja, tem dire¢do oposta ao alongamento. De acordo
com a lei de Newton, a forga é também proporcional & massa m e a aceleragao (a segunda

. .~ ~ 2
derivada da posi¢ao com relagao ao tempo t), F' = m - ‘272‘”, de forma que podemos escrever:

d?x

m-ﬁ:—f-w. (A.1)

Esta equacao diferencial de segunda ordem tem como solugao: x = zg-cos(2mvt+«),
descrevendo o movimento do a&tomo como um oscilador harmonico, onde v é a frequéncia
da radiacao incidente e « é o angulo de fase. A segunda derivada dessa solu¢ao com relacao

ao tempo, é dada por,

dz?

oz —4m*Vgc0s(2mvt + o) = —Arvin (A2)

substituindo na equagao A.1, teremos como resultado:

47 m = f ou V= =. (A.3)

Esta é a frequéncia de vibracdo de uma massa muito grande, conectada por uma
mola elastica sem peso. Se da mesma forma considerarmos uma molécula diatémica, com

atomos de massa m; e my conforme a Fig. A.1(b), teremos:

V:%\/f<7:“+nll2), (A4)

descrevendo a frequéncia de vibragao de uma molécula diatomica.

A equagao A.4 fornece a frequéncia da vibragdo v em Hz (s7!). Em espectroscopia
vibracional, é comum medir “frequéncias” em nimero de onda 7 (ondas por unidade de

comprimento), que ¢ o inverso do comprimento de onda A (7 = v/c=1/)\).

Se as unidades de massa atomica sao empregadas e as constantes de forca sao
medidas em N/cm (= mdina/A), a frequéncia de uma vibragao de uma molécula diatomica

¢ dada por:
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1% 1 1
e 1303\/f <ml + m2> (A.5)

Figura A.1 — Representagao de um sistema massa mola.

AN

(a) (b)

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software Inkscape da Software Freedom Conser-
vancy.

Um grupo C-H com massas atomicas de 12 e 1 unidade, respectivamente, em que
os dtomos estao conectados por uma ligagdo com uma constante de for¢a f de 5 N/cm,
nos fornece um niimero de onda de 7 = 3033 cm~!. Este valor nos d4 uma nocao da regiao

em que um estiramento C-H estara localizado no espectro [97].

Para moléculas poliatomicas a frequéncia das vibragoes normais podem ser calcula-
das aplicando a equacgao de Lagrange para expressoes da energia cinética e potencial da

molécula.

O ntimero tedrico de vibragoes fundamentais raramente é observado, pois, alguns
fatores reduzem o nimero de bandas como, por exemplo bandas com intensidades muito
fracas para serem observadas, vibragoes fundamentais tao proximas que se juntam no
espectro, ocorréncia de bandas degeneradas provenientes de varias absor¢oes de mesma

frequéncia em moléculas de alta simetria, entre outras [97].

A.1.1 Tipos de vibracoes moleculares

As vibragoes moleculares podem ser classificadas em deformacoes axiais que é
um movimento ao longo do eixo de ligacao, fazendo com que as distancias interatomicas
variem, e deformacoes angulares que correspondem as vibragoes que envolvem atomos
ligados formando um angulo entre si, ou de um grupo de dtomos em relagao ao restante da
molécula, podendo ser de diferentes tipos: estiramento (ou stretching), flexdo ou dobramento

(bending) e torgao.
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Na vibracao do tipo estiramento ocorre alteracao no comprimento da ligacao entre
os atomos, podendo ser do tipo estiramento simétrico (ocorre quando os atomos se estiram
e se contraem em fase) e estiramento antissimétrico (ocorre quando os 4tomos se estiram e

se contraem fora de fase).

As flex6es ou dobramentos sao identificados como modificagoes vibracionais cuja
dire¢ao ¢é perpendicular a ligacao entre os &tomos. Neste caso existem as seguintes nomen-
claturas: i)rocking ou oscilacdo, os atomos oscilam em fase no mesmo plano; ii) scissoring
ou corte, caracteriza-se como um movimento dos atomos na direcao da mudanca de angulo,
mantendo-se no plano; iii)wagging ou balango em fase, os 4&tomos movimentam-se em fase
para fora do plano molecular; iv) twisting ou balango fora de fase, os 4&tomos movimentam-
se para fora do plano molecular para lados opostos alternadamente [98]. A Fig. A.2 ilustra

os tipos de vibragoes mencionados acima.

Figura A.2 — Diferentes tipos de vibra¢oes moleculares.

estiramento simétrico estiramento antissimétrico

scissoring rocking

wagging twistting

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software Inkscape da Software Freedom Conser-
vancy.
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Nas torcoes os angulos e as distancias atomicas praticamente nao se alteram, e os
atomos giram em torno de um eixo que passa pelo centro da molécula. Para esse tipo de
vibragao é necessario um minimo de 4 atomos. Um exemplo de torcao esta ilustrado na

Fig. A.3.

Figura A.3 — Vibragoes do tipo torgao.

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software Inkscape da Software Freedom Conser-
vancy.

A Tab. A.1 (anexo A) mostra algumas frequéncias caracteristicas e suas respectivas

regioes de nimero de onda (aproximadamente) de grupos em compostos organicos [99].

Vibragoes do tipo estiramento de atomos com diferentes valores de eletronegativi-
dade sdo modulados pelo momento de dipolo, mostrando bandas fortes no infravermelho.
Vibragoes de ligagoes entre atomos iguais mostram bandas de intensidades muito fracas,
entretanto, elas sao moduladas pela polarizabilidade e, portanto, mostram bandas fortes

no Raman.

A.2 O espectro Raman
A espectroscopia Raman consiste em linhas gerais na andalise da luz espalhada, apds
a interagao de um feixe de luz monocromatica com um dado material.

Quando uma molécula é exposta a um campo elétrico externo, elétrons e nicleos

sao forcados a se mover em diregoes opostas, dessa forma, é induzido um momento de
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dipolo que é proporcional a intensidade do campo elétrico aplicado. A capacidade de
formacao de um momento de dipolo induzido pela radiagdo estd associado a chamada
polarizabilidade molecular « [98]. A vibracao s6 pode ser observada no espectro Raman se
houver uma variacao da polarizabilidade molecular com a coordenada normal de vibracao,

ou seja,

(gj) # 0. (A.6)

Se um quanta de luz hiyy de luz atinge uma molécula, a maior parte sofre um
espalhamento eldstico [100]. Mas , em contrapartida, uma pequena fracao dessa radiagao

sofrera um espalhamento inelastico, que é o chamado espalhamento Raman.

Acredita-se que quando o sistema interage com a radiacao incidente de frequéncia
Vg, ele deve sofrer uma transicdo, primeiramente indo para um estado virtual. Como os
estados excitados tém tempo de vida muito curto, logo apds a interacao o sistema tende
a decair, podendo voltar para o mesmo estado de energia hvg, ou ir para um nivel de
maior energia, ou ainda ir para um de menor energia nos casos em que 0 mesmo ja estiver
em um estado excitado. No segundo caso, ocorre aniquilacao de um féton da radiacao
incidente de energia hrv e a simultanea criagdo de um féton de menor energia, h(vy — v,
); a este processo dé-se o nome de espalhamento Raman Stokes. No terceiro caso, ocorre
a aniquilacdo de um féton da radiacao incidente de energia hyg e a simultanea criacao
de um f6ton de energia maior h(vg + vs), este processo é classificado como espalhamento
Raman anti-Stokes. O espalhamento sem mudanca de frequéncia é chamado espalhamento
Rayleigh [98].

No espectro da radiacao espalhada as novas frequéncias sao denominadas linhas
Raman ou bandas, que coletivamente constituem o espectro Raman. Bandas Raman de
frequéncias menores do que as frequéncias incidentes do tipo vy — v sdo chamadas bandas
Stokes, e aquelas de frequéncias maiores do que a frequéncia incidente do tipo vy + v como
bandas anti-Stokes. A Fig. A.4 ilustra os principios do espalhamento Raman. Podemos
notar que as bandas Stokes sao muito mais intensas que as bandas anti-Stokes e que tendo
como referéncia a banda do espalhamento Rayleigh, as bandas Stokes e anti-Stokes sao

simétricas. A Fig. A.4 ilustra o principio do espalhamento Raman [99].

A diferenca entre a intensidade do efeito Stokes, que é muito superior a do efeito
anti-Stokes, faz com que habitualmente se trabalhe somente com o efeito Stokes e, por

comodidade, se situe o resultado na parte positiva do eixo.

O espalhamento Raman, por si, ndo depende da frequéncia da radiacao incidente,
embora a intensidade espalhada sim. Isso se deve ao fato de que a frequéncia depende
apenas dos estados de energia final e inicial da molécula. Por fim, estes estados sao

também relacionados a estados de vibragoes (modos normais) [100]. A luz espalhada que
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Figura A.4 — Principio do espalhamento Raman: (a) quanta de energia interage com a
molécula; (b) a radiacdo incidente de leva a molécula transigao de estados; e
(c) espectro Raman, mostrando as linhas de espelhamento Rayleigh, Stokes
e Anti-stokes.

hv::hvo-i— hv,

\

Rayleigh

Anti-Stokes

Fonte: Produzida pelo autor utilizando o software Inkscape da Software Freedom Conser-
vancy.

apresenta numeros de ondas distintos da radiacao incidente v = vy v, é a que proporciona
informacoes sobre a composi¢ao molecular da amostra, caracteristicas de natureza quimica
e do estado fisico. Cada molécula tem um conjunto de valores v, caracteristicos de sua

estrutura poliatomica e da natureza da interagdo quimica que as formam [96].

Toda molécula tem um momento de dipolo intrinseco ou efetivo. Entretanto, quando
o campo elétrico da radiacao incidente interage sobre a molécula, teremos o aparecimento
de um novo momento de dipolo induzido pela radiacao [96]. Esse momento de dipolo P
apresenta uma relagdo linear com o campo elétrico de radiacao incidente, de acordo com a

expressao
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P =aE, (A7)

onde « é a polarizabilidade molecular, uma propriedade intrinseca de cada sistema fisico,
mas que somente se manifesta quando hé interacao da radiagao eletromagnética com o
composto em questao. A polarizabilidade pode ser considerada como a medida da facilidade
com que os elétrons podem se deslocar para produzir um dipolo elétrico sob a acao de
um campo elétrico, sendo que « é uma constante de proporcionalidade, que descreve uma
propriedade molecular relacionada a deformacao de uma ligagdo em um campo elétrico E

que pode ser escrito pela equacao:

E = Eycos(2mupt). (A.8)

Assim, quando o campo elétrico da radiagao interage com uma nuvem eletronica

de uma ligacao da amostra, temos, ao substituir A.8 em A.7 a seguinte equacao:

P = aEjycos(2mupt). (A.9)

Para ser ativa no Raman, a polarizabilidade a de uma ligagao precisa variar em
funcao da distancia entre os ntucleos. Expandindo a funcao polarizabilidade em torno da

posicao de equilibrio do sistema, temos:

oo’
arog+ (q— Geg) <8q> , (A.10)
sendo que o ¢ a polarizabilidade da ligacao na distdncia internuclear de equilibrio (ge,)
e a separagao internuclear em qualquer instante é ¢ (os termos de ordem superior sao
despreziveis). A variagao na separacao internuclear se altera com a frequéncia vibracional
vs sendo dada por, ¢ — ¢, = qo cos(2mvst) , onde gy é a separagao internuclear maxima

relativa & posicao de equilibrio. Assim, a equagao A.10 fica sendo:

a o+ (gj) o cos(2m,t). (A.11)

Podemos entao, obter uma expressao para o momento dipolar induzido P substi-

tuindo a equagao A.11 na A.9:

P= [ozg + (?) 9o cos(QWVUt)] Ey cos(2mpt),
q

~ - - 0
P = apEq cos(2mipt) + Foqo (;) cos(2mu,t) cos(2mipt).
q
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Aplicando a identidade trigonométrica cosx cosy = [cos(z + y) + cos(z — y)]/2

obtemos:

P = oyE cos(27ﬂ/0t)+quo <ga> cos[27r(yv+1/0)t]+E;qo (?) cos[2m(vy—1p)t]. (A.12)
q q

O espalhamento Raman exige que a polarizabilidade de uma ligacao varie em funcao

da distancia, isto é, ‘3—“ na equacao A.12 precisa ser maior que zero para que as linhas
q

Raman aparegam. Observando os termos da equagao A.12 vemos que no primeiro termo nao

temos variagao de frequéncia, este termo, portanto, representa o espalhamento Rayleigh,

no segundo termo temos um acréscimo na frequéncia e este representa o espalhamento

Raman anti-Stokes, no terceiro termo temos um decréscimo na frequéncia representando o

espalhamento Raman Stokes [96].

Embora este tratamento classico forneca uma informacao correta acerca do exigido
para uma transicdo Raman, ele nao nos fornece todas as informagoes. Os estados envolvidos

na transicao devem satisfazer outro requisito relativo a sua simetria.

De uma maneira geral, as componentes do momento de dipolo induzido e as compo-
nentes do vetor campo elétrico estao relacionadas a partir da equacao A.7. Matricialmente,

esta equacgao toma a forma:

Py | = g gy 0y E,
PZ azfﬂ azy aZZ EZ

No efeito Raman normal, as componentes «;; que relacionam os dois vetores P e
FE formam um tensor simétrico, portanto, c;; = ;. Para a polarizabilidade da molécula,

a expressao que corresponde ao momento de transicao do dipolo se escreve como

Qg = / wianbdr, (A.13)
onde 9; e ¥y correspondem as fun¢oes de ondas dos estados inicial e final envolvidos na

transicao, respectivamente.

E possivel escrever, para cada transicio entre os estados vibracionais 7 e f descritos
acima, as componentes (a;;)ir = [ ;¢ dT, sdo seis integrais da forma acima e para
haver atividade no Raman pelo menos uma das componentes destas seis integrais deve,
necessariamente, ser diferente de zero. Substituindo a equa¢ao A.10 em A.13 e chamando

(q - qeq) de g, teremos:

Qi = /¢z [ao + (?;) ds + 1 wde,
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0
Qif = @0/¢i¢fd7+ ((;;) /%’C_Is@bfdf (A.14)

O primeiro termo ¢ igual a zero devido a ortogonalidade dos estados v; e ¢y. Assim,
para que a expressao (A.14) seja diferente de zero é necesséario que (%‘;‘) # 0, o resultado
obtido classicamente, e [ 1;qs1rdT # 0, resultado obtido somente por meio do tratamento
quantico. O tltimo termo implica que somente ha uma polarizabilidade de transicao para
determinadas transicoes selecionadas. E o que chamamos de regra de selecio. Para que essa
integral seja diferente de zero é necessario que o integrando seja<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>