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RESUMO

Nesse estudo, foi feita a andlise estrutural e vibracional dos dipeptideos glicil-L-
fenilalanina (C;;H,4N,03) e glicil-L-acido glutamico hidratado (C,H,,N,05 ¢ H,0). A
glicil-L-fenilalanina ¢ um dipeptideo hidrofilico formado pela juncao dos dipeptideos
glicina e fenilalanina, sendo utilizado na sintese de co-cristais e estruturas metal-organica
(MOFs), enquanto a glicil-L-acido glutamico ¢ um dipeptideo neurotransmissor com
potencial de prevencdo de certas doengas degenerativas, como o Alzheimer. Num primeiro
estagio, realizou-se a cristalizacdo e a determinacao das estruturas dos dipeptideos através
de difracdo de raios-X. Além dessa técnica, também foram utilizados célculos de primeiros
principios por teoria do funcional de densidade (DFT), andlise térmica (calorimetria
diferencial de varredura (DSC) e analise termogravimétrica (TGA)), espectroscopia no
infravermelho e espectroscopia Raman em condi¢des extremas de temperatura e pressao.
No que diz respeito a glicil-L-fenilalanina, calculos DFT foram utilizados para se obter a
conformag¢do molecular de menor energia, variando-se o angulo diedral w (C1C2N2C3)
em meio aquoso. Também foram obtidos os espectros vibracionais e a atribui¢do teorica
dos modos normais de vibragdo dos dipeptideos, encontrando-se uma boa concordancia
com os dados experimentais. Os experimentos de espectroscopia Raman em altas pressoes
foram realizadas no dipeptideo glicil-L-fenilalanina até pressdes de 7,1 GPa, utilizando-se
uma célula de pressao a extremos de diamante. Desse estudo, foi observada uma transicéo
de fase em torno de 1,0 GPa, acompanhada por mudancas conformacionais de acordo com
a analise do comportamento de varios modos internos. Variando-se a temperatura de 300
até 10 K e de 300 até 393 K, observou-se uma transicao de fase estrutural entre 100 e 80
K. Notou-se também um comportamento ndo-linear de alguns niameros de onda de modos
de altas energias, possivelmente devido ao fato de que certas unidades C-H estejam
acopladas com modos envolvidos em liga¢des de hidrogénio. Em relagéo a glicil-L-4cido
glutdmico hidratado, foi feitaaresolucdo da sua estrutura pelatécnicade difracdo de raios-
X de monocristal, sendo obtido a sua estrutura cristalina, seu grupo espacial, as posi¢des
atbmicas e os parametros de rede ainda ndo catalogado na literatura. Foi realizada uma
analise minuciosa dos modos vibracionais por célculos de primeiros principios e
distribuicédo de energia potencial (PED). Ao ser submetido a temperaturas de 300 até 403
K, notou-se um comportamento ndo-linear no nimero de onda de diversas bandas,
apontando para uma anarmonicidade antecedendo a amorfizacdo da amostra. O processo
de amorfizacdo, ele proprio, envolveu a saida de moléculas de agua acima de 400 K,



indicando que a agua presente na estrutura desempenha um papel de destaque na

estabilidade do cristal a temperatura ambiente. Uma comparacdo desse Gltimo resultado

com estudos recentes em outros dipeptideos também € fornecida.

Palavras-chave: Glicil-L-Fenilalanina; Glicil-L-Acido glutamico; Transi¢do de Fase;

Altas Pressdes; Espectroscopia Raman.



ABSTRACT

In this study, the structural and vibrational analysis of the dipeptides glycyl-L-
phenylalanine (C;;H,4N,053) and glycyl-L-hydrated glutamic acid (C,H,,N,05) was
carried out. Glycyl-L-phenylalanine is a hydrophilic dipeptide formed by joining the
dipeptides glycine and phenylalanine and is used in the synthesis of co-crystals and metal-
organic frameworks (MOFs), while glycyl-L-glutamic acid is a neurotransmitter dipeptide
with the potential to prevent certain degenerative diseases, such as Alzheimer's disease. As
a first step, the dipeptides were crystallized and their structures determined using X-ray
diffraction. In addition to this technique, first-principles calculations using density
functional theory (DFT), thermal analysis (differential scanning calorimetry (DSC) and
thermogravimetric analysis (TGA)), infrared spectroscopy and Raman spectroscopy under
extreme conditions of temperature and pressure were also used. With regard to glycyl-L-
phenylalanine, DFT calculations were used to obtain the lowest energy molecular
conformation by varying the dihedral angle o (C1C2N2C3) in an aqueous medium.
Vibrational spectraand the theoretical assignment of the normal modes of vibration of the
dipeptides were also obtained, and good agreement was found with the experimental data.
Raman spectroscopy experiments at high pressures were carried out on the dipeptide
glycyl-L-phenylalanine up to pressures of 7.1 GPa, using a diamond end pressure cell.
From this study, a phase transition was observed around 1.0 GPa, accompanied by
conformational changes according to the analysis of the behavior of various internal
modes. Varying the temperature from 300 to 10 K and from 300 to 393 K, a structural
phase transition was observed between 100 and 80 K. A non-linear behavior of some wave
numbers of high-energy modes was also noted, possibly due to the fact that certain C-H
units are coupled with modes involved in hydrogen bonds. With regard to hydrated glycyl-
L-glutamic acid, its structure was solved using the single-crystal X-ray diffraction
technique, and its crystal structure, space group, atomic positions and lattice parameters
were obtained which have not yet been catalogued in the literature. A detailed analysis of
the vibrational modes was carried out using first-principles calculations and potential
energy distribution (PED). When subjected to temperatures ranging from 300 to 403 K a
non-linear behaviour was observed in the wave number of several bands, pointing to an
anharmonicity preceding the amorphization of the sample. The amorphization process
itself involved the exit of water molecules above 400 K, indicating that the water present

in the structure plays a major role in the stability of the crystal at room temperature. A



comparison of this last result with recent studies on other dipeptides is also provided.

Keywords: Glycyl-1-Phenylalanine; Glycyl-1-Glutamic Acid; Phase Transition; High

Pressures; Raman Spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

Os peptideos séo cadeias de aminoacidos formadas a partir da ligacao peptidica dos
residuos dos aminoacidos. Dessas ligacOes peptidicas temos a formacéo de pequenas cadeias
como dipeptideos e tripeptideos, até cadeias contendo milhares de residuos, formando assim as
proteinas. Tais materiais apresentam importantes atividades bioldgicas, podendo atuar como
neurotransmissores (Fu et al., 2009), na estimulacdo do cortex adrenal (Hughes, 2010), na
formacéo de fibrilasamildides (Barboza et al., 2017; Silva Filho, da et al., 2017), na regulacgéo
do pH das células musculares (Fu et al., 2009), entre outras.

Devido as suas func@es bioldgicas, eles podem ser usados no tratamento e controle
de diferentes doencas como cancer (Celik et al., 2022; Iglesias et al., 2014) e 0 Zika virus (Li
et al.,2017), além do desenvolvimento de dispositivos eletronicos (Gong et al., 2015). Além
disso, devido as suas estruturas biocompativeis, eles vém sendo utilizados no estudo de
automontagem, sendo utilizados na formacédo de hidrogéis (Banerjee, Das e Maitra, 2009;
McAulay et al., 2020; Sun et al., 2016; Zhang et al., 2020), de nanoestruturas (Keyes-Baig et
al., 2004; Talloj, Mohammed e Lin, 2020; Zohrabi et al., 2020) e na construcéo de dispositivos
(Panda e Chauhan, 2014; Villa, Vegt, van der e Peter, 2009).

No presente trabalho, foram estudadas as propriedades vibracionais do dipeptideo
glicil-L-fenilalanina e a glicil-L-acido glutamico hidratado. A glicil-L-fenilalanina € um
dipeptideo formado pelos residuos da glicina e da L-fenilalanina, com massa molar de 222,24
g/mol. Em sua forma cristalina, o dipeptideo tem estrutura monoclinica com grupo espacial
P21, tendo duas moléculas por célula unitéria, Z = 2 (Mukkamala, Zhang e Oldfield, 2007). As
propriedades do material foram estudadas em condi¢fes ambiente utilizando as técnicas de
espectroscopia vibracional (Raman e IR) em condi¢Ges ambiente e em condi¢fes extremas de
temperatura e pressdo. A estrutura do dipeptideo foi confirmada por meio da técnica de difracao
de raios-X. A andlise estrutural e a atribuicdo dos modos normais de vibracdo foram feitas
utilizando a teoria do funcional de densidade (DFT). Além disso, foram utilizadas as técnicas
de anélise térmica (DSC/TGA) para estudar a estabilidade do cristal e possiveis transi¢des de
fase quando submetido a altas temperaturas.

A glicil-L-4cido glutamico hidratado € um dipeptideo neurotransmissor formado
pelos residuos da glicina e do &cido I-glutdmico, com massa molar de 204,18 g/mol. Sua
estrutura cristalina foi determinada neste trabalho utilizando a técnica de difrac&o de raios-X de
monocristal, no qual o dipeptideo tem estrutura monoclinica e grupo espacial P2;, com duas

moléculas por célula unitaria, Z= 2. Foram feitos célculos computacionais utilizando o
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funcional de densidade (DFT) para a andlise estrutural e a atribuicdo dos modos normais de
vibracdo. Inicialmente, foram feitos experimentos de espectroscopia vibracional (Raman e IR)
em condi¢cdes ambiente. Em seguida, foram feitos experimentos em altas temperaturas
utilizando as técnicas de analise térmica, difracdo de raios-X em po e espectroscopia Raman,
observando-se a instabilidade do material ao ser submetido a tais condigdes.

No capitulo 1, é apresentada uma abordagem geral sobre aminoécidos, peptideos e
um historico dos materiais estudados. No capitulo 2, temos a descricdo dos procedimentos
experimentais, dos equipamentos utilizados e a obtencdo das amostras. No capitulo 3, sdo
apresentadas as propriedades estruturais e vibracionais da glicil-L-fenilalanina, comecando
com a confirmagdo da estrutura cristalina e a analise estrutural e vibracional em condi¢fes
ambiente. Em seguida, é feita a analise das propriedades vibracionais do cristal do dipeptideo
ao ser submetido a altas pressdes, altas temperaturas e baixas temperaturas, utilizando as
técnicas de espectroscopia Raman, difracdo de raios-X e andlise térmica. No capitulo 4, sdo
apresentadas as propriedades estruturais e vibracionais da glicil-L-acido glutdmico hidratado e
as técnicas utilizadas no estudo do dipeptideo. Inicialmente, € relatada a confirmacéo da
estrutura cristalina do dipeptideo, onde é descrita a estruturado cristal e da molécula. E feitaa
descricdo do comportamento vibracional do dipeptideo ao ser submetido a altas temperaturas,
usando as técnicas de espectroscopia Raman, difragdo de raios-X e analise térmica. No capitulo

5, temos as conclusdes e perspectivas futuras dos materiais estudados.

1.1 Aminoacidos

Aminoacidos sdo moléculas organicas simples constituido por um carbono central
(C,), um grupo amina (NH,), um grupo carboxilico (COOH), um atomo de hidrogénio e uma
cadeia lateral (R), responsavel pela diferenciacao das propriedades quimicas e fisioldgicas dos
aminoacidos no organismo (Barrett e Elmore, 1998). Quando em liquido ou em estado solido,
0 grupo carboxilico cede um hidrogénio ao grupo amina, ficando o grupo carboxilico carregado
negativamente (COO~) e o grupo amina carregado positivamente (NHJ"), assim temosa forma
ionizada do aminoacido denominada zwitterionica (Figura 1), predominante na formacristalina
de aminodcidos, farmacos e peptideos (D’ Mello, 2003). Das centenas de aminoacidos
existentes, apenas 22 aminoacidos sdo proteicos, ou seja, sdo responsaveis pela formacéo das
proteinas e peptideos estdo presentes no cddigo genético (Rother ¢ Krzycki, 2010). Além dos

20 aminoécidos j& amplamente conhecidos, foram adicionados recentemente a selenocisteina
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(Johansson, Gafvelin e Arnér, 2005; Liebecq, 1999) e a pirrolisina (Hao et al., 2004, Srinivasan,
James e Krzycki, 2002; Zhang e Gladyshev, 2007). Também temos os aminoacidos ndo
proteicos, sdo que aqueles que ndo estdo presentes na formacéo de proteinas, por exemplo, o
gaba (Dobson ¢ Gerkin, 1996; Watanabe et al., 2002).

Figura 1: Representacdo de um aminoacido nas formas (a) neutra e (b) zwitterinica.
(a) (b)

(0]
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os aminoacidos sdo obtidos a partir da alimentacdo e da sintese de outros
aminoacidos pelo organismo. Os aminoacidos obtidos pela alimentacdo sdo chamados de
aminoéacidos essenciais. Dentre os 20 aminoacidos proteicos, 0s aminoacidos essenciais sdo:
valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, arginina, lisina, metionina, serina, treoninae triptofano
(Rao, 2006). Outros aminoacidos podem ser obtidos a partir de rea¢Bes quimicas dos
amino&cidos essenciais no organismo, sendo chamados de aminoécidos ndo essenciais. Os
aminoacidos ndo-essenciais sdo: glicina, alanina, histidina, cisteina, asparagina, glutamina,
prolina, &cido aspartico, acido glutdmico e tirosina (Rao, 2006). Todos os aminoacidos

proteicos estdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1: Aminoé&cidos proteicos essenciais e ndao essenciais.

Aminoacidos essenciais Aminoacidos ndo essenciais
Valina Glicina
Leucina Alanina

Isoleucina Histidina
Fenilalanina Cisteina
Arginina Asparagina
Lisina Glutamina
Metionina Prolina
Serina Acido aspartico
Treonina Acido glutdmico
Triptofano Tirosina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os aminoacidos podem ser observados na forma de imagens especulares sem
sobreposicao, sendo chamados de enantiémeros (Cahn, Ingold e Prelog, 1966; Wu, 2013). Com
excecdo da glicina, todos os aminoécidos sdo opticamente ativos e sdo classificadosem: (i) L-
aminoéacidos, sdo aminoacidos que desviam o plano de polarizacdo para a esquerda e sdo 0s
unicos que formam ligacdo peptidica entre eles, formando peptideos e proteinas; (ii) Os D-
amino&cidos, que desviam o plano de polarizacdo para a direitae sdo encontrados em algumas
bactérias e acucares (D’Mello, 2003; Genchi, 2017; Kuru et al., 2012; Naganuma et al., 2018;
Wolosker et al.,2008); (iii) DL-amino&cidos, é umaformaracémica formadaa partir da mistura
em proporgdes iguais dos aminoacidos do tipo L e D e que ndo sdo opticamente ativos
(Matthews, 2009).

O radical (R) é responsavel pela diferenciacdo das propriedades quimicas entre 0s
aminoacidos, sendo classificados em relacdo a sua polaridade em apolar, polar ndo carregado
(ou neutro), polar carregado positivamente e polar carregado negativamente. Aminoacidos
apolares sdo aqueles pouco soliveis em agua, sendo eles: a alanina, isoleucina, leucina,
metionina, fenilalanina, prolina, triptofano e valina. Ja os polares (ndo carregados ou neutros),
sdo aminoacidos sollveis em agua e se ionizam em condi¢fes normais, com excecao da serina.
Os aminoéacidos polares séo: glicina, cisteina, serina, tirosina, treonina, glutamina e asparagina.
Os aminoacidos carregados positivamente sdo aqueles que, em uma solucdo com pH 7,0, tém
carga positiva, sdo eles: a histidina, lisina e arginina. J& os carregados negativamente sao

aqueles que, em solucdo com pH 7,0, tm uma carga negativa, onde temos apenas dois
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amino&cidos: acido glutdmico e o acido aspartico (Hughes, 2010). Na Tabela 2, temos 0s

aminoacidos classificados por sua polaridade.

Tabela 2: Aminoéacidos proteicos classificados por polaridade.

Apolar Polar Carregados Positivamente Carregados Negativamente
Alanina Glicina Histidina Acido Glutamico
Isoleucina Cisteina Lisina Acido Aspértico
Leucina Serina Arginina
Metionina Tirosina
Fenilalanina Treonina
Prolina Glutamina
Triptofano Asparagina
Valina

Fonte: Elaborado pelo autor.

E interessante notar que, devido ao radical R, os aminoécidos sdo classificados de

acordo com a sua afinidade com a agua, sendo classificados em hidrofobicos e hidrofilicos. Os

aminoé&cidos hidrofébicos, que ndo tém afinidade e sdo repelidos por moléculas de agua, estao

listados a seguir: metionina, fenilalanina, leucina, isoleucina, valina, tirosinae triptofano. J4 os

aminoacidos hidrofilicos, que tém afinidade e se dissolvem com facilidade em &gua, sdo:

arginina, lisina, acido aspartico, acido glutdmico, glutamina, asparagina, histidina, serina e

treonina.
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Tabela 3: Aminoéacidos proteicos classificados por afinidade em

meio aguoso.
Hidrofdbicos Hidrofilicos
Metionina Arginina
Fenilalanina Lisina
Leucina Acido aspartico
Isoleucina Acido glutamico
Valina Glutamina
Tirosina Asparagina
Triptofano Histidina
Serina
Treonina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Por serem moléculas simples, os aminoacidos sdo utilizados como modelo inicial
para a compreensao das ligacdes de hidrogénio e no estudo de peptideos, proteinas e farmacos.
Eles podem ser cristalizados utilizando diferentes rotas de sintese e condi¢des, podendo ser
obtidas as suas fases anidra e hidratada. Sdo observadas diferentes quantidades de moléculas
nas estruturas cristalinas dos aminoacidos que interagem por ligacdes de hidrogénio. Essas
ligagOes desempenham papel importante em cristais moleculares, pois sdo elas que garantem a
estabilidade das estruturas cristalinas e em condic¢des extremas. As mudancas nessas ligacoes
indicam modificacdes no cristal; dessa forma, ele tera uma estrutura cristalina e propriedades
fisico-quimicas diferentes da estrutura inicial. Além disso, os aminoacidos tém facilidade em
se ligar com outros materiais, como haletos, metais de transicdo e outras moléculas pelas
ligagOes de hidrogénio, formando haletos (Cheng et al., 2023; Fleck, 2008; Fleck et al., 2008;
Ghazaryan et al., 2016; Gopakumar et al., 2022; Mardirossian ef al., 2021; Petrosyan et al.,
2020), complexos metalicos (Elius Hossain et al., 2015; Ishida et al., 1980; Joseyphus,
Dhanaraj e Nair, 2006; Karpin, Merola e Falkinham, 2013; Mahapatra et al., 2014; Mandal,
Das e Askari, 2014a; b; Marcotrigiano, Menabue e Pellacani, 1976; Remko et al., 2011; Remko,
Fitz e Rode, 2008), co-cristais (Ahmed et al., 2011; Alagar, Krishnakumar, Rajagopal, et al.,
2003; Alagar, Krishnakumar, Subha Nandhini, et al., 2003; Belitzky et al., 2015; Gorbitz et al.,
2009; Isakov et al., 2020; Lin et al., 2021; Losev e Boldyreva, 2019; Pawlukoj¢ et al., 2017,
Rodrigues et al., 2006) e, mais recentemente, com perovskita hibrida (Kaiba et al., 2020;
Sirenko et al., 2021; Vasconcelos et al., 2022).
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As propriedades estruturais e vibracionais dos aminoacidos ja foram investigadas
utilizando-se as técnicas de difracdo de raios- X e espectroscopia Raman em condi¢fes extremas
de temperaturae pressdao. Em baixas temperaturas, o cristal da L-histidina foi investigado pela
técnica de espectroscopia Raman em baixas temperaturas, entre 30 e 300 K, na qual nao foi
observado nenhuma transicao de fase (Pinheiro, 2009; Sousa, De et al., 2013). Os espectros do
cristal do aminodcido L-metionina, submetido a temperaturas entre 17 e 295 K, ndo
apresentaram mudancas significativas que indicassem modificacdo estrutural; porém, ao ser
submetido a altas pressdes, observou-se uma transicdo de fase em torno de 2,1 GPa, revelando-
se reversivel com uma histerese de 0,8 GPa (José Alves, 2008; Lima et al., 2008).

A L-leucina foi estudada utilizando a técnica de espectroscopia Raman em altas
pressdes, medindo na regido espectral entre 70 e 3150 cm™. Entre 0 e 0,46 GPa e entre 0,8 e
1,46 GPa, foram observados o desaparecimento de modos da rede, o aparecimento de modos
internos e a separacao de modos. Além disso, em aproximadamente 3,6 GPa, foi observada uma
mudanca conformacional (Faganha Filho et al., 2009). Podemos citar também como exemplo
o cristal da L-treonina, no qual, ao ser submetido a pressdes de até 27 GPa, foram observadas
evidéncias de possiveis transices de fase em trés regibes: entre 1,1 e 1,6 GPa, entre 8,2 e 9,2
GPa e entre 14,0 e 15,5 GPa, sendo as mesmas associadas ao aparecimento e desaparecimento
de bandas (Holanda et al., 2015).

1.2 Peptideos

Os peptideos sdo moléculas formadas por dois ou mais aminoécidos ligados por
ligacdo peptidica. Essas ligacOes peptidicas ocorrem apenas com os L-aminoacidos a partir da
reacdo entre o grupo carboxilico (COOH) de um aminoacido com o grupo amina (NH,) de
outro, e desta reacdo quimicaresultaa formacgdo do grupo amida e a liberacdo de uma molécula
de &gua (H,0), como mostrado na Figura 2. A partir das ligacdes peptidicas, podemos ter
cadeias de diversos aminodacidos ligados, sendo classificados como dipeptideos, tripeptideos,
polipeptidio e proteinas (Gong et al., 2015; Rao, 2006; Silva, 2019). Assim como ocorre com
0s amino&cidos, quando em liquido ou em estado sélido, o grupo carboxilico cede um
hidrogénio ao grupo amina, ficando carregado negativamente (COO~) e 0 grupo amina
carregado positivamente (NHJ), tendo assim a forma zwitteriénica do peptideo (mostrado na

Figura 2).
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Figura 2: Reacdo quimica de formacdo de um dipeptideo.

Aminoacido 1 Aminoacido 2

O © O © Agua
Dipeptideo

Fonte: Elaborado pelo autor.

A nomenclatura dos peptideos é dada pelo nimero de residuos de amino&cidos
presentes na cadeia. O residuo que contém o grupo amina livre é chamado de N-terminal, e é o
primeiro residuo da ligacao. J& o residuo que contém o grupo carboxilachamado de C-terminal
e fica na extremidade do peptideo, sendo o Gltimo residuo de aminoacido. Com dois residuos
de aminoécidos ligados por uma ligagdo peptidica, temos um dipeptideo; com trés residuos de
aminoéacidos ligados por duas ligacOes peptidicas temos um tripeptideo. Com dez residuos de
aminoacidos, temos um polipeptideo, e com até 20 residuos, temos um oligopeptideo. Além
disso, também temos as proteinas que sdo formadas por dezenas de proteinas, diferenciando-se
de um polipeptidio pelo seu peso molecular (Hughes, 2010). Assim como ocorre em
aminoacidos, peptideos menores, como dipeptideos, tém facilidade em se ligar com outros
materiais, como haletos e metais de transicdo, formando haletos (Baptista et al., 2023;
Naganathan ¢ Venkatesan, 1972; Tranter, 1954, 1956) e complexos metalicos (Alvarez et al.,
2022; Case et al.,2022; Dey et al., 1993; Emami et al., 2014; Flook et al., 1973; Freeman, 1967;
Freeman e Szymanski, 1967; Gahan e Cusack, 2018; Kuzderova et al., 2021).
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1.3 Glicil-L-Fenilalanina

A glicil-L-fenilalanina (C;; H,4N,05) € um dipeptideo formado pelos aminoacidos
glicinae L-fenilalaninaa partir da ligagdo quimicaentre o grupo aminada glicinacom o grupo
carboxila da L-fenilalanina, formando uma ligacéo peptidica (CO-NH) e a liberacdo de uma
moléculade dgua (Avelar S. Silva et al., 2024; Ramos et al., 2020). Sua estruturacristalinafoi
determinada em 2006 por Mukkamala durante um estudo com diferentes dipeptideos formados
por L-fenilalaninae L-tirosina (Mukkamala, Zhang e Oldfield, 2007). Sua estrutura cristalina é
monoclinica, cujo grupo espacial € P2,, com duas moléculas por célula unitariae pardmetros
derede: a=6,443 A, b=5492 A, ¢ =16,535 A, B =97,711° (Mukkamala, Zhang e Oldfield,
2007). Na sua célula unitaria, sdo observadas ligacdes inter- e intramoleculares, assim como
observado em aminoacidos, além de uma ligacdo de hidrogénio formada pelo grupo amida da

ligacdo peptidica.

Figura 3: Reacdo quimica de formacéo do dipeptideo glicil-L-fenilalanina.

Glicina L-Fenilalanina
&

&

Cg™

Agua

Glicil-L-Fenilalanina

Fonte: Elaborado pelo autor.

A glicil-L-fenilalanina tem sido usada na formacdo de complexos com drogas

(Buschmann, Schollmeyer e Mutihac, 2003; Ramos ef al., 2020; Weng, Ankersen e Larsen,
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2004), no transporte de drogas (Morshima, 1977; Mutihac et al.,2001; Reshkin e Ahearn, 2018)
e em macrociclos com aplicacdo em catalise (Buschmann, Mutihac e Schollmeyer, 2003;
Mutihac et al., 2001). Além disso, elatambém foi sintetizada na formagé&o de sais com os acidos
p-toluenossulfénico e bromobenzenossulfonico (Veen, van der ¢ Low, 1972), no estudo com
enzimas (Capellas et al., 1994; Molgaard et al., 2007) e na adsor¢éo de prata (Kim, Kim e Suh,
1987; Lee, Kim ¢ Suh, 1988). Ela tem potencial para a sintese de novas estruturas de metal
organico (MOFs), devido a sua capacidade de complexar ions metalicos, sendo sintetizada com
zinco (Il) (Kumar, Abdul e Akram, 2014; Kumar, Akram e Kabir-ud-Din, 2014; Puskari¢ et al.,
2016), cadmio (Puskari¢ et al., 2016; Sharifi, Nori-shargh e Bahadory, 2007), cobre (Il) (Kumar,
Neo e Abdul, 2015), niquel (II) (Akram, Kumar e Kabir-ud-Din, 2014) e paladio (Il)

(Kozlowski, Formicka - Kozlowska e Jezowska - Trzebiatowska, 1977), com aplicacdes na

industria farmacéutica.

1.4 Glicil-Acido L-Glutamico

O glicil-L-acido glutdmico (C;H;,N,05) é um dipeptideo formado pela jungao dos
aminoacidos glicina e 4cido L-glutamico, havendo a formag¢ao de uma ligagao peptidica (CO-
NH) entre o grupo aminada glicinae o grupo carboxila do dcido L-glutamico, com a liberagao
de uma molécula de agua (Avelar S. Silva et al., 2024; Bigak et al., 2019; loudina e Uemura,
2003), como mostrado na Figura 4. Ele ¢ um dipeptideo que atua como neurotransmissor e
ajuda na prevencao de doengas degenerativas, como o Alzheimer (Bigak et al., 2019; Ioudina e
Uemura, 2003). Em estado so6lido, o dipeptideo tem estrutura cristalina monoclinica, P2;, com
os parametros de rede a = 9,2352 (2) A, b=9,2300 (2) A, ¢ =12,2371 (3) A, B=108,2050
(10)°.
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Figura 4: Reacdo quimica de formacdo do dipeptideo glicil-L-acido glutamico.

Glicina Acido L-Glutamico

ub

Glicil-L-Acido Glutamico

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir de simulagdes computacionais foi observada a formagao de complexos do
dipeptideo com a uracila e a citosina, onde tais complexos se estabilizam por ligacdes de
hidrogénio (Barannikov, Yu. Tyunina e Tarasova, 2023; Kurbatova e Barannikov, 2023). Além
disso, foi obtido um complexo metalico do dipeptideo com cobre (II) (Gergely e Farkas, 1982)
e a sintese de um complexo cristalino com o dipeptideo L-histidil-L-serina (Suresh e Vijayan,
1985). Em um estudo envolvendo a influéncia de diferentes aditivos na cristalizagdo do
pirofosfato de calcio dihidratado, foi constatada uma maior influéncia do dipeptideo no
crescimento dos cristais (Polat, An e Eral, 2023). Pelas imagens MEYV, observou-se mudangas
significativas nos cristais formados com o dipeptideo, e a analise de potencial zeta mostrou uma

maior variagao de cargas negativas na superficie dos cristais (Polat, An e Eral, 2023).
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2 METODOLOGIA

Neste capitulo, sera feita a descricao dos métodos utilizados para a obtencao dos
cristais de glicil-L-fenilalanina (Gly-L-Phe) e glicil-L-acido glutamico (Gly-L-Glu). Serdo
apresentados os equipamentos utilizados para os experimentos experimentais de difragdo de
raios-X (XRD), espectroscopia Raman, espectroscopia no infravermelho e os softwares
utilizados para os céalculos computacionais. Além disso, serdo apresentados os equipamentos

utilizados para os experimentos em condigdes extremas de temperatura e pressao.

2.1 Obtencao das Amostras

As amostras foram obtidas comercialmente da empresa Sigma-Aldrich em forma
de po6 branco e foram cristalizadas a partir dos reagentes sem posterior purificacao. Os cristais
de glicil-L-fenilalanina (Gly-L-Phe), C;;H4N,05, foram obtidos pelo método de evaporagao
lenta do solvente, no qual 100 mg do pd do dipeptideo foram dissolvidos em 8 ml de dgua
destilada. A solugdo foi colocada dentro de um béquer, coberto com filme PVC, no qual feitos
pequenos furos no involucro para permitir, a evaporagao do solvente. Em seguida, a solugdo foi
colocada em um ambiente com temperatura controlada de 17 °C. Apos algumas semanas, foram
obtidos os cristais do dipeptideo na forma de agulhas. A fase cristalina foi confirmada com o
experimento de difra¢cdo de raios-X e refinada utilizando-se o software GSAS-II (Toby e Dreele,
Von, 2013). A imagem do po, dos cristais e a imagem a partir do MEV estdo mostradas na

Figura 5.

Figura 5: (a) Amostra em po, (b) cristais de glicil-L-fenilalanina e (¢) imagem MEV da
glicil-L-fenilalanina.
(@) (b) ©

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A glicil-L-4cido glutamico monohidratado (Gly-L-Glu), C,H,,N,05 - H,0, foi
cristalizada utilizando-se o método de evaporacao lenta do solvente, onde 100 mg da amostra
foram dissolvidos em uma misturade 10 ml de 4gua com 4 ml de alcool etilico, sendo utilizado
um agitador magnético para misturar a amostra e os solventes em temperatura ambiente. Apos
10 minutos de agita¢do, a solugdo se apresentou limpida e foi coberta com filme plastico, sendo
feitos pequenos orificios para a evaporacao do solvente. Apos algumas semanas, foi observada
a formacdo de cristais, que foram coletados do fundo do béquer. Os cristais obtidos se
apresentavam na forma de pequenas placas cristalinas e transparentes. A estrutura cristalina foi
determinada com o experimento de difracdo de raios-X de monocristal. Na Figura 6,

apresentam-se imagens do reagente, dos cristais e uma imagem MEV do dipeptideo.

Figura 6: (a) Amostra em p9, (b) cristais e (¢) imagem MEV do glicil-L-4cido glutamico
monohidratado.

(a) (b) (©
& & ¥

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2. Difracao de Raios-X em Monocristal

Para a determinagao da estrutura cristalina do dipeptideo glicil-L-4cido glutamico
monohidratado (Gly-L-Glu), foi coletado um monocristal do dipeptideo e colocado no
difratdmetro de raios-X Bruker D8 Venture com um gonidometro Kappa, um detetor Photon Il e
uma fonte de radiacdo CuKa (4 = 0,15406 nm). Os dados foram recolhidos e integrados
utilizando o software APEX2. O pacote de software Bruker SAINT foi usado para redugado de
dados e para o refinamento da célula. Usando o software Olex2 (Dolomanov et al., 2009) a
estrutura foi resolvida pelo método direto usando o SHELXT (Sheldrick, 2015a), e o
refinamento foi feito pelo o método dos minimos quadraticos no SHELXL (Sheldrick, 2015b).

Na Figura 7, temos a imagem do difratometro de raios-X Bruker D8 Venture.
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Figura 7: Difratometro de raios-X Bruker D8 Venture.

Fonte: Fabricante.

2.3. Difracao de Raios-X em Policristal

A estrutura cristalina do dipeptideo glicil-L-fenilalanina foi confirmada pelo
experimento de difracdo de raios-X em policristal,usando o difratdmetro de raios-X Bruker,
modelo D8 Advance com radiagdo CuKa (1 = 0,15406 nm), operando com corrente de 40
mA e tensdo de aceleracao de 40 kV com geometria de aquisi¢do do tipo Bragg-Brentano. Foi
feitauma varredura 6 - 20, com 26 variando do intervalo de 5 a 50°, com um passo de 0,02 °. O
refinamento da estrutura foi feito usando o programa GSAS-II (Toby e Dreele, Von, 2013) pelo
método Rietveld (Rietveld, 1969). Na Figura 8, apresenta-se uma fotografiado difratdometro de

raios-X Bruker modelo D8 Advance.
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Figura 8: Difratometro de raios-X Bruker, modelo D8 Advance.

Fonte: Fabricante.

Os experimentos em altas temperaturas foram realizados utilizando-se o
difratdmetro de raios-X Rigaku modelo Ultima IV, uma camara de temperatura HT 1500 com
purga de argoénio ¢ um controlador de temperatura programavel Rigaku modelo PTC-30 (veja-
se Figura 5), operando na geometria Bragg-Brentano #-20 com passo angular de 0,02° a cada 2
segundos, no intervalo entre 295 e 445 K, com passo de 30 K. Foi utilizada a radiacdo CuKa
(1 =0,15406 nm) e os difratogramas foram refinados utilizando-se novamente o programa
GSAS-II (Toby e Dreele, Von, 2013) e 0 método Rietveld (Rietveld, 1969). Os experimentos
foram realizados na Universidade Federal do Espirito Santo-UFES, no Laboratorio de Altas
Pressdes e Supercondutividade, com a colaboragdo do professor Dr. Marcos Tadeu D’ Azeredo

Orlando.
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Figura 9: (a) Difratometro de raios-X Rigaku modelo Ultima IV, (b) acessorio de altas
temperaturas HT 1500 e (¢) controlador de temperatura programavel Rigaku modelo PTC-
30.

(@

(b) ()

Fonte: Fabricante.

2.4 Espectroscopia Raman

Os experimentos de espectroscopia Raman em condi¢bes ambiente foram
realizadas usando-se o espectrémetro triplo T64000 da Jobin Yvon-Horiba, equipado com um
detector tipo CCD (Charge — Coupled Device) resfriado com nitrogénio liquido, no modo
single, mostrado na Figura 6. Foi utilizado como fonte de excitacdo um laser de criptonio
Coherent modelo 70c, emitindo na linha 514 nm, com poténcia de saida de 100 mW. Os
espectros foram obtidos na regido de 100 a 3200 cm™t, com resolucédo de aproximadamente 2
cmt, Todas os experimentos de espectroscopia Raman foram feitos usando os equipamentos
do Laboratdrio de Espectroscopia Vibracional e Microscopia-LEVM, do departamento de fisica
da Universidade Federal do Ceara - UFC.



34

Figura 10: Espectrometro triplo T64000 da Jobin Yvon-Horiba.
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Fonte: Fabricante.

Na Figura 11, temos o esquema Optico do T64000 desde a saida do feixe de laser
da fonte, passando pela amostra, até a sua analise pelo espectrdmetro. Inicialmente, um feixe
de laser é emitido por uma fonte de luz com um comprimento de onda especifico, passando por
um caminho Optico refletido por espelhos até chegar na amostra. A luz retroespalhada da
amostra entra pela fenda F1 e é dispersa pela grade de difracdo G1. Nesta etapa, é possivel
utilizar o modo single do equipamento, onde a luz dispersa pela grade de dispersdo G1 é
detectada pelo dispositivo de cargas acopladas (CCD) sendo obtido o espectro a partir da regido
de 80 cm™. Também é possivel utilizar o equipamento no modo triplo, onde a luz dispersaem
G1 é orientadaa passar pela fenda F2, onde a luz se encontraentre dois comprimentos de onda
Al e A2. A luz é dispersa na grade G2 e um novo comprimento de onda é orientado a passar
pela fenda F3. A luz é novamente dispersa em G3 e é detectada pela CCD sendo obtido o

espectro a partir da regido de 10 cm™.
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Figura 11: Esquema optico do funcionamento do espectrémetro T64000.
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Fonte: Fabricante.

2.4.1 Espectroscopia Raman em Altas Pressoes

Para a realizacdo de experimentos em altas pressdes, foi utilizada uma célula de
pressao de bigorna de diamante, do tipo panoramica, com cullet de 350 um (mostrada na
Figura 12). Foi usada uma gaxeta de ago inoxidavel pré-indentada com furo de diametro de 140
um, onde foram colocados um pequeno cristal da amostra e um rubi. Como meio compressor,
foi utilizado 6leo mineral (Nujol), onde a pressdo varioude 0,1 a 7,1 GPa. A pressdo dentro da
célula foi monitorada pelo deslocamento das linhas de luminescéncia R1 ¢ R2 do rubi
(A1,05:Cr*") (Shen et al., 2020). A pressdo, em GPa, no interior da célula é calculada pela
seguinte equagao:

WR; — W,
7,535

onde a)gi ¢ a posi¢ao do numero de onda da linha R1 (ou R2) do rubi na pressao inicial P; e

P(w) =

wg, € aposi¢do do namero de onda da linha R1 (ou R2) do rubi na pressdo acima da inicial.
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Figura 12: Célula de bigorna de diamante modelo Panoramix.
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Fonte: Fabricante.

2.4.2 Espectroscopia Raman em Altas Temperaturas

Os experimentos em altas temperaturas foramrealizados utilizando o espectrometro
LabRAM HR Evolution da HORIBA, excitado com um feixe de laser de 633 nm e o
equipamento CCR1000 da Linkam com uma purga de gas nitrogénio e pressao ambiente. Os
experimentos foram realizados na Universidade Federal do Pard - UFPA, no Laboratério de
Espectroscopia Vibracional e Altas Pressoes, com a colabora¢do do professor Dr. Waldeci

Paraguassu Feio.

Figura 13: (a) Espectrometro o LabRAM HR Evolution da HORIBA e (b) CCR1000 da
Linkam.

(b)
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Fonte: Fabricante.

2.4.3 Espectroscopia Raman em Baixas Temperaturas

Os experimentos de espectroscopia Raman em baixas temperaturas foram feitas
utilizando um criostato de ciclo fechado com compressao de He Janis modelo CCS-150, onde
foi utilizadauma bomba de vacuo TIC Cart Pumping Stations, um compressor cryopump 8200

Helium, podendo atingir a temperatura de 10 K, e o controlador Lakeshore modelo 335, com
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precisdo em torno de 0,1 K para controlar a temperatura. Ambos os instrumentos estao

mostrados na Figura 14.

Figura 14: (a) Criostato optico de ciclo fechado Janis CCS-150, (b) Bomba de vacuo TIC
Cart Pumping Stations, (¢) Compressor Cryopump 8200 Helium e (d) Controlador de
temperatura criogénica Lakeshore modelo 335.

(@)  ~afigpe (b) © (@)

Fonte: Fabricante.

2.5 Espectroscopia no Infravermelho

Os experimentos de espectroscopia no infravermelho foram feitos utilizando-se um
espectrémetro infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), modelo Vertex 70v da
Bruker Optics, como ilustrado na Figura 15. Os espectros foram coletados usando o acessorio
de reflectancia total atenuada (PLATINUM ATR), com 512 varreduras na regido espectral de
130 a 4000 cm™ e resolucéo espectral de 2 cm™. Foi utilizado o software OPUS 7.0 e os

espectros foram convertidos de ATR para absorbancia.

Figura 15: (a) Espectrometro de infravermelho por transformada de Fourier VERTEX 70v
e (b) Acessorio de reflectancia atenuada (PLATINUM ATR).

(@) — (b)

Fonte: Fabricante.
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2.6 Experimentos Térmicas

Os experimentos de analise termogravimétrica (TGA) e de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) foram feitas utilizando o equipamento STA 449 F3 Jupiter da Netzsch com o
objetivo de verificar a estabilidade térmica e indicios de transi¢do de fase do material. Os
experimentos foram feitos no intervalo de temperatura de 300 a 630 K com a taxa de
aquecimento de 5 K/min em uma atmosfera de nitrogénio, utilizando uma massa de 4,3 mg do
cristal do dipeptideo macerado e um cadinho de aluminio. Na Figura 16, temos o STA 449 F3

Jupiter da Netzsch.

Figura 16: STA 449 F3 Jupiter da Netzsch.

Fonte: Fabricante.

2.7 Calculos Computacionais

Os célculos teoricos foram executados utilizando a teoria do funcional da densidade
(DFT) com o programa Gaussian 09 (Frisch et al., 2009). Para a execucéo dos calculos, foi
utilizado o funcional B3LYP e o conjunto de base 6-311++G (d, p) (Becke, 1993; Hohenberg
e Kohn, 1964; Lee, Yang e Parr, 1988), usando o modelo PCM (Modelo de Polarizabilidade
Continua) e a agua como meio de solvatacdo. Para os calculos, uma moléculado dipeptideo na
forma zwitterionica foi obtida do cristal do dipeptideo. Inicialmente, foi feita a analise
conformacional, onde foi obtida a molécula do dipeptideo com energia minimizada e, em
seguida, foi feita a otimizacao da estrutura. Apds a otimizagdo da molécula, os modos normais
de vibracdo foram calculados, mostrando que o minimo global foi encontrado. A atribuicéo dos

modos normais de vibracao foi feita usando o programa VEDA (Jamréz, 2013), fornecendo a
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distribuicdo da energia potencial (PED), onde foram consideradas contribuicdes maiores ou
iguais a 10% para a atribuicdo dos modos normais de vibragdo. Para obtermos uma melhor
correspondéncia entre 0 espectro tedrico e experimental, foi utilizado um fator de escala para
ambos os dipeptideos (Andersson e Uvdal, 2005; Bauschlicher ¢ Langhoff, 1997; Palafox,
2019). Todos os célculos DFT foram executados com a utilizagdo dos computadores do Centro
Nacional de Processamento de Alto Desempenho em Sao Paulo (CENAPAD-SP), através do

projeto Project373.
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3 PROPRIEDADES ESTRUTURAIS E VIBRACIONAIS DA GLICIL-L-
FENILALANINA

Neste capitulo, serdo apresentadas as caracteristicas estruturais e vibracionais do
dipeptideo glicil-L-fenilalanina (Gly-L-Phe). Inicialmente, sera feita a apresentacdo das
caracteristicas estruturais do dipeptideo, analise essa realizada por meio de difragdo de raios-X.
Em seguida, serd apresentada uma analise dos modos vibracionais por meio da teoria de grupos,
0 espectro vibracional em condi¢fes ambiente e a atribui¢do dos modos vibracionais feitas por
meiode calculosde DFT. A seguir, serdo apresentados resultados de espectroscopia Raman sob
condicOes de altas pressdes e condic¢des diversas de temperatura.

3.1 Analise Estrutural e Conformacional

Em condigdes ambiente de pressdo e temperatura, a glicil-L-fenilalanina,
C11H14N, 05, tem estrutura monoclinica, com duas moléculas por célula unitaria (Z = 2) e
grupo espacial P2,(CZ%). Sua estrutura cristalina foi determinada em 2006 por Mukkamala, no
estudo de dipeptideo formado por fenilalanina e tirosina (Mukkamala, Zhang e Oldfield, 2007),
cujos pardmetros da célula unitaria sdo: a = 6,433 (2) A, b=5,4926 (17) A, c=16,535(5) A
e [ =97,711 (5) ° é interessante notar que tal determinacao foi realizada ha apenas dezessete
anos. Com a técnica de difracao de raios-X, foi obtido o padrao de difracdo do cristal estudado.
Usando o software GSAS-I1 e o método de refinamento Rietveld, os parametros refinados da
célula unitaria foram determinados: a = 6,443 A, b=5,484 A, ¢c=16,577 A e B =97,660°¢
os fatores de qualidade foram Ry, = 3,82% e S = 1,23, estando em acordo com os parametros
reportados por Ref. (Mukkamala, Zhang e Oldfield, 2007). Os dados fornecidos pelo
refinamento, portanto, confirmam a estrutura do dipeptideo. Os padrdes de difracdo de raios-X
observado e experimental utilizados para o refinamento Rietveld (Rietveld, 1969) estao
mostrados na Figura 17; os pontos pretos representam os dados experimentais, 0 contorno em
cor vermelha representa o resultado fornecido pelo refinamento e a linha verde representa a
diferenca entre o dado experimental e o dado tedrico. Verifica-se uma pequena diferenga entre
os dois dados, indicando um bom ajuste teérico. Na Tabela 4, temos os dados cristalograficos

do cristal de Gly-L-Phe.
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Tabela 4: Dados cristalograficos do dipeptideo Gly-L-Phe.

Férmula molecular C11H{4N,04
Massa molar 222,24 g/mol
Estrutura cristalina monoclinica
Grupo espacial P2,(C%)

a= 6,433 (2) A
b=15,4926 (17) A
c=16,535(5) A
B=97,711 (5)°

Parametros de rede

Volume da célula unitaria 579.0(3) A3
N° moléculas por célula unitaria (Z) 2

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figure 17: Refinamento Rietveld do padrao de difragcdo de raios-X do cristal da glicil-L-
fenilalanina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas Figuras 18a e 18b, temos a estrutura molecular e a célula unitaria do dipeptideo,
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as estruturas foram visualizadas pelo programa VESTA (Momma e [zumi, 2011). A estrutura
cristalina ¢ estabilizada por ligagdes de hidrogénio do tipo N—H -0 e C—H --- 0. Ligagdes
de hidrogénio desempenham papéis fundamentais na estabilidade de estruturas cristalinas de
aminoacidos e dipeptideos, como tem sido revelado por diversos estudos realizados em diversos
polimorfos da glicina (Bordallo et al., 2008), L-leucina (Harding ¢ Howieson, 1976) e DL-
serina (Jarmelo et al., 2006), citando apenas alguns exemplos. No dipeptideos desta
investigagdo, s3o observadas interagdes entre 0 NH3 de uma moléculacom o CO; de outra
molécula do dipeptideo. Também sdo observadas outras duas ligagdes de hidrogénio que
ocorrem na ligagdo peptidica: a primeira ocorre devido ao nitrogénio e ao hidrogénio da ligagado
peptidica de uma molécula com o grupo carboxila de outra molécula. J4 segunda, ¢ feita pelo
carbono C; com os hidrogénios H14 e H1B de uma molécula com o oxigénio da liga¢do
peptidica de outra. Tais interacdes ja foram observadas em dipeptideos hidrofilicos, como a
glicil-glicina, e em dipeptideos hidrofobicos, como a L, L-dileucine (Silva et al., 2020) e L, L-
difenilalanina (Silva Filho, da et al., 2017). Como podemos observar, as cinco ligacdes de
hidrogénio observadas estdo diretamente relacionadas com o grupo carboxila ( CO; ) da
molécula, onde duas estdo relacionadas com a ligagdo peptidica que garante a juncdo dos
aminoacidos da glicinae fenilalanina. O comprimento e os angulos das liga¢des de hidrogénio
que estabilizam o cristal do dipeptideo estdo mostradas na tabela de acordo com Ref.
(Mukkamala, Zhang e Oldfield, 2007). Na Tabela 5, sdo fornecidos diversos parametros

associados com as ligac¢des de hidrogénio da glicil-L-fenilalanina.

Tabela 5: Geometria das ligacdes de hidrogénio da glicil-L-fenilalanina.

D—H-A D—-H @A) H-4A@R) DA D—H-A()
N1-H1C--01 0,930 (2) 2,170 (2) 2,667 (4) 112 (2)
N1—H1C--- 02 0,930 (2) 2,010 (2) 2,849 (4) 149 (2)
N1—H1D---02 0,932 (18)  1,775(19) 2,697 (3) 170 (2)
N1—H1E--03 0,930 (2) 1,820 (2) 2,746 (3) 172 (2)
N2 —H2--03 0,930 (3) 1,960 (3) 2,842 (4) 158 (3)
Cl— H1B--01 0,990 2,440 3,180 (4) 131
Cl—H1A--01 0,950 2,450 3,368 (10) 162

Fonte: Elaborado pelo autor.



43

Figura 18: (a) Estrutura molecular e (b) cristalina da glicil-L-fenilalanina.

(b)

N

Fonte: Elaborado pelo autor.

A estrutura da molécula do dipeptideo foi isolada da sua célula unitaria e foi feita
uma analise conformacional, sendo obtida conformacdo de menor energia. Na Figura 18%,
apresenta-se a estrutura molecular da glicil-L-fenilalanina otimizada com os atomos
enumerados. Na Tabela 6 apresenta-se a comparacao entre o comprimento das ligagdes, os
angulos de ligagao e os angulos diedros entre os dados experimentais e os otimizados. Podemos
destacar o comprimento experimentais das ligagdes do esqueleto da molécula C1-C2, C2-N2,
C3-N2 e C3-C5 sdo 1,52, 1,33, 1,46 ¢ 1,54 A, enquanto essas ligagdes otimizadas sao de 1,54,
1,33, 1,46 ¢ 1,55 A. Também podemos destacar os valores experimentais dos angulos de
ligacao formados no esqueleto da molécula e na ligacao peptidica C3-C5-C6, C2-N2-C3, N2-
C2-01 e C2-CI-N1 sao 112,3° 119,8° 124,0° e 109,8°, enquanto os optimizadas sdo 115,3°,
125,1°, 125,8° ¢ 106,4°. Além disso, pode-se destacar os angulos diedros N2-C3-C5-C6, N1-
C1-C2-N2, O1-C2-N2-C3 e N1-C1-C2-0O1 que assumem os valores -166,4°, 166,1°, -10,7° e -
13,9°, enquanto os optimizados assumem -172,3°, 172,0°, -3,0° e -9,1°. Além disso, a posi¢ao
do anel aromatico da fenilalanina em relacdo ao esqueleto do dipeptideo ligado pelo angulo
diedro C3-C5-C6-C7 possui um valor experimental de 76,5° e otimizado de 71,6°. Portanto,

podemos observar uma boa concordancia dos calculos DFT com os dados experimentais, o que
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mostram que os calculos apresentaram boa convergéncia. E valido mencionar que os calculos
foram realizados para uma molécula simples, ndo sendo consideradas as interagdes entre as
moléculas que existem no cristal, o que justifica as diferencas observadas entre os dados

experimentais e otimizados na Tabela 6.

Tabela 6: Parametros geométricos da estrutura molecular experimental e otimizados da
molécula glicil-L-fenilalanina sem os a&tomos de hidrogénio.

Comprimento das ligacdes (A) Angulos de ligagio (°) Angulos Diedrais (°)

Atomos Exp. Calc. Atomos Exp. Calc. Atomos Exp. Calc.
Cl1-C2 1,52 1,54 C2-C1-N1 109,8 106,4 NI1-C1-C2-N2 166,1 172,0

C1-N1 1,48 1,50 C1-C2-N2 116,0 115,7 N1-C1-C2-01 -13,9 9,1
C2-N2 1,33 1,33 C1-C2-01 120,0 118,5 C1-C2-N2-C3 169,2 175,8
C2-01 1,23 1,24 N2-C2-01 124,0 125,8 01-C2-N2-C3 -10,7 -3,0
C3-C4 1,53 1,56 C4-C3-C5 111,3 112,3 C5-C3-C4-02 92,6 92,5
C3-C5 1,54 1,55 C4-C3-N2 110,9 107,3 C5-C3-C4-03 -84,2 -86,8
C3-N2 1,46 1,46 C5-C3-N2 108,9 109,6 N2-C3-C4-02 -28,8 -28,0
C4-02 1,25 1,26 C3-C4-02 118,5 115,7 N2-C3-C4-03 154,4 152,7
C4-03 1,27 1,25 C3-C4-03 117,0 116,5 C4-C3-C5-C6 71,0 68,5
Cs5-Cé 1,53 1,51 02-C4-03 124,5 127,8 N2-C3-C5-C6 -166,4 -172,3
C6-C7 1,39 1,40 C3-C5-C6 112,3 115,3 C4-C3-N2-C2 -66,3 -154,1
C6-Cl11 1,39 1,40 C5-C6-C7 1243 120,6 C5-C3-N2-C2 170,9 83,8
C7-C8 1,39 1,39 C5-Co6-Cl11 115,6 121,0 C3-C5-C6-C7 76,5 71,6
C8-C9 1,39 1,40 C7-C6-Cl11 120,0 118,3 C3-C5-C6-Cl11 -106,2 -109,6
C9-C10 1,39 1,39 C6-C7-C8 120,0 120,9 C5-C6-C7-C8 177,2 179,5

C10-Cl1 1,39 1,40 C7-C8-C9 120,0 120,2 C11-C6-C7-C8 0,1 0,6
C8-C9-C10 120,0 119,5 C5-C6-Cl11-C10  -177,4 -179.,3

C9-C10-C11 120,0 120,1 C7-C6-C11-C10 0,0 -0,5

C6-C11-C10 120,0 121,0 C6-C7-C8-C9 0,0 -0,3

C2-N2-C3 119,8 125,1 C7-C8-C9-C10 0,0 -0,1

C8-C9-C10-Cl11 0,0 0,3

C9-C10-C11-C6 0,0 0,0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Um angulo importante devido a sua influéncia nas conformacgdes nas quais os
dipeptideos podem se encontrar e que € observado na estrutura dos dipeptideos ¢ o angulo de
torcdo. Este angulo € definido a partir dos carbonos alfa e beta, C, e Cg, como 0=C;,C;...oCopCo.
E observado que o 4ngulo de tor¢do varia em dipeptideos hidrofobicos e hidrofilicos. Em
dipeptideos hidrofobicos, é observado que este angulo é |6 < 41°, como observadona L, L-
dileucine (Silva et al., 2020). Porém, para dipeptideos hidrofilicos, sdo observados angulos de
tor¢do onde |6 > 90°. Para a gly-L-phe, o angulo de tor¢do calculado foi 6=C1-C2---C3-C5,
onde para a molécula otimizada foi de 110,8° e energia de 2,00 kJ/mol, estando de acordo com

os dados experimentais.
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3.2 Analise Vibracional e Modos Normais de Vibracao

Nessa secdo, faz-se uma analise por teoria de grupos dos modos vibracionais
previstos para a glicil-L-fenilalanina e discute-se os modos normais de vibracdo do material. A
glicil-L-fenilalanina possui 30 &tomos por molécula, com duas moléculas por célula unitéria,
totalizando 60 4tomos na célula unitaria. Sendo assim, sdo previstos 180 modos normais de
vibragdo. O cristal de Gly-L-Phe pertence ao grupo espacial CZ(P2,), com estrutura
monoclinica. Para determinar o nimero de modos vibracionais do dipeptideo foi usado o
método dos sitios de simetria, tal qual apresentado por Rousseau et al. (Rousseau et al., 1981).
Pela tabela 3A (Rousseau et al., 1981), temos que 0s sitios de simetria ocupados séo:

C3(P2,) =of[aCy(2)]. (1)
Portanto, todos os possiveis sitios possuem simetrialocal C; e séo ocupados por dois atomos.

Na tabela 3B (Rousseau et al., 1981) temos que 0s sitios de simetria C; contribuem com as
seguintes representacdes irredutiveis do grupo pontual C,:

Isitio = 34 @ 3B (2
Logo, a representacdo total I' dos modos normais de vibracdo em termos das

representacdes irredutiveis do grupo pontual C, sera dada por:
Ceristar = 30(34 & 3B), (3)

Teristar = 904 @ 90B. (4)

Portanto, temos o total de 180 modos normais de vibracao, que estdo distribuidos

em modos acusticos e modos Opticos da seguinte forma:

Lacusticos = A @D 2B, (5)
FOpticos =894 & 88B. (6)

Pela tabela de caracteres do grupo C,, temos que todos os modos vibracionais sao
ativos no Raman e no IR. Dos 177 modos 6pticos, 168 sdo modos internos, Z(3N-6), e 0s outros
9 modos sdo vibracdes da rede. Dos 9 modos de rede, 6 sdo libracionais (3Z), e 3 séo
translacionais (3Z-3).

A atribuicdo dos modos normais de vibracdo (Raman e IR) observados
experimentalmente foi feita com o auxilio de calculos DFT para uma molécula simples do
dipeptideo, onde o espectro Raman foi convertido de atividade Raman para intensidade Raman

seguindo a metodologia adotada por (Lima et al., 2020; Silva et al., 2018) e utilizando o
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programa VEDA (Jamrdz, 2013), sendo obtido o percentual das contribui¢des de cada vibragado

da molécula. Foram consideradas apenas contribui¢cdes da PED maiores ou iguais a 10%.

Na Figura 19, faz-se uma comparagdo entre os espectros Raman experimental e
teodrico, e na Figura 20 comparam-se os espectros IR experimental e calculado. As atribui¢des
dos modos normais de vibragdes estao mostradas na Tabela 7. Uma discussao mais detalhada
dos modos normais de vibragao ¢ fornecida mais adiante, e servira de base para as discussdes
acerca da evolucao das bandas Raman em diferentes condigdes termodinamicas. Na primeira
coluna da Tabela 7, apresentam-se os modos vibracionais calculados (w.4;), enquanto que, na
segunda coluna, apresentam-se os modos escalonados (w,s.). Naterceira e quarta coluna, temos
os modos vibracionais experimentais ativos no Raman e no IR, respectivamente. Na quinta
coluna, apresentam-se as atribuigdes dos modos normais de vibragdao com o seu percentual do
arquivo PED. Como se pode notar, a maior parte das bandas ¢ o resultado da contribuicao de
diversos modos de vibracao, alids, como ¢ observado em moléculas organicas de uma maneira
geral. As atribuicdes dos modos vibracionais observados experimentalmente nos espectros
Raman e IR foram associadas aos modos escalonados. Com a limitagao de que os calculos
foram feitos para uma molécula isolada, e ndo para moléculas na célula unitéria, acreditamos
que os resultados estejam bastante razodveis, encontrando-se vibragdes tipicas em regioes

espectrais observadas em outros cristais organicos semelhantes.
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Figura 19: Comparativo entre 0s espectros Raman experimental ¢ calculado da glicil-L-
fenilalanina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 20: Espectros infravermelho experimental e calculado dla glicil-L-fenilalanina.
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A seguir, discute-se os modos vibracionais da glicil-L-fenilalaninaem todaa regido
espectral onde eles foram observados. As atribui¢des foram feitas para numeros de onda acima
de 200 cm™!, pois os calculos DFT foram realizados para uma molécula zwitteridnica da glicil-
L-fenilalanina. Assim, ndo foram consideradas interagdes entre as moléculas devido as ligagdes
de hidrogénio que existem dentro do cristal e sdo observadas na regido dos modos da rede. De
qualquer forma, diversos trabalhos existentes na literatura apontam que os modos da rede de
cristais de aminodcidos e semelhantes devem se encontrar exatamente nessa regido de baixa
energia. Como exemplo, pode-se citar a referida classificacdo na L-alanil-L-fenilalanina (Silva
etal.,2018) , no haloperidol (Lima et al., 2020), na L-alanil-L-alanina (Silvaetal.,2015) e em
aminoacidos diversos (Freire et al., 2017).

Entre 200 € 600 cm™ aparecem bandas no espectro Raman associadas a vibragdes
relacionadas com o esqueleto da molécula, onde observamos deformacdes e torgdes do
dipeptideo. Dos modos registrados, podemos destacar aquele em 298 cm™', que se encontra
relacionado com a tor¢do do grupo amina NH;, sendo observado em alguns dipeptideos como
L, L-difenilalanina em 237 cm™' (Silva Filho, da et al., 2017), em 282 cm™ na L, L-dileucina
(Silva et al., 2020) e na L-alanil-L-fenilalanina, em 353 cm™ (Silva et al., 2018).

Também podemos destacar a deformacdo do anel aromatico da fenilalanina em 355
cm’!, §(CCCC), onde tal deformagdo também foi observada na L-alanil-L-fenilalanina em 407
cm’! (Silva et al.,2018). Em 544 cm™ é observado um modo associado a deformagdo na regido
da ligacdo peptidica, tendo uma maior contribui¢do de &,yrO1CIN2C2, sendo tal vibragao
também observadaem 524 cm™ na L, L-dileucina (Silva et al., 2020) e em 547 cm™! na L-alanil-
L-fenilalanina (Silva et al., 2018).

Na regido espectral entre 600 ¢ 1200 cm™! foram observadas bandas que podem ser
associadas a deformagoes, tor¢des e estiramentos da molécula do dipeptideo. Podemos destacar
os modos em 623 cm™ e 693 cm™!, que sdo associados a deformagdes do tipo NC e relacionadas
com a ligacdo covalente que ha entre os aminoacidos da glicina e fenilalanina. Também existe,
em 742 e em 846 cm™!, uma deformagdo do grupo carboxila CO; , sendo observado em outros
dipeptideos em 663 ¢cm™ como relatado na Ref. (Silva et al., 2020). Em 978 cm™ temos uma
vibragao do tipo wagging do CH pertencente ao anel aromatico sendo também observados em
744 ¢ 988 cm™ na L, L-difenilalanina (Silva Filho, da et al., 2017). E interessante notar os
modos em 998 e 1029 cm™ onde se encontra localizada uma vibragdo classificada como
respira¢do do anel aromatico. Observamos que nesta regido temos muitas deformagdes e tor¢des
fora do plano, como em 742, 857, 912 € 930 cm™ do tipo HCCC que sdo localizadas no anel

aromatico. A banda observada em 769 cm™ foi associada a uma deformagio fora do plano do



49

grupo carboxila OCOC, e em 989 cm™ a uma deformagéo do tipo CNCC. Portanto, tratam-se
de vibragdes fora do plano associadas ao esqueleto do dipeptideo. Nesta regido, também
observamos estiramentos do tipo CC entre 998-1100 cm™!, tal como verificado em diversos
cristais de aminoacidos proteicos (Freire et al., 2017) e deformagdes do tipo HCC do anel
aromatico entre 1154-1176 cm™.

Na regido espectral entre 1200 ¢ 1800 c¢cm!, aparecem vibragdes associadas a
deformagdes, tor¢des e estiramentos do esqueleto da molécula do dipeptideo. Em 1260 cm™ e
em 1279 cm!, por exemplo, temos uma deformagdo HNC e em 1329 cm™ e 1340 cm™ temos
deformagdes do anel aromatico do tipo HCC. Podemos destacar estiramentos do tipo CC que
ocorrem no anel aromatico; em 1320 cm™ ocorre um estiramento antissimétrico responsavel
pela respiragdo do anel aromatico nesta regido; em 1584 cm™! temos um estiramento simétrico
e em 1602 cm™! temos um estiramento antissimétrico. Também ha estiramentos do tipo NC em
1518 cm™ e do tipo OC em 1403 cm™ e em 1681 cm™ que ¢ um estiramento do grupo carboxila
CO; . Também ha tor¢des em 1287, 1299, 1441 e em 1611 do tipo HCCN, que ocorrem no
esqueleto da molécula.

Entre 2800 ¢ 3300 cm™! foram observados modos associados a estiramentos do tipo
CH, CH,, CH;, NH e NH],regido onde temos o maior percentual da contribui¢do dos modos
segundo o arquivo PED. Em 2999 cm™', 3027 cm™, 3036 cm™ € 3049 cm™! temos estiramentos
do CH que sdo feitos pelo anel aromatico. Em 2859 cm™ € em 2989 cm™! temos um estiramento
simétrico do CH, e em 2921 cm™ temos um estiramento antissimétrico do CH,. Também
podemos destacar o modo em 3197 cm™! que est4 relacionado ao estiramento simétricodo NH.
Em 3067 cm™ e em 3164 cm™ temos um estiramento simétricodo NHF e em 3245 cm™, um
estiramento antissimétrico do NH. Nesta regido, as frequéncias identificadas sdo com quase
100% de certeza, de acordo com o arquivo PED, mostrando assim uma boa precisdo. Essa
regido tem uma grande importancia na analise dos modos vibracionais de materiais que sdo
unidos por ligacdo de hidrogénio, porque tais ligacdes quimicas influenciam, em muitas
ocasides, o comportamento das bandas sob condi¢des termodinamicas extremas. Isso porque,
ao se variar a temperatura ou a pressao, ou ambos, ocorre uma acomodacao das moléculas na
célula unitéria, induzindo mudangas nas ligagdes de hidrogénio. Essas mudangas produzirao
influéncia nas bandas associadas a vibragdes que envolvem unidades participantes das ligacdes
de hidrogénio. Assim, por exemplo, se uma determinada ligacdo de hidrogénio formada pelo
atomo de hidrogénio do NH fica mais forte, eventualmente a vibragao de estiramento NH ficara

mais fraca e a frequéncia de vibracao se desviard para energia mais baixa.



Tabela 7: Tabela de atribui¢do dos modos normais de vibragdo do cristal do dipeptideo

glicil-L-fenilalanina.

Wcaic WEgsc WRraman Wig

(cm') (cm 1) (cm ) (em) Atribuigdo (PED%)
3536 3331 3245 3248 YNIHID (59) - yNIHIE (-41)
_ _ 3220 _ _
_ _ 3206 3210 _
3507 3303 3197 _ YN2H2 (99)
3485 3283 3164 _ VNIHID (40) + vNTHIE (58)
3204 3018 3067 3084 VNTHIC (97)
3187 3002 3049 3056 VCSHS (22) + vCOHO (46) + vC10H10 (24)
VCTHT (-16) + vCSHS (-13) + vCOHO (42) +
3168 2984 3036 _ (16)+ VSIS ¢ (_2)2) (42)
3157 2974 3027 3027 VCTHT (-12) + vC10H10 (-26) + vCI1HI1 (58)
3154 2971 _ _ VCTHT (61) + vCSHS (-24)
3109 2929 2999 3003 VCIHIA (62) + vCIHIB (38)
_ _ 2989 _ _
3007 2917 2975 _ VC3H3A (89)
3074 2895 2948 2951 _
_ _ 2935 2934 —
3034 2858 2921 2925 VC3H3A (10) + vCSHSA (-36) + vCSHSB (54)
_ _ 2905 _ _
_ _ 2859 2853 VCSHSA (61) + vCSHSB (38)
_ _ 2848 _ _
_ _ _ 2811 _
_ _ _ 2748 _
_ _ _ 2708 _
_ _ _ 2650 _
_ _ _ 2569 _
_ _ _ 2510 _
_ _ _ 2453 -
1695 1674 1681 1683 VOIC2 (58) + YN2C2 (-21)
SHIDNIHIC (-23) + SHIENIHID (49) +
1648 1627 1611 1623 Nicier P
1639 1618 1602 1602 VvC7C8 (29)
1619 1598 1584 1578 VC10C9 (-23) + vC6C11 (17)
1617 1597 1566 1554 VO3C4 (-42) + vO2C4 (26)
1537 1518 1518 1518 VN2C2 (-27) + SH2N2C2 (36)
- SHTCTCS (-16) + SHRCSCY (-17) + SHI0CI0CI1
1524 1504 1498 ((18))+ 5 H11C11(C10)(-14)
_ _ . 1483 _
- . _ 1455 -
SHIDNIHIC (30) + SHICNIHIE (17) +
1491 1472 1441 1442 TH§BC)1C2N2(17) a7
1478 1459 1413 1411 SHSACSHSB (21) + SHICICI0 (-19)
VO3C4 (-10) + vO2C4 (-25) + SH3AC3N2 (11)+
1393 1376 1403 1400 (-10) THSACS(C6C)7(10) (1)
1374 1357 1386 1387 SHIBCIHIA (-33)
SHSBCSC6 (-14) + SHICTC6 (-11)+ SHIICIICI0
1367 1349 1340 — ((14))+ TH3AC3C4(102)(11)
SH7CTCS (13) + SHIICIICIO0 (-11) +
1351 1334 1329 1329 T(H3LC3C402 o) (-11)
VCTC8 (-14) + vC6C11 (-15) + vCICS (13) +
1337 1321 1320 1320 (-14) VCHCN()(V%) (13)
1322 1306 1299 1300 SHIACINI (40)+ THIACIC2N2 (14) +
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948
929

914

858
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THIBCIC2N2 (18)
TH3AC3C402 (-13) + TH5AC5C6CT (-30)
SH3AC3N2 (23)
SH2N2C2 (32) + SH3AC3N2 (18)
vC5C6 (29)

SH7C7C8 (19) + SH8CSCY (-18) + SHI0C10C11
(19) + SH11C11C10 (16)
SHSBCS5C6 (27) + TH5AC5C6CT (-14)
SH8C8CIY (16) + SHICICIO0 (-31) + SHI10C1011
(19)

YN2C3 (-11) + THIDNICIC2 (-12) +
THIENICIC2 (29)
vC7C8 (-14) + vC11C10 (17) + SHTCTCS (-11) +
SHOC9C10 (12) + SHIICI1C10 (11)
YN2C3 (45)

vC10C9 (19) + vC9ICS (24) + 5CTCICY (-14) +
SH8C8C9 (10)
VNICI (49)
vC10C9 (11) + vCICS (13) + SCTC8CY (28) +
8C10C9C8 (-17) + §C11C10C9 (13)
YNICI (12) + 8,,7C4CSN2C3 (11)
TH7C7C8C9 (-20) + THICSCICIO0 (26) +
TH10C10C11C6 (-20) + TH11C11C10CY (-17) +
TC6C11C10C9 (11)
vC1C2 (12)+ TH7CTC8CY (14)+ THICICIOCII (-
16) + THI1C11C10C9 (-15)
vC1C2 (-14) + TH7C7C8CY (12) + THICICI0C11
(-15) + tH11C11C10CY (-12)
TH7C7C8C9Y (27) + THRCSCICIO0 (24) +
THI10C10C11C6 (-23) + THI1C11C10CY (26)
vCAC3 (21)+ 803C402 (28)
vC5C6 (17) + §C10CICS (24)
TH3AC3C402 (-10) + TH5BCSC6CT (10) +
8,y703C302C4 (42)
TH8C8CIC10 (12) + THI0C10C11C6 (14) +
TC6C11C10CY (13) + 8,,;,03C302C4 (-14)
vC1C2 (20) + SO1C2N2 (-13)
TH7C7C8CY (-10) + THICICI0CI1 (-14) +
TH11CI1C10C9 (10) + TCTC8CICI0 (15) +
TC6C11C10CY (29) + TC11C10CICS (-14)
VCAC3 (-12) + SO1C2N2 (19) + §03C402 (11) +
502C4C3 (-18)
§C7C8CY (10) + §CICSCT (-14) + SC11C10CI (-
12)

TH2N2C2C1 (-16) + TNICIC2N2 (16) +
8,,701CIN2C2 (-35)
8,y7C5CTC11C6 (-23)

vC4C3 (-10) + SN2C3C5 (15)

SC5C6CIL (-18) + 8oy C4CSN2C3 (16)

51
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502C4C3 (-16) + SCIC2N2 (13)+ SNICIC2 (-19)

271 267 372 371 + SCAC3N2 (-15) + 8,y C4CSN2C3 (12)
248 245 355 349 6CIC2N2 (10) + 6C3C(51(13)6(10)+ 7C11C10C9C8
_ _ - 339 —
_ _ — 311 —
214 211 208 o THIDNICIC2 (24) + THIENICIC2 (10) +
THICNICIC2 (28) + TNICIC2N2 (12)
— — — 277 —
ON2C3C5 (10)+ §C4C3N2 (23) + 8,y703C302C4
173 171 242 239 (12) + 8,y CACSN2C3 (19)
— — 210 — —
136 134 200 203 Modos de rede
— — 189 186 Modos de rede
— — — 150 Modos de rede
91 90 142 139 Modos de rede
66 65 102 — Modos de rede

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 Espectroscopia Raman Sobre Altas Pressoes

Algumas importantes propriedades dos materiais podem ser modificadas quando se
aplica pressao hidrostatica. Na verdade, a pressdo hidrostatica ¢ apenas uma das possiveis
propriedades associadas aos materiais € que possuem relagdo com o tensor tensdo. As
componentes do tensor podem ser representadas pelas componentes de uma matriz, que, de uma

forma geral, ¢ a representagdo matematica desse tensor de segunda ordem:

axx axy (XXZ
Olyx Olyy Olyz (7)
Olzx Olzy Az

Quando o = olyy = 0., € todas as outras componentes sdo nulas, tem-se a pressao hidrostatica.
Um dos métodos utilizados para se aplicar pressao hidrostatica ¢ submeter um pequeno pedaco
de cristal a uma célula de pressao a extremos de diamantes, do tipo apresentado na parte
experimental dessa tese. Nesta secdo, apresentamos os resultados obtidos por espectroscopia
Raman em um cristal de glicil-L-fenilalanina submetido a altas pressoes.

No experimento em altas pressdes, os espectros foram obtidos para valores entre
0 GPa a 7 GPa na regido espectral entre 100 € 3400 cm™ e devido a alta intensidade pico do
diamante, a regido de 1250-1410 cm™ foi excluida.

Na Figura 21, temos a evolugdo dos espectros Raman entre 100 e 325 cm™!. Sdo
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observadas modifica¢des nos modos vibracionais registrados em 134, 142 ¢ em 180 cm™ em
torno de 1,0 GPa. Como comentado anteriormente, a regido entre 0 ¢ 200 cm™' corresponde a
regido dos modos de rede, onde temos os modos relacionados com as interagdes que ocorrem
entre as moléculas no cristal pelas ligagcdes de hidrogénio. Na pressao de 0,0 GPa (ou seja,
pressdo atmosférica, cerca de 10° Pa) identificamos os modos observado em pressdo e
temperatura ambiente do dipeptideo. Em 0,0 GPa temos um modo em 102 ¢cm™ de baixa
intensidade que, com o aumento da pressdao, perde ainda mais a intensidade, ndo sendo
observados no espectro registrado em 1,0 GPa. Na pressdo de 1,0 GPa ¢ possivel observar-se
modifica¢des nas intensidades dos modos em 142, 118 € 180 cm™. A mudanga na intensidade
observada no modo de 142 cm™! esté relacionada com o efeito da pressdo sobre as interagdes
entre as moléculas que ocorrem na regido dos modos de rede, sendo o indicativo de uma
mudanga conformacional. Vemos um deslocamento no nimero de onda a medida que aumenta
a pressio, acompanhado de uma diminui¢do da intensidade. O modo em 171 ¢cm™! aparece em
1,0 GPa com uma intensidade baixa e desaparece em 6,3 GPa, havendo apenas um
deslocamento para maiores nimero de ondas e a redu¢do de intensidade com o aumento da
pressdo. Temos uma banda em torno de 200 cm™ que, em pressdo ambiente, apresenta-se com
baixa intensidade, sendo relacionada a vibragdes do esqueleto da molécula; durante a
compressao, essa banda perde intensidade, sendo quase imperceptivel em 7,1 GPa. Em 242 cm-
I existe um modo de baixa intensidade que estarelacionado com deformagdes do esqueleto dos
dipeptideos, apresentando um comportamento linear do nimero de onda com a pressao, também
sendo possivel notar uma diminui¢do de sua intensidade.

Nesta regido, observamos adicionalmente uma descontinuidade nos nimeros de
onda dos modos em 134 ¢ 139 cm™ e o surgimento de novos modos em 118 ¢ 180 cm™,
indicando a ocorréncia de uma possivel transicdo de fase do cristal do cristal de glicil-L-
fenilalanina proximo de 1,0 GPa. Tais mudancas também foram observadas em alguns
aminoacidos (Cavalcante Freire ef al., 2012) e em alguns dipeptideos, como a L,L.-dialanina
(Silva et al., 2015) e a L,L-difenilalanina (Silva Filho, 2017). Na Figura 15, apresenta-se o
grafico das nimero de onda dos modos de rede em fungao da pressao com ajuste linear w(P) =
wo + a. P. Neste grafico, observamos a descontinuidade e o surgimento de bandas em torno
de 1,0 GPa, sendo observada a tendéncia dos modos em se deslocarem para maiores numero de
onda apoés esse valor de pressao, e ndo sendo observadas mudangas adicionais até a pressao
maxima conseguida no experimento, 7,1 GPa. Na Tabela 8, temos os coeficientes do ajuste
linear dos espectros Raman em altas pressdes. Em destaque, nota-se o coeficiente linear do

modo observado originalmente em 134 cm™, que apresenta um valor de 13,4 ¢cm™/GPa,
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mostrando, de certa forma, o forte envolvimento da vibragdao com ligacdes de hidrogénio, que

sd0 mais sensiveis a compressao.

Figura 21: Espectro Raman e ajuste linear dos espectros de glicil-L-fenilalanina na regido
espectral entre 100 € 350 cm™!.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A regido espectral entre 350 e 650 cm™ com os modos da glicil-L-Lfenilalanina é
apresentada na Figura 22. Nela, inicialmente pode-se notar os modos em 357, 372 ¢ 411 cm™!,
que possuem baixas intensidades e estao associados as deformacgdes da molécula. Observamos
que o modo 357 cm™! nio é possivel ser observado acima de 3,3 GPa e 0o modo 372 cm™ se
alarga bastante. Tais modos estdo relacionados com as deformagdes no esqueleto da molécula
devido as interagdes entre as moléculas através de ligagdes de hidrogénio. Apesar da baixa
intensidade desses modos, no grafico da frequéncia em fun¢do da pressdo nota-se uma
descontinuidade em torno de 1,0 GPa, indicando mudangas na célula unitaria do dipeptideo
devido ao efeito da pressdo. O modo em 502 cm™' é um modo de intensidade relativamente alta
e, com o aumento da pressao, como acontece com a maioria das bandas Raman, diminui a sua
intensidade. Ademais, ¢ possivel observar uma mudanca em 1,0 GPa com o surgimento de um
novo modo em 509 cm™!; tal modo sofre um pequeno deslocamento com o aumento da pressio,
permanecendo estavel, como podemos ver através do grafico w (p). O modo em 544 cm! estéd
associado com uma deformacao do esqueleto da molécula e deformagdes na ligagdo peptidica,

apresentando apenas um pequeno deslocamento com o aumento da pressdo. O modo 607 cm!
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esta associado com vibragdes de estiramento que ocorrem no anel aromatico da fenilalanina e
o modo 623 cm™! esta associado com deformagdes que ocorrem no grupo carboxila. Como
podemos observar, 0 modo em 607 cm™ tem um deslocamento para maior niimero de onda e,
em 6,3 GPa, observa-se uma superposi¢do dos modos 607 cm™ e 623 c¢cm™!, formando-se um
modo de alta intensidade. Obviamente, isso representa uma degenerescéncia de energia por
causa das maneiras diversas com que as frequéncias dos dois modos evoluem com a pressao.
Como podemos ver, hda mudancas perceptiveis no comportamento dos numeros de onda nessa
regido espectral em 1,0 GPa, o que mostra uma mudanga que ocorre no cristal relacionada a

transicao de fase.

Figura 22: Espectro R