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Resumo

Neste trabalho, cristais de l-glutamina (CsH;(N,O3) foram submetidos a analises através da
técnica de espectroscopia Raman. Inicialmente realizou-se uma identificagdo tentativa de
todas as bandas Raman e em uma segunda etapa obteve-se os espectros do material variando
os parametros termodindmicos de pressao hidrostatica e temperatura. A regido espectral para
os experimentos realizados em fungio da pressdo hidrostatica esteve entre 40 cm™ e 3550 cm’™
e a variagdo da pressdo entre 0 GPa e 5,8 GPa. Os resultados mostram que o cristal de I-
glutamina sofre uma transicao de fase estrutural reversivel em torno de aproximadamente 3,0
GPa. As medidas em fun¢do da temperatura foram realizadas em duas polarizagdes distintas
na regido espectral entre 30 cm™ ¢ 3600 cm™ e no intervalo de temperatura entre 20°C ¢
140°C. Os resultados obtidos em fun¢do da temperatura ndo apresentam indicios de que o
cristal de l-glutamina sofra uma tansi¢do de fase ou mudangas conformacionais em suas
moléculas na célula unitaria

PALAVRAS-CHAVE: L-Glutamina. Espectroscopia Raman. Pressdo Hidrostatica. Transi¢ao
de Fase. Temperatura.



Abstract

In this work, crystals of l-glutamine (CsH;o(N,O3) were subjected to analysis by Raman
spectroscopy. Initially there was a identification attempt of all Raman bands and a second step
we obtained the spectra of material ranging from the thermodynamic parameters of
hydrostatic pressure and temperature. The spectral region for the experiments as a function of
hydrostatic pressure was between 40 cm™ and 3550 cm” and the variation of pressure
between 0 GPa and 5.8 GPa. The results show that the crystal of l-glutamine undergoes a
transition reversible structural phase around 3.0 GPa. Measures in function of temperature
were made at two different biases in the spectral region between 30 cm™ and 3600 cm™ and in
the temperature range between 20 °C and 140 °C. The results as a function of temperature
does not provide evidence that the crystal of l-glutamine undergoes a transition phase or
conformational changes in their molecules in the unit cell.

KEY-WORDS: L-Glutamine. Raman Spectroscopy. Hydrostatic Pressure. Transition Phase.
Temperature.
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INTRODUCAO

A l-glutamina, objeto de estudo desta dissertacdo, ¢ um aminoacido de cinco carbonos
classificado como um aminoacido neutro em pH fisiologico. A 1-glutamina ¢ o aminoacido
livre mais abundante no plasma e no tecido muscular, podendo ainda ser encontrada em
concentragdes relativamente altas em muitos tecidos. No tecido muscular seu conteudo
intracelular corresponde de cinquenta a sessenta por cento do total dos aminoacidos livres.
Aproximadamente, oitenta por cento da glutamina corporal encontra-se no musculo

esquelético e esta concentracdo ¢€ trinta vezes superior a do plasma.

A l-glutamina possui importante papel no metabolismo celular dos animais e € o tnico
aminodcido capaz de atravessar a barreira do tecido cerebral. Encontram-se diversas

aplicagdes do seu uso, que vao desde a area nutricional até mesmo na industria de alimentos.

Na nutri¢do clinica ¢ um componente Util em agentes nutricionais orais e enterais. Na
industria de alimentos ¢ usada como um componente de suplementos nutricionais esportivos e
alimentos para a satde. O uso da mesma como farmaco estd associado a componentes de
terapias de Ulcera gastroduodenal e gastrite, como medicamentos reguladores da funcao

gastrica e promotores da digestdo e também em preparacdes integrais de aminoacidos.

O presente trabalho tem como objetivo apresentar os resultados de um estudo
detalhado realizado em cristais de l-gutamina utilizando a técnica de espectroscopia Raman

com a variacao dos seguintes parametros termodinamicos: pressao hidrostatica e temperatura.

No capitulo um serd apresentado uma discusdo teodrica sobre redes cristalinas,
espectroscopia Raman e aminoacidos e no capitulo dois se apresenta o0 método pelo qual se
obtiveram as amostras analisadas nesta dissertagdo bem como uma descricdo do aparato
experimental utilizado nas medidas de espectroscopia Raman a altas pressdes e a altas

temperaturas.

A estrutura dos cristais estudados, além da descricdo e a identificacdo dos modos
normais de vibragcdo da l-glutamina a temperatura e pressdo ambientes sdo apresentados no
capitulo trés. Os resultados de espectroscopia Raman para a I-glutamina em fungao da pressao
hidrostatica sdo apresentados no capitulo quatro, e os resultados em fun¢do da temperatura se

apresentam no capitulo cinco.



Finalmente, apods o capitulo cinco se apresentam as conclusdes e perspectivas futuras
deste trabalho e no apéndice se encontra uma tabela com o radical e a formula molecular dos

vinte aminodacidos protéicos.



1 FUNDAMENTOS TEORICOS

Neste capitulo sdo apresentados os fundamentos tedricos que guiardo o entendimento

dos resultados experimentais que serdo propostos no decorrer desta dissertagao.

1.1 Vibracoes em cristais

Quando um féton incide sobre um cristal ele pode criar ou destruir um foénon, sendo
este considerado como o quantum de energia que separa os niveis vibracionais de energia da
rede cristalina. De maneira que se compreende por vibragcdo da rede tanto os modos internos,
caracteristicos de um agrupamento molecular, quanto os modos externos, movimentos tipo

translagao ou rotacao de ions ou de agrupamentos moleculares.

Os cristais sdo formados por um arranjo regular de 4tomos. Tal arranjo, que pode se
repetir ao longo do cristal, compde uma célula unitaria. Quando esta célula unitaria possui um
volume minimo, esta ¢ denominada de célula primitiva. No entanto nem sempre a célula
primitiva contém a simetria completa de uma rede cristalina por isso ¢ necessario definir uma
célula unitaria que apresente a simetria completa da rede; tais células sdo conhecidas como

células de Bravais ou redes de Bravais.

Para um cristal deve-se considerar as vibracdes de cada atomo influenciando os
atomos vizinhos, ou seja, os movimentos oscilatorios na rede cristalina. Em virtude da
periodicidade do arranjo de atomos os modos vibracionais corresponderdo a ondas de

deslocamentos que percorrem o cristal, constituindo as vibragdes da rede.



Estas vibragdes da rede, ou seja as vibragdes dos atomos, (moléculas ou ions), com
certa frequéncia, irdo acarretar uma onda que se propaga na rede e cujo comprimento de onda
dependera da diferenga de fase entre uma célula e sua vizinha. Quando o deslocamento dos
atomos ocorrer paralelamente a dire¢do de propagacdo da onda, apresentam-se as
denominadas ondas longitudinais; caso este deslocamento seja perpendicular a direcdo de

propagacao da onda ocorrerdo as ondas transversais.

Para que ocorra interagdo entre as vibragdes da rede e a radiagdo eletromagnética ¢
imprescindivel que as vibragdes da rede tenham comprimento de onda comparavel ao da
radiagdo, cujo comprimento de onda é da ordem de 10°A no infravermelho e 5.10° A no
visivel. No entanto s6 ocorrem interagdes com vibragdes da rede de longo comprimento de

onda, haja vista que a dimensdo da célula unitaria no cristal é da ordem de 10 A a 100 A. [1]

Entre células adjacentes as vibragdes de longo comprimento de onda estardo em fase;
sendo ainda conhecidas como modos 6ticos por sua capacidade de interacdo com a radiagdo
eletromagnética. As vibragdes da rede sdo descritas em termos do vetor de onda k, e de A,

nimero de onda, cujo médulo é:
k=22 (1.1)

sendo sua dire¢do a da propagag¢do do movimento ondulatorio na rede cristalina.

A frequéncia de um modo qualquer e o comprimento de onda de sua propagagdo na
rede estdo relacionados pela relagdo de dispersdo. A chamada curva de dispersao ¢ uma

representacao grafica da frequéncia do modo considerado em funcao de k, o vetor de onda.

Se n é o numero de atomos da célula unitaria, onde cada atomo tem trés coordenadas
espaciais X, y e z, existirdo 3n modos normais onde cada um destes estd associado com um
ramo da curva de dispersdo. Trés destes modos compdem os ramos acusticos. Quando k for
igual a zero, comprimento de onda infinito, os modos acusticos terdo frequéncia nula
correspondendo a translagdes em todo o cristal. Os 3n-6 modos restantes compdem 0s ramos

oticos ativos no Raman e no infravermelho.

Seja a a dimensao da célula unitéria, a qual define o0 menor comprimento de onda para

vibragao da rede. Supondo que as células unitarias vibram fora de fase, de tal modo que:



A= 2a, (1.2)
resultara em
T
k= - (1.3)

Uma regido entre —/a e + m/a, definida pela pela relagdo de fases entre células adjacentes, ¢
conhecida como primeira zona de Brillouin. As vibragdes com k igual a zero se encontram no

centro da primeira zona de Brillouin. [1]

Considerando a propagacao das ondas ao longo do eixo x, lembrando que tal
propagagdo considera a diferenca de fase entre modos vibracionais em células unitarias

adjacentes, pode-se escrever a equacao do movimento como:

s = Asen (2% — <D), (1.4)
com
® = 2nvt = wt, (1.5)

sendo o a frequéncia angular. A equacao (1.4) pode ser reescrita como:

s = Asen(kx — wt) (1.4a)

ou em uma forma mais geral

s = Aexpli(kx — wt)]. (1.4b)

Considerando o caso de ondas longitudinais se propagando numa rede linear infinita
composta de atomos iguais, onde estes 4tomos se movimentam uns contra 0s outros como se

fossem ligados por molas. Pode-se escrever a equagdo do movimento como:

s, = Aexpli(kra — wt)]. (1.6)

Para encontrar a relagdo de dispersdo considere que os atomos, de massa m, sdo ligados por
molas com constantes de for¢a f (Figura 1.1) e que as interagdes acontegcam com oS primeiros

atomos vizinhos; de maneira que se pode aplicar as leis de Newton e de Hooke:



ms, = —ma)zsr = —fl(sy —$r_1) = (Sp41 — S (1.7)
F e - r+ I

Figura 3. 1 Rede Monoatomica Unidimensional. A rede possui em sua célula unitaria dois dtomos de massas
iguais a m1 = m2 = m. A constate de forca entre cada atomo é considerada a mesma.

. 2
retirando o valor de ®

2 _ [ Sr Sr+1 Sr—1
w _;(2—————). (1.8)
Substituindo os valores de s pelos da equacao (1.8):

w? = %{2 — expilk(r + 1)a — kra] — expi[k(r — 1)a — kra]} =

= =[2 — exp(ika) — exp(—ika)] = 2

m

3=

[1 - cos(ka)] = 4%sen2 (%) (1.9)

Retirando a raiz da equagdo (1.9) se obtém a relacdo de dispersdo para ondas longitudinais

propagando-se numa rede linear infinita composta por 4tmos iguais:

w = iz\gsen (kz—a) (1.10)

A representacao da relacao de dispersao no intervalo de —m/a a +m/a se encontra na Figura 1.2:
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Figura 1.2 Relacdo de dispersdo para rede linear infinita para dtomos iguais.

Na equacdo (1.10) o sinal positivo significa propagacdo da onda para a direita
enquanto que o sinal negativo indica progacao da onda para a esquerda. Para k = 0 ou 2m/a (-
2m/a) a fungao se anula, e em k = m/a (-rr/a) possui valor maximo. Se k for muito pequeno
aparecera uma onda acustica de comprimento de onda longo; quando o comprimento de onda
vai diminuindo chega-se ao valor limite 2 (f/m)"2,

Quando os atomos vizinhos se movem em oposicao de fase se tem que |k | = m/a, ou
seja A = 2a, e portanto a velocidade de grupo, (dw/dk), que ¢ proporcional a cos(ka/2) se
anula; neste caso se tem uma onda estaciondria onda a velocidade de fase apresenta uma
grande dispersdo para os comprimentos de onda nesta regido. O intervalo - m/a < k< + m/a
contém todos os valores de frequéncia, portanto, abrangendo todo o espectro. Tal intervalo ¢

denominado de primeira zona de Brillouin.

Para o caso em que a rede linear é formada com dois atomos diferentes (Figura 1.3),
com massas M e m onde M ¢ maior que m, separados por uma distdncia @ € com isso a
distancia de repeti¢do da rede sera 2a, considerando ainda que uma perturbagdo longitudinal
se propaga ao longo do cristal, ¢é possivel escrever a equagdo para o deslocamento destes

atomos como:

s, = Aexpl[i(2kra — wt)] (1.11a)

Sy_1 = Bexpl[i(2k(r + 1)a — wt)]. (1.11b)
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Figura 1.3 Rede linear diatomica com dtomos de massa M e m. A constate de forca entre cada dtomo é

considerada a mesma.

Tomando o procedimento descrito anteriormente se apresentam as equagdes de movimento

como:
mwzsr = f[ZST —Sr+1 T Sr—l] (1.12a)
mw?s,q = fl28r41 = Sry2 — 5r] (1.12b)

Substituindo os valores de (1.11a) em (1.12a) e (1.11b) em (1.12b) e divindo cada

equagdo respectivamente por s; € s+ obtém-se:

mw? = f (2 — %exp(il(a) — %exp(—il(a)) (1.13a)
mw? =f (2 - gexp(iKa) - gexp(—iKa)) (1.13b)
ou
AQf —mw?) = 2Bfcos(Ka) (1.14a)
BQ2f — Mw?) = 2Afcos(Ka). (1.14b)

Disto segue a relagao de dispersao dada por:

o (R ) p|(E 2y - ] (115
W= m M)~ m M mM i 15)
onde além das duas raizes que sdo correspondentes a onda se deslocam para a direita ou para a

esquerda, existem duas raizes de ® para cada k. Estas Gtimas estdo representadas na Figura

1.4.



Nesta figura o ramo inferior, encontrado pela solugao de (1.15) para o sinal negativo, ¢
denominado como ramo acustico; € o ramo superior, encontrado através da solugao de (1.15)
para o sinal positivo, corresponde ao ramo otico. Nesta situacdo, em virtude da rede se repetir
periodicamente na distancia de 2a, o intervalo definido para a primeira zona de Brillouin ¢

dado por |k | < m/2a. Quando k = 0 as raizes sdo:

w = 0 (ponto zero na figura 1.4) para o ramo acustico e (1.16a)
w= |2f (% + %) (ponto A na figural.4) para o ramo o6tico. (1.16b)

Quando k = mr/2a a equagdo (1.15) se torna:

e I o e RTICE RV N

m

e as raizes sao dadas por:

= % (ponto B na figura 1.4) para o ramo acusticoe (1.18a)
w = % (ponto C para na figura 1.4) pra o ramo o6tico. (1.18b)

) I -1 Famo orico :
1 1
1 1
1 1
|y
{ ]
i !
! B
1
1 1
! i
1 1
1 1
1 F ey 1
: acustico :
1 ]
i ]
! 1
! ]
-2 a () & T2

Figura 1.4 Relacdo de dispersdo para rede linear com dois datomos diferentes.
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Estes resultados indicam que no ramo acustico a frequéncia maxima, quando k = 1r/2a,
depende da massa do 4&tomo mais pesado, enquanto que no ramo oOtico a frequéncia depende
da massa do 4&tomo mais leve para este mesmo valor de k. Para que a frequéncia do ramo 6tico
dependa das duas massas ¢ necessario que a frequéncia esteja em seu valor maximo, isto

ocorre quando k = 0.

Para uma rede multiatdmica e tridimensional existird um maior nimero de modos
vibracionais. Caso existam agrupamentos moleculares no solido pode-se considerar vibragdes
entre as moléculas como um todo, isto acarreta modos translacionais ou movimentos tipo
rotagdo. Tais movimentos sdo considerados como os modos rotacionais ou libracionais e
constituem parte dos modos externos. Dentro destes agrupamentos o movimento vibracional
dos atomos origina os modos internos. O acoplamento entre estes agrupamentos, cujos
movimentos podem ter diferentes fases, juntamente com a periodicidade na rede cristalina

definem a relacao de dispersao, produzindo novos modos oticos. [1,2]

1.2 Espectroscopia Raman

Técnicas como ressonancia magnética nuclear, difragao de elétrons, de néutrons e de
raios X, espectroscopia Raman e no infravermelho, entre outras permitem obter informagdes

sobre estrutura molecular, niveis de energia e ligacdes quimicas.[1]

De um modo geral a espectroscopia estuda a interagdo da radiagdo eletromagnética
com a matéria, onde a determinacdo dos niveis de energia de atomos ou moléculas ¢

considerada como um de seus principais objetivos.

Com isto o espalhamento Raman ¢ considerado como uma forma fundamental de
espectroscopia molecular. Este, juntamente com a absorc¢ao do infravermelho, ¢ utilizado para
obter informacdes sobre a estrutura e as propriedades das moléculas e de suas propriedades

vibracionais.

No efeito Raman a atividade esta ligada ao momento de dipolo induzido na molécula

pelo campo elétrico da radiacdo. Os grupos moleculares ou as redes que formam um cristal
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sdo caracterizados por um numero de modos vibracionais determinados pelas massas dos

atomos constituintes, das forcas interatdmicas e da geometria de sua disposi¢do. [2]

As vibragdes modificam o momento de dipolo dielétrico dos grupos, € como uma
consequéncia, a absor¢cdo da radiacdo eletromagnética ocorre, tipicamente na regido de
numero de onda de 10* cm™ — 10%cm™ correspondente para o dominio da espectroscopia no

infravermelho.

Similarmente, quando a luz de frequéncia v, passa através de um meio transparente,
seu campo elétrico faz a distribui¢do local das cargas elétricas vibrarem. Estes elétrons
oscilantes se comportam como dipolos elétricos emissores de luz difusa com a mesma

frequéncia da radiacao incidente: este ¢ o espalhamento Rayleigh.

Ocorrendo um acoplamento entre a polarizabilidade elétrica e os modos vibracionais
do meio, a energia dos fotons espalhados pode ser aumentada pela liberacdo da energia
vibracional do meio (linhas anti-Stokes) ou diminuida pela absor¢do da energia vibracional do
meio (linhas Stokes). Tal evento ¢ conhecido como espalhamento Raman. Com isso a luz
difusa, ao passar por um espectrometro, apresenta um espectro Raman, no qual as linhas
espectrais adicionais (bandas, picos) sdo alteradas em relacdo a linha Rayleigh por uma

quantidade correspondente a energia dos diferentes modos vibracionais acoplados.

A seguir se apresenta uma formulacdo matematica para o processo descrito acima.

Classicamente pode-se escrever o vetor do momento de dipolo induzido como:
P = aE, (1.19)

sendo a a polarizabilidade da molécula e E o vetor do campo elétrico da radiacdo incidente.
Para cada modo normal da molécula a polarizabilidade, a, deve variar em relagdo as
coordenadas normais desta. No entanto, considerando g como a Unica coordenada normal do
sistema em estudo, ¢ possivel escrever & num desenvolvimento em série de tal coordenada
interna:

da

a=a0+(dq

)Oq + - (1.20)

Supondo que a coordenada q ¢ o campo E sejam descritos por:



12

q = qo cos(2m vy, t) (1.21)
e E = E,cos(2mvyt) (1.22)

onde v, € a frequéncia vibracional e vy a frequéncia da radiagdo incidente. Entdo, o momento

de dipolo induzido sera:
P =ayE,cos(2mvyt) + (Z—Z)O qoE cos(2m vyt) cos(2m vy, t). (1.23)

Para uma pequena variagdo da coordenada q os termos de ordem mais alta podem ser

desprezados. Utilizando em (1.23) a seguinte relagao:
cos(a)cos(b)= %[cos (a+b) + cos (a—b)] (1.24)

se obtém que:

P =agE,cos(2mvyt) + % (Z—z) qoE {cos[2m (vo + vy, )t] + cos[2m (vo — vp)t]}.  (1.25)
0

Com relagdo a equacdo (1.25), o primeiro termo, correspondente ao espalhamento

Rayleigh, contém apenas a frequéncia da radiacdo incidente; no segundo aparecem as

radiagdes espalhadas com frequéncia vo: vy, (espalhamento ou linha anti-Stokes) € vo- Vi

(espalhamento ou linha Stokes).

Para que os ultimos termos da equagdo (1.25) tenham contribui¢do € necessario que
haja variagdo da polarizabilidade com o pequeno deslocamento da coordenada q em torno da

posi¢do de equilibrio, ou seja: (da/dq)y seja diferente de zero.

Simetricamente em relacdo a linha Rayleigh, aparece no espectro uma banda do lado
de frequéncias mais baixas, a Stokes, e uma do lado de frequéncias mais altas, a anti-Stokes.
Observa-se que a intensidade da linha Stokes ¢ maior do que a linha anti-Stokes; tal
comportamento pode ser explicado quando se recorre ao modelo quantico. Veja um esquema

ilustrativo de um espectro Raman tipico:
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Rayleigh
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Nizmere de onde (1:cmi)

Figura 1.5 Ilustracdo de espectro Raman tipico. As diferencas de intensidade entre as linhas anti-Stokes,
Rayleigh e Stokes sdo expostas.

E possivel introduzir para a polarizabilidade a seguinte expressao que corresponde ao

momento de transi¢ao de dipolo:

Amn = [ Y ardr, (1.26)

onde a relagdo entre as componentes do momento de dipolo induzido e as componentes do

campo elétrico ¢ dada por:
P = ayEx + ayyE, +ay,E,,
P, = ayEy + ayE, +a,,E,,

P, = aEx + azE, +a,E,. (1.27)
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No efeito Raman normal um tensor simétrico ¢ formado pelas componentes, ojj, que

relacionam os dois vetores, ou seja:
Axy = Ayx
Oxz = Ozx ©

Ayy = gy (1.28)

Deve-se considerar as componentes (aij)mn, cOm 1 € j igual a X, y ou z, para cada transi¢do
entre os estados vibracionais m e n. Pelo menos uma das componentes das seis integrais, dada
pela equagdo (1.26) deve ser diferente de zero para que haja atividade no Raman. Com isso,

ao substituir a equacdo (1.20) em (1.26) se obtém:
da
G = o f Y Yudr + (57) [ Ymaipude (127)

Os estados vibracionais m e n sdo diferentes no espalhamento Raman Stokes ou anti-
Stokes e em virtude da ortogonalidade entre y, € y, a primeira integral do segundo termo de
(1.27) é sempre nula. No entanto para que o segundo termo de (1.27) ndo seja nulo ¢

necessario que duas condigdes sejam satisfeitas. Sao elas:

- haja variagdo da polarizabilidade com a pequena vibra¢do em torno da posi¢ao de equilibrio,

portanto: (da/dq)o seja diferente de zero;

- 0 termo [ymqyndt ser diferente de zero. Para que isto aconteca o produto ymqy, deve ser

fungdo par.
A intensidade Raman, dependente da probabilidade de transi¢do, ¢ dada por:

16m?

fmn = (9c4 )10v4 DY |a(ij)mn|2' (1.28)

onde v ¢ a frequéncia da radiacdo espalhada e Ip ¢ a intensidade da radia¢do incidente. O

esquema de espalhamento esta representado na Figura 1.6:
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Radiacéo ncidente
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Armasire

Radiacio Espathada

x i
Stokes Ruyleigh Anti-Stokes

Figura 1.6 Espalhamento Raman. Interacdo da luz incidente, de energia hvy, com a amostra e seu
consegqiiente espalhamento nas energias hvy—hv,,, hvy e hvy+ hv,. Mais abaixo as trés transicoes moleculares
mas provdaveis para os espalhamentos Stokes, Rayleigh e anti-Stokes.

No espalhamento Raman Stokes, no estado fundamental, a molécula sofre colisdo com
o foton de energia hvy e passa para um estado intermediario. Em seguida decai para um estado
de energia hvy, vibracionalmente excitado, e como consequéncia o foton espalhado terd
energia menor que o incidente. No espalhamento Rayleigh, depois da interagdo com o foton, a
molécula volta ao mesmo nivel de energia inicial e o fotébn ¢ espalhado sem que sua

frequéncia seja alterada. No espalhamento Raman anti-Stokes, a molécula se encontra num
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estado excitado quando o foton a colide, e apos esta interacao a molécula decai para o estado
fundamental e o foton ¢ espalhado com maior energia, hvo+ hvy,. Em condigdes reais apos a
colisdo do foton com a molécula, o mesmo ¢ aniquilado enquanto ocorre uma perturbacdo em

todos os estados de energia da molécula. [2]

A relacdo entre as intensidades anti-Stokes e Stokes ¢ dada por:

Ia _ (M)4 exp () (1.29)

Ip YVo~—Vm

onde a populagdo dos estados excitados segue a distribui¢do de Boltzman, cujo o nivel mais
populoso ¢ o nivel fundamental. Com isso ¢ esperado que as bandas anti-Stokes tenham
menor intensidade do que as bandas Stokes. Para frequéncias mais baixas as intensidades das
duas bandas sdo comparaveis, porém para frequéncias vibracionais muito altas as bandas anti

Stokes tornam-se dificeis de serem observadas.

1.3 Os aminoacidos

Os aminodcidos sdo moléculas que formam as diversas proteinas organicas, onde estes
podem ser representados por simbolos de uma ou trés letras para facilitar a apresentacdo de
sua sequéncia na estrutura protéica. Além disso, estes se unem através das ligagdes peptidicas
para formar as proteinas corporais. No apéndice deste trabalho encontra-se uma tabela com o

radical e a formula molecular dos vinte aminoacidos protéicos.

Estruturalmente os aminoacidos sdo compostos que possuem uma formula basica
comum. Unem-se a um carbono a um grupo (—NH; ), um grupo carboxila (-COOH), um
hidrogénio (H) e um grupo varidvel denominado de cadeia lateral ou grupo R. Veja abaixo a

estrutura geral de um aminoacido:
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Figura 1.7 Estrutura geral de um aminodcido com um radical R qualquer.

Baseando-se principalmente na sua cadeia lateral ou grupamento R existem ainda
distintas maneiras de se classificar os aminoacidos. Em termos de nutricdo os aminoacidos
podem ser classificados como essenciais ou indispensaveis, aqueles que o organismo humano
considerado ndo ¢ capaz de sintetizar, entretanto ¢ requerido para seu funcionamento; € nao

essenciais, aqueles que o organismo sintetiza a partir dos alimentos ingeridos.

Considerando a polaridade ¢ possivel classificar os aminoacidos em quatro classes
principais. A classe um ¢ composta por aminoacidos com grupos R ndo polares ou
hidrofobicos, sendo estes menos soluveis em agua e¢ com localizagdo interna na molécula
protéica. A classe um ¢ constituida no total por oito aminoécidos; cinco com cadeia alifatica
hidrocarbonada (alanina, leucina, isoleucina, valina e prolina), dois com anéis aromaticos

(fenilalanina e triptofano) e um sulfurato (metionina).

Os sete aminoacidos que compdem a classe dois possuem os grupos R polares nio
carregados. Estes apresentam as seguintes particularidades com relagdo a cadeia lateral: a
polaridade da serina, tirosina e treonina sendo resultante dos grupos hidroxilicos, glutamina e
asparagina dos seus grupos amidicos, cisteina do seu grupamento sulfidrilico (-SH) e a glicina
como membro limitrofe do grupo; algumas vezes ela ¢ classificada como ndo polar. Tais
aminoacidos sdo encontrados na parte superficial da molécula protéica proveniente da

capacidade deste grupo interagir com a agua.

A classe trés ¢ composta por aminoacidos com o grupo R carregados positivamente.
Os trés aminodcidos basicos, em que o grupo R apresenta uma carga positiva efetiva em pH

igual a sete, possuem seis carbonos em seu esqueleto. A lisina apresenta um aminogrupo € a
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arginina um grupamento guanidinico carregados positivamente. A histidina contém a fungdo

imidazoélica fracamente basico e ¢ o aminoacido limitrofe quanto a essas propriedades.

Os aminoacidos que pertencem a classe quatro apresentam o grupo R carregado
negativamente. Dois membros desta classe, dcido glutdmico e o acido aspartico, apresentam
um grupo carboxilico além dos a- carboxilicos, que sdo inteiramente ionizaveis e, portanto,

carregados negativamente.

Quando os aminoacidos estdo em meio acido agem como uma base e em meio basico
agem como um acido: s@o denominados de compostos anféteros. Ou seja, quando estdo em
solugdo e até quando formam uma estrutura cristalina, o grupo carboxilico perde o 4tomo de
hidrogénio e este se liga ao grupo amina. Entdo o composto passa a um estado de ion bipolar,
também denominado de estado zwitterion. A Figura 1.8 mostra uma representacao

esquematica da estrutura de um aminoacido na estrutura zwitterionica.

( )

H
H
9] (]

1 4 I/
R-C—C/ — R-C—C/

1 \ i \O_

i el

H -

o _/

Figura 1.8 Estrutura zwitterionica de um aminodcido com radical R qualquer.
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Neste capitulo se apresenta a descricdo do método pelo qual as amostras analisadas
neste trabalho foram obtidas e do aparato experimental utilizado nos experimentos de

espectroscopia Raman a altas pressoes hidrostaticas e a altas temperaturas.

2.1 As amostras de L-Glutamina

As amostras de l-glutamina utilizadas neste trabalho foram originadas do reagente
comercial fabricado pela Vetec Quimica Fina Ltda. Os cristais de I-glutamina foram obtidos
através do método de evaporagdo lenta do solvente. Este consiste em dissolver certa
quantidade de reagente em determinada quantidade de agua destilada, baseando-se na curva
de solubilidade do reagente para assegurar que a solugdo fique supersaturada. Apos, a solugdo
¢ filtrada, colocada em um béquer, fechando-o em seguida com um pléstico PVC. No plastico

sdo feitos pequenos orificios para permitir que o solvente, agua destilada, evapore.

A solugdo preparada ¢ posta em repouso em um ambiente com temperatura controlada
entre 17°C e 18°C e ap6s duas semanas observou-se a formagdo dos primeiros cristais. A
Figura 2.1 mostra a foto de um dos cristais, com aproximadamente trés centimetros de

comprimento, obtido por tal método.

Figura 2.1 Cristal de I-glutamina obtido pelo método de evaporagdo lenta do solvente.
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Para confirmar a estrutura cristalina das amostras obtidas, foram realizados
experimentos de difragdo de Raios X de p6 no laboratério de Raios X do Departamento de
Fisica da UFC utilizando um difratdmetro de Raios X modelo X’Pert PRO da marca PAN
alytical utilizando radiacdo de cobalto. Os parametros de operacdo dos equipamentos foram
os seguintes: poténcia no tubo de Raios X de 1kW (40kV:30mA), com radiacdo de K e K
do cobalto (1,789011& e 1,79290 A); o intervalo angular 26 foi de 10 graus a 60 graus, com
um passo de 0,013°.

A identificacdo das fases foi feita através de um programa comercial da Phillips
(X’Pert High Score) associado com um banco de dados do PDF-2 ICDD, fornecido pela
CAPES. As fases da I-glutamina foram identificadas pela microficha do banco de dados 00-
039-1835. A Figura 2.2 representa o difratograma obtido com a analise de difracao de Raios

X e a Figura 2.3 o padrao de referéncia disponivel no banco de dados.

Counts

Xpert_015
6400 —

3600 —

1600 —

LA

20 30 40 50

Position [*2Theta]

Figura 2.2 Difratograma obtido com a andlise de difragdo de Raios X da amostra de l-glutamina.
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Figura 2.3 Padrao de referéncia disponivel no banco de dados PDF-2 ICDD, onde se identifica a amostra de
l-glutamina.

2.2 Experimentos de Espectroscopia Raman

Utilizou-se um espectrometro triplo, da Jobin Yvon Triplemate T64000, para analisar
a luz espalhada. Encontrava-se aplicado a este um sistema de micro analise, na geometria de
retroespalhamento, um micro-computador ¢ um sistema de detecgdo tipo CCD (Coupled

Charge Device — Dispositivo de Carga Acoplada) resfriado a nitrogénio liquido.

O sistema de micro andlise continha ainda uma camera de video conectada a um
monitor € um microscopio da Olympus BX40 com uma lente objetiva plana cromatica com
20nm de distancia focal e 0,35 de abertura numérica. As fendas do espectrometro foram
adaptadas de modo a obter-se uma resolucio espectral de aproximadamente 2cm™. As Figuras
24 e 2.5 mostram o espectrometro da Jobin Yvon Triplemate T64000 e um esquema

representativo da geometria de retroespalhamento respectivamente.



Figura 2.4 Espectrometro Jobin Yvon Triplemate T-64000 utilizado nas medidas Raman.

514, Snm

Feixe
Espalhado
 P—

Feixve Incidente

Depalarizador
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Figura 2.5 Representacio ilustrada da montagem do experimento Raman na geometria de

retroespalhamento.

Para excitar a amostra empregou-se um laser de argonio, modelo Innova 70 da

Coherent Inc., operando na linha 514,5nm com poténcia incidente na amostra de 5,08 mW

nos experimentos realizados. Para estes o intervalo da regido espectral estava entre 40 cm’

3550 cm™. Pelo caminho 6tico foram dispostos espelhos, prismas, lentes, polarizadores,

rodadores de polarizacao e diafragmas.

1
c
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A Figura abaixo mostra uma representacdo do sistema experimental de medidas de

espalhamento Raman:

Monitor

P Computador
w [ | .

Microscapio Olympus
BX40

Figura 2.6 Representacgdo ilustrativa do sistema de micro andlise Raman.

Para calibrar o sistema utilizou-se uma amostra padrdo de silicio, onde uma intensa
.~ -1 N C
banda Raman se encontra na posi¢do de 52lcm™. A transferéncia dos sinais coletados no

espectrometro para o computador € alcangada através de uma interface apropriada.

Utilizou-se os programas de computador PeakFit da SPSS Inc. e Origin versao 8 da
OriginLab Corporation para analisar os dados obtidos. O ajuste dos espectros ocorreu através
da deconvulagcdo dos picos com o uso da fung¢do Lorentiziana-Gaussiana, que permitiu

fornecer informacdes sobre a posi¢ao e largura de linha das bandas Raman observadas.

2.2.1 Espectroscopia Raman a Altas Pressoes Hidrostaticas

Para as medidas de altas pressdes hidrostaticas foi utilizada uma célula do tipo bigorna

com diamantes, DAC- Diamond Anvill Cell, apresentada na Figura 2.7.



24

Figura 2.7 Célula de pressdo utilizada nos experimentos a altas pressoes hidrostdticas.

O funcionamento desta ocorre quando se aplica uma forca externa para pressionar a
amostra que se encontra imersa em um fluido transmissor de pressao, dentro de uma gaxeta

entre dois extremos de diamantes.

A for¢a externa ¢ produzida pela rotacdo de um parafuso, sendo transmitida ao
diamante montado sobre o pistdo movel através de uma alavanca. Com isso a gaxeta, onde se
encontra a amostra, ¢ pressionada contra o diamante fixo. O processo de montagem da célula
de pressdo ¢ sutil, pois caso os diamantes fiquem descentralizados, estes poderdo quebrar
durante o experimento. Deste modo deve-se observar o alinhamento dos diamantes antes de

iniciar o carregamento da amostra.

A Figura 2.8 apresenta uma representagdo esquematica da célula de pressdo, onde os
nimeros um, dois, trés, quatro e cinco indicam o parafuso, a alavanca, o pistdo moével, a

gaxeta onde se encontra a amostra e os diamantes fixos respectivamente:
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Fludo

Transmissor
de Pressio

Amostra

Figura 2.8 Ilustragdo esquemadtica de uma célula de pressdo a extremos de diamantes.
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Para obter o paralelismo dos diamantes utiliza-se o auxilio de um microscopio,
movimentando-se as mesas que apdiam os mesmos de forma a alcancar a menor quantidade

de franjas de interferéncia sob a luz branca.

As gaxetas empregadas nos experimentos eram laminas de uma liga metalica especial,
aco inox 301, com espessura de 210um. O orificio das gaxetas, com diametro da ordem de
300um, foi feito a laser. Apds furadas as gaxetas, estas sdo lixadas com a finalidade de

eliminar rebarbas na borda do orificio.

Para carregar a gaxeta coloca-se esta sobre o diamante fixo e a preenche com a
amostra de rubi, Al,Os: Cr3+, e a amostra a ser medida. Entdo o orificio ¢ preenchido com um
fluido transmissor de pressdo e a célula ¢ fechada com o diamante mével sobre a gaxeta. Nos
experimentos realizados utilizou-se o 6leo mineral nujol como fluido transmissor de pressao,
pois nao ha reatividade deste com a amostra analisada e este mantém sua hidrostaticidade no

intervalo de pressao esperado.

Empregou-se a técnica de luminescéncia do rubi, para calibrar a pressdo no interior da
célula. [7] Tal técnica informa que as duas linhas R; e R, de luminescéncia do rubi, Al,Os:
Cr’”, deslocam-se linearmente em fung¢io da pressdo até o limite de 30GPa. Com isso é
possivel encontrar o valor da pressdo (em GPa) no interior da célula utilizando a seguinte
expressao:

p= WRi=w°Ri , (3.1)

7,535

’ , . . -1 o
onde mg; ¢ 0 nimero de onda de qualquer uma das duas linhas do rubi, expressa em cm™, a

pressdo P e ©’g; ¢ 0 numero de onda da respectiva linha a pressio ambiente.

2.2.2 Espectroscopia Raman a Altas Temperaturas

Para as medidas a altas temperaturas foi empregado um forno resistivo. Este ¢
refrigerado com agua e o controle da temperatura ¢ obtido com o uso de um termopar tipo S
(Platina/Ré6dio-Platina) e um controlador modelo HW4200 da Coel Controles Elétricos
LTDA.
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O intervalo de temperatura utilizado nas medidas nos cristais de I-glutamina estava
entre 20°C, temperatura ambiente, e 140°C. Apresenta-se na Figura 2.6 o sistema utilizado

nos experimentos a altas temperaturas:

Figura 2.9 Equipamento utilizado nos experimentos a altas temperaturas.
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3 CLASSIFICACAO DOS MODOS NORMAIS DE VIBRACAO DO
CRISTAL DE L-GLUTAMINA

Neste capitulo sdo apresentadas as caracteristicas estruturais da l-glutamina baseadas
em dados de difracdo de Raios X e caracteristicas vibracionais obtidas por medidas de
espalhamento Raman a temperatura e pressdo ambiente tanto no pd quanto num cristal. A
partir destes resultados buscou-se identificar a maior parte dos modos normais de vibracao da

l-glutamina por comparagdo com trabalhos anteriores existentes na literatura.

3.1 Estrutura da l-glutamina

A temperatura ¢ pressdo ambiente a l-glutamina, cuja densidade ¢ 1,54g/cm’,
cristaliza-se em uma estrutura ortorrdmbica pertencente ao grupo espacial P2,2,2, (D,") com
quatro unidades moleculares (CsH;oN,Os3;) com configuragdes zwitterionica por célula
unitaria. [12] E interessante destacar que este é o mesmo grupo espacial no qual se cristalizam
os aminoacidos l-alanina e l-asparagina monohidratada.[16,13] Os pardmetros de rede da 1-
glutamina possuem as seguintes dimensdes: a = 16,020 A, b=776 Aec=5,10 A. A célula
unitaria da I-glutamina ao longo da diregdo cristalografica ¢ para pressdo ambiente (0 GPa) ¢

apresentada na Figura 3.1. [11]
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Figura 3.1 Célula unitdria da l-glutamina ao longo da diregdo cristalogrdfica c para pressdo ambiente (0
GPa).[11]

Na estrutura planar a molécula de l-glutamina se apresenta como aquela mostrada no
diagrama da Figura 3.2 no qual estdo presentes os comprimentos de ligacdo intramolecular e
os angulos de ligagdo. Um resumo dos dados das coordenadas atdmicas e das distancias

intermoleculares € mostrado nas Tabelas 3.1 e 3.2.

Figura 3.2 Comprimentos de ligacoes intramolecular e dngulos de ligacoes numa estrutura planar da I-
glutamina.[9]



Tabela 3.1 Coordenadas atomicas apresentadas pelas moléculas de I-glutamina conforme a Ref. [9].

G
G
G
Cy
Cs

Ny

0,
0,

0O;

Atomo

x (A

0,77
1,83
1,46
2,56
3,87
0,89
2,76
-0,14
3,87

4,78

y(A)

1,82
2,93
4,11
5,13
4,56
0,91
5,80
1,82
4,19

4,38

2 (A)

3,55
3,60
4.39
4,49
5,01
2,66
3,15
4,43
6,17

4,14

Atomo

H,

H,

Hy
Hs

He

Hy

Ho

x (A

2,09
2,71
1,17
0,58
2,21
0,59
1,82
1,79
3,25

3,20

y(A)

3,25
2,57
3,78
4,51
5,87
-0,06
0,72
5,80
6,59

5,16

2 (A)

2,65
3,97
5,34
3,96
5,11
2,34
2,05
2,67
3,48

2,38
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Tabela 3.2 Distincias intermoleculares tipicas da I-glutamina em sua estrutura cristalina ortorrombica. [9]

N;-O,(B)
N;-05(C)
N»-O, (A)
N,-0,(C)
N,-O; (B)
N,-05(C)
N,-N; (A)

C5-0:(B)

2,94 A
2,91 A
2,85 A
2,79 A
2,91 A
3,314
3,46 A

337A
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No cristal de I-glutamina existem cinco diferentes ligagdes de hidrogénio
intermoleculares, trés formadas com o grupo NH3' e duas formadas com o grupo NH,. A
Figura 3.3 indica um esquema representativo das liga¢cdes de hidrogénio de uma molécula de
l-glutamina em sua estrutura cristalina, onde as linhas pontilhadas representam as interagdes
de hidrogénio. E ainda interessante destacar que o grupo NH;" forma ligagdes de hidrogénio

bifurcado com dois diferentes atomos de oxigénio.

Figura 3.3 Esquema representativo das ligacdes de hidrogénio de uma molécula de l-glutamina em sua
estrutura cristalina ortorrombica. [11]

Pela Figura 3.4 observa-se que a estrutura da Il-glutamina também pode ser
apresentada como camadas de moléculas carregadas ao longo do eixo b. Dentro de cada
camada as moléculas sdo unidas por meio de ligagdes de hidrogénio intracamadas: através de
duas interagdes formadas pelos grupos NH; (N2eesO1 e N2¢ee O2) e N1++O2, formada pelo
grupo NH;". Além disso, existem duas ligagdes de hidrogénio intercamadas (N1eesO3' ¢

N1e++03") conforme pode ser observado através da Figura 3.5.
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Figura 3.4 Vista ao longo do eixo b da estrutura cristalina da l-glutamina onde se observa que as moléculas
estdo conectadas via ligacoes de hidrogénio intracamadas. Estas ligacées sdo representadas pelas linhas azuis
mais espessas. [11]
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Figura 3.5 Vista ao longo do eixo a das ligacdes de hidrogénio intercamadas da l-glutamina na estrutura
cristalina ortorrombica. [11]

Ainda relacionado a estrutura do cristal de l-glutamina existem interacdes mais fracas
do tipo C—He**0 que sdo importantes para a estabilidade da estrutura. Como ¢ descrito em
diversos estudos este tipo de interagdo possui influéncia nas estruturas primarias e secundarias
das proteinas. Por exemplo, sabe-se que interagdes C—Hee*O sdo os tipos mais comuns de

interagdes C—He+*O=C encontradas nas chamadas 3 sheets. [11]

Com relacdo as propriedades vibracionais da l-glutamina um estudo realizado na
década de noventa do século passado apresentou resultados de espalhamento Raman e de
infravermelho a temperatura ambiente. Fazendo uma anélise tanto na l-glutamina hidrogenada

quanto na l-glutamina deuterada ND;™ ¢ ND? os autores da referéncia [12] conseguiram
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realizar a identificacdo de todas as bandas que apareceram nos espectros Raman tanto do

cristal quanto do po.

As quatro moléculas na célula unitaria da l-glutamina, cada uma delas com vinte
atomos, originam 240 modos normais de vibragdo, sendo 3 acusticos e 237 6ticos que sdo

decompostos segundo as representagdes irredutiveis do grupo fator D, como:

Um resumo de todas as bandas Raman no p6 observadas em um experimento de
espalhamento Raman na I-glutamina com as respectivas identifica¢des tanto no pé quanto no

cristal (em duas polarizagdes), de acordo com a referéncia [12], € apresentado na Tabela 3.3.

Tabela 3.3a Frequéncias das bandas observadas nos espectros Raman da I-glutamina (regido 100 cm™ a 1000
cm™) no pé e no cristal.

Polarizada Polarizada P60 Denominacio Polarizada Polarizada Po Atribuicoes
I L I L
98  Modo da rede 476 476 475 7 (NH;")
108 107 Modo da rede 543 542 541 T (NH,)
124  Modo da rede 561 560 0(CONH;)
133 133 132 Modo da rede 625 622 622 3(CONH,)
159 T (skel) 654 654 vY(CCN)
185 184 T (COy) 777 776 776 d(CH,),rock
210 212 210 T (skel) 807 v(OCC)
291 291 3 (skel) 848 848 849 v(CC)

343 345 343 d (skel) 894 896 895 d(CHy),rock
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431

452

431

453

432

452

3 (skel)

d (skel)

923

1000

924

999

925

1000

v(CC)

v(CC)

Tabela 3.3b Frequéncia das bandas Raman observadas nos espectros Raman da I-glutamina(regiio 1000 cm™

a 3500 cm™) tanto no pé quanto no cristal em duas polarizacées.

Polarizada Polarizada

1052

1097

1133

1164

1285
1308
1331
1357
1413
1424
1449

1498

L

1052
1097
1105
1134
1167
1205
1260
1283
1308
1331
1358

1415

1450

1497

Pé

1051

1094

1104

1133

1163

1203

1259

1283

1307

1330

1358

1415

1449

1496

Atribuicoes

v(CC)
v(CN)
8(NH,),rock
S(NH;"),rock
S(NH;"),rock
S(CHy),twist
S(CH,),twist
O0(CH,),wag
d(CH,),wag
S(CH)
S(CH)
v(CN)
v(CNy)
8(CH.,)

(NH;")

Polarizada Polarizada

1603

1622

2931
2950
2959

2988

3206

L

1589
1603
1623
1646
1685
2931
2950
2958
2990
3180
3209
3280
3317

3406

Pé

1590

1604

1622

1645

1690

2933

2952

2962

2991

3176

3210

3273

3313

3403

Atribuicoes

8(NH,)
S(NH;")
v,(COy)
8,(NH;")
v(C=0)
vi(CH,)

v(CH)
vi(CH,)
v,(CH,)
v{(NH,)
vs(NH;")
vo(NH;")
va(NH;")

Va(NH2)

8- dobramento; v- estiramento; y- deformagao fora do plano; t- tor¢do; a- assimétrico; s- simétrico.
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3.2 Espectros de l-glutamina (p0) a temperatura e pressio ambiente

Os experimentos de espectroscopia Raman na 1-glutamina foram realizados na regido
espectral entre 70 cm™ e 3500 cm™, com um laser emitindo em A = 5145A, com o objetivo de
identificar todas as bandas Raman observadas. Nesta secao se apresenta a classificagao dos
modos normais de vibragdo da I-glutamina tal como visto nos espectros Raman baseando-se

principalmente no trabalho da referéncia [12]. Os espectros sao mostrados a seguir.

3.2.1 Regifo espectral entre 30 cm™ e 700 cm™

A Figura 3.6 apresenta o espectro Raman de um cristal de l-glutamina no intervalo
espectral de 30 cm™ a 700 cm™. Nesta regido foram observados vinte ¢ dois modos que estdo
listados na Tabela 3.4. Nos pardgrafos a seguir os varios modos normais de vibragdo serdo

identificados por nimeros entre parénteses.

Tabela 3.4 Modos normais de vibragdo do cristal de l-glutamina ativos no Raman registrados em
condi¢ées ambiente no intervalo de frequéncia de 30 cm™ a 700 cm’™.

Modo Niimero de onda (cm™) Identificacdo
1 50 Modo da rede
2 60 Modo da rede

3 70 Modo da rede




10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

77

87

99

107

125

137

160

185

211

240

291

344

432

453

477

541

560

623

656

Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede

T (skel)

T (COy)

T (skel)

5 (skel)
o (skel)
o (skel)
3 (skel)

©(NH3")

T (NHz)
S(CONH,)

3(CONH,)

v(CCN)
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Intensidade Raman

200 400 600

Numero de onda (cm_l)

Figura 3.6 Espectro Raman de I-glutamina (pd) a temperatura e pressio ambiente na regido espectral entre
30 cm™ e 700 cm™.

Em geral para os cristais de aminodcidos se espera observar na regido entre
aproximadamente 30 cm™ e 200 cm™ os modos externos ou modos da rede. De fato, acredita-
se que as bandas que se apresentam nesta regido estdo associadas com as vibragdes da rede
como um todo, incluindo-se ai tanto os modos translacionais quanto os modos rotacionais. A
titulo de ilustragdo os modos externos foram classificados em ® < 200 cm™ nos cristais de 1-
valina [17], de l-isoleucina [15], da leucina [14], entre outros. No caso da l-glutamina todos os
modos localizados com numero de onda inferior 4 160 cm™ foram classificados como modos

da rede.
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Porém ndo ha nenhuma dificuldade de que modos internos associados a certas ligagdes
moleculares também possam aparecer nesta regido de ® < 200 cm™. No caso da l-glutamina
se encontra uma tor¢ao do esqueleto,t (skel), na banda posicionada em 160 cm™ (10).

A banda localizada em 185 cm™ (11) foi identificada como uma torgdo do CO5’, T
(COy); de uma forma geral, nos cristais de aminoacidos, ¢ a regido entre 180 cm™ ¢ 200 cm™
que apresenta os modos associados 4 t (CO;). A banda posicionada em 211 cm™ (12) foi
identificada como uma tor¢do do esqueleto, t (skel). Os modos em 291 cm’ (14), 344 cm™
(15), 432 ecm™ (16) e 453 cm™ (17) foram identificados como dobramento do esqueleto, &
(skel).

Os modos observados em 477 cm™ (18) e 541 cm™ (19) sdo identificados como tor¢do
do NH;", T (NH3"), e torgdo do NH,, t (NH,), respectivamente e os modos em 560 cm’” (20) e
623 cm™ (21) como dobramento do CONH,, §(CONHS,). O ultimo modo (22) observado nesta

primeira regido ¢ classificado como uma deformacdo fora do plano de CCN, y(CCN),

localizado em 656 cm™. [12]

3.2.2 Regiao espectral entre 750 cm™ e 1750 cm™

A Figura 3.7 apresenta o espectro Raman do cristal de I-glutamina a temperatura e
pressdo ambientes na regido espectral entre 750 cm™ e 1750 cm™'. Nesta regido foi observado

0 maior numero de modos, vinte e cinco modos, que estao listados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 Modos normais de vibragdo do cristal de I-glutamina ativos no Raman registrados em condigoes
ambiente no intervalo de frequéncia de 750 cm™ a 1750 cm™.

Modo Niimero de onda (cm™) Identificacdao
23 778 &(CH,),rock

24 808 ¥(OCC)




25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

848

895

926

1002

1051

1097

1106

1134

1165

1203

1260

1285

1308

1330

1357

1419

1450

1498

1590

1604

1623

1646

1689

v(CC)
&(CH,),rock
v(CC)
v(CC)
v(CC)
v(CN)
d(NH,),rock
S(NH;")rock
S(NH;")rock
8(CH.),twist
§(CH,),twist
§(CH,)wag
8(CH,)wag
8(CH)
8(CH)
v(CN)
§(CH,)
§(NH;")
S(NH,)
8,(NH;")
va(COy)
8.(NH;")

v(CO)

40
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Figura 3.7 Espectro Raman de l-glutamina (po) a temperatura e pressdo ambiente na regido espectral entre
750 cm™ e 1750 cm™.

As bandas posicionadas em 778 cm™ (23) e em 895 cm™ (26) foram identificadas como
dobramento do tipo rocking do CHa, 8(CH,) e as bandas em 1134 cm™ (32) e 1165 cm™ (33)
foram assinaladas como dobramento do tipo rocking do NH;", (NH;"). Um dobramento do
tipo rocking do NH,, 8(NH,) aparece com a banda posicionada em 1106 cm™ (31).

Alguns modos stretching ou estiramento aparecem nesta regido. O pico mais intenso
desta regido, identificado como estiramento C-C, v(CC), ¢ observado na posicdo 848 cm’!
(25). Além deste as bandas em 926 cm™ (27), 1002 cm™ (28) ¢ 1051 cm™ (29) também
recebem a mesma identificacdo. Ja as bandas em 1097 cm™ (29) e 1419 cm™ (40) estdo
associadas a um estiramento do C-N, v(CN), conforme a referéncia [12].

A banda observada com frequéncia em 808 cm™ (24) é atribuida a uma deformagio

OCC fora do plano, y(OCC). Dobramentos do tipo twisting do CH,, 6(CH,), sdo atribuidas as
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bandas em 1203 cm™ (34) e 1260 cm™ (35), bandas estas que apresentam baixa intensidade. J4
os dobramentos do tipo wagging do CH,, 8(CHb,), sdo associadas as bandas em 1285 cm™ (36)
e 1308 cm™ (37).

As bandas de frequéncia 1330 cm™ (38), observada com média intensidade, e 1357 cm”
' (39), observada com forte intensidade, sdo identificadas como dobramento do CH, §(CH). O
modo de dobramento simétrico do NH3 ', SS(NHJ), foi identificado na banda posicionada em
1498 cm™ (42), enquanto que o modo de dobramento assimétrico do NH;" foi localizado nas
bandas posicionadas em 1604 cm™ (44) e em 1646 cm™ (46).

As ultimas bandas desta regido sao classificadas como modos de dobramento do CH,,
8(CH,), encontrada em 1450 cm™ (41), com forte intensidade; dobramento do NH,, 8(NH,),
posicionada em 1590 cm’ (43); estiramento assimétrico do CO,, v4(CO5), localizada em
1623 cm™ (45) e estiramento do C=0, v(C=0) identificado com a banda de frequéncia 1689
cm™ (47).

3.2.3 Regiao espectral entre 2730 cm™ € 3500 cm™

A Figura 3.8 apresenta o espectro Raman do cristal de l-glutamina a temperatura e
pressdo ambientes na regido espectral entre 2730 cm™ e 3500 cm™. Nesta, considerada regido
de alta frequéncia, foram observados onze modos de vibragdo que estdo listados na Tabela

3.6.

Tabela 3.6 Modos normais de vibragdo ativos no Raman do cristal de I-glutamina registrados em condigdes
ambiente no intervalo de 2730 cm™ a 3500 cm™.

Modo Numero de onda (cm'l ) Identificagdo
48 2884
49 2933 vs(CH,)

50 2952 v(CH)




51 2962 vy(CH,)
52 2990 vo(CH,)
53 3180 vo(NH,)
54 3206 vi(NH;")
55 3218

56 3280 vo(NH;")
57 3312 vo(NH;")
58 3404 va(NH,)

49

51

—— 8

Intensidade Raman

2800 3000 3200 3400

Numero de onda ( cm_l)

Figura 3.8 Espectro Raman de I-glutamina (pd) a temperatura e pressio ambiente na regido espectral entre
2730 cm™ e 3500 cm’™.
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As bandas observadas nesta regido sao associadas a estiramentos de varias unidades.
Encontrou-se 0 modo de estiramento do CH, v(CH), em 2952 cm™ (50); o modo de
estiramento simétrico do CH», v{(CHa), foi associado as bandas de frequéncia 2933 cm (49)
€ 2962 cm™ (51) e 0 modo de estiramento assimétrico do CHa, v4(CH,), 4 banda observada na

posicdo 2990 cm™ (52).

As bandas posicionadas em 3280 cm™ (56) e em 3312 cm™ (57) foram identificadas
como estiramento assimétrico do NH;", v4(NH3"), e a banda posicionada em 3206 cm™ (54)
como estiramento simétrico do NH3", VS(NH3+). Finalmente, a banda observada em 3180 cm™!
(53) foi identificada com um estiramento simétrico do NH,, vs(NH>), e a banda observada em

3404 cm™ (58) foi associada um estiramento assimétrico, va(NH,), do NHo.

3.3 Espectros de cristais de I-glutamina a temperatura e pressio ambiente

A titulo de completeza nas Figuras 3.9 e 3.10 sdo apresentados os espectros Raman no
cristal de l-glutamina em duas geometrias de espalhamento; de maneira que uma discussao

mais detalhada sobre os mesmos encontra-se no capitulo cinco desta dissertacao.

polarizacdo paralela

Intensidade Raman

polarizacio perpendicular

1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750
Numero de onda (cm'l)

Figura 3.9 Espectros Raman do cristal de l-glutamina a temperatura e pressio ambiente na regido espectral
entre 0 cm™ e 1800 cm™ em duas diferentes geometrias de espalhamento.
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polarizacdo paralela

Intensidade Raman

polarizagdo perpendicular

. 1 . 1 . 1 . 1
2750 3000 3250 3500

Numero de onda (cm"l)

Figura 3.10 Espectros Raman do cristal de I-glutamina a temperatura e pressdo ambiente na regido espectral
entre 2570 cm™ e 3600 cm™ em duas diferentes geometrias de espalhamento.
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4 PROPRIEDADES VIBRACIONAIS DO CRISTAL DE L-GLUTAMINA
EM FUNCAO DA PRESSAO HIDROSTATICA

Neste capitulo sdo apresentados os resultados de experimentos Raman no cristal de 1-
glutamina em funcdo da pressdo hidrostatica. Discute-se o comportamento dos modos Raman
do cristal de I-glutamina com a pressdo hidrostatica e se apresentam os coeficientes dos

ajustes lineares do numero de onda de todos os modos em fun¢do da pressao.

Os experimentos foram realizados na regido espectral entre 40 cm™ e 3550 cm™ e no
intervalo de pressdo hidrostatica entre 0 GPa e 5,8 GPa para nove diferentes valores de
pressdo em um experimento de compressao. Os espectros obtidos fornecem indicios de que o
cristal de l-glutamina sofre uma transi¢do de fase no intervalo de pressao estudado. A seguir

apresentam-se os resultados, com a discussao separada em quatro secoes.

4.1 Regiao espectral entre 40 em” e 340 cm™

A Figura 4.1 mostra o espectro Raman do cristal de l-glutamina na regido espectral
entre 40 cm™ a 340 cm™. Daqui por diante o termo pressio hidrostatica serd substituido
apenas pelo termo pressdo. Para a discussdo das varias bandas que aparecem nos espectros as

mesmas serao denotadas por nimeros inteiros.

De uma forma geral as bandas que aparecem com freqiiéncias inferiores a 200 cm™ sdo
associadas a modos externos ou modos da rede. Estes modos sdo bastante sensiveis a
mudancas de simetria da célula unitaria. Assim, quando ocorre uma transicdo de fase
estrutural em cristais organicos, modificacdes nos espectros Raman nesta regido espectral
geralmente sdo observadas. No caso da l-glutamina, inicialmente nota-se que as bandas

A e . 1 o ..
com frequéncia abaixo de 150 cm™ estdo entre as mais intensas do espectro, correspondendo a
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algumas vibragoes da rede. Além disso, de uma maneira geral, a intensidade das bandas nesta

regido ndo permanece constante.

Dentre as modificagdes mais perceptiveis pode-se destacar uma descontinuidade na
frequéncia do modo associado a banda de nimero 1, bem como na da banda de numero 5.
Além disso, se observa o aparecimento de uma nova banda entre 3,0 GPa e 3,1 GPa, entre os
picos de nimeros 3 ¢ 4. Observe que em torno de 1,4 GPa o pico de numero 2 desaparece; em
torno de 0,9 GPa e 1,0 GPa as bandas de nimeros 9 e 11 desaparecem, e em torno de 2,9 GPa
a banda de niimero 8 também desaparece. Todas essas mudangas sdo um forte indicativo de

que estd ocorrendo uma transi¢do de fase.

Intensidade Raman

Numero de onda (cm’l)

Figura 4.1 Espectros Raman do cristal de l-glutamina para diversos valores de pressdo na regido espectral
entre 40 cm™ e 340 cm’™.



48

A Figura 4.2 apresenta a evolugdo das freqiiéncias dos modos Raman com a pressao
na regido espectral entre 40 cm™ e 340 cm™ bem como ajustes lineares do tipo ® = @ + aP
dos pontos experimentais desta regido. Nesta expressdo, o ¢ a frequéncia do modo observado
a pressao ambiente, wy ¢ o ponto do eixo vertical que ¢ cortado pelo ajuste linear, o € o
coeficiente de ajuste linear e P a pressdo analisada. Os coeficientes dos ajustes lineares dos

modos Raman desta regido sao apresentados na Tabela 4.1.

Da Figura 4.2 ¢ possivel notar que os modos associados as bandas de numeros 4, 6, 7,
10, 12 e 13 sofrem um deslocamento para a regido de maior nimero de onda (blue shift) com
o aumento da pressdo. Ao analisar a Tabela 4.1 ¢ possivel constatar que as bandas com
valores de freqiiéncia menores que 110 cm™ sdo pouco dependentes do valor da pressio,

enquanto que as outras bandas desta mesma regido possuem grande dependéncia da pressao

aplicada.
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Figura 4.2 Grdfico do niimero de onda versus pressio na regiio espectral entre 40 cm™ e 340 cm™.
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Tabela 4.1 Coeficientes dos ajustes lineares (v = wy+ aP) para os modos Raman do cristal de I-glutamina em
funcio da pressdo hidrostdtica na regido espectral entre 40 cm™ e 340 cm’™.

Modo o(cm™)  w,(cm™)  dw/dP (cm™/GPa)  Identificacio
1 60 59, 70 2,37 Modo da rede
2 70 69, 08 2,50 Modo da rede
3 76 77,52 -1, 00 Modo da rede
4 86 87,91 2,57 Modo da rede
5 99 98, 55 4,01 Modo da rede
6 108 107, 03 3,27 Modo da rede
7 124 126, 68 7,58 Modo da rede
8 132 132, 44 9, 96 Modo da rede
9 160 159,7 6 T (skel)

10 185 185, 89 12,22 T (COy)
11 211 210, 84 13,52 T (skel)
12 240 241,91 13, 81

13 292 291,05 6, 95 d (skel)

4.2 Regiio espectral entre 400 cm™ e 690 cm™

A Figura 4.3 apresenta espectros Raman do cristal de 1-glutamina na regido espectral
entre 400 cm™ e 690 cm™. Nesta regido foram observadas seis bandas; destas, a de maior

intensidade, identificada pelo nlimero 14, é associada a um dobramento do esqueleto, & (skel).
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Intensidade Raman
'_\
w

1 I 1 I 1
400 500 600

Numero de onda (cm’l)

Figura 4.3 Espectros Raman do cristal de l-glutamina para diversos valores de pressdo na regido espectral
entre 400 cm™ e 690 cm™.

Observando a Figura 4.3, é possivel notar que todas as bandas perdem intensidade
com o aumento da pressdo; com destaque para a banda de nimero 16 que apresenta um
aumento em sua largura de linha a mais alta pressao. No entanto, de uma maneira geral nao

ocorrem mudancas significativas nesta regido espectral.

Na Figura 4.4 se apresenta a evolucdo dos modos Raman com a pressdo na regido
espectral entre 400 cm™ ¢ 690 cm™ bem como o ajuste linear do tipo ® = mo+ oP dos pontos
experimentais desta regido e na Tabela 4.2 sdo divulgados os coeficientes dos ajustes lineares

dos modos Raman desta regiao.
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De uma maneira geral, da Figura 4.4, ¢ possivel interpretar que os modos sdo bem
comportados, no sentido de ndo aparecerem descontinuidades. Além disso, de todas as bandas
a Unica que desaparece com o aumento da pressdo ¢ a banda de nlimero 17 identificada como
modo de dobramento do CONH,, § (CONH,). Entretanto, deve-se levar em consideracao o
fato de que a banda de niimero 17, mesmo no espectro em P = 0,0 GPa, ja possui uma

intensidade bastante reduzida.

65019 0 0@ @ @
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1800 9

~ 600
g
: s
é 550_17.. .__,,., . 0 0. 0 0 @0 o 00
S 1600 ®
Q
i)
8 o
o 500 |- e
g 15 o o O @ @ O o o @ @ ®®
- .. o908 @ O 00
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Figura 4.4 Grdfico do niimero de onda versus pressio na regiio espectral entre 400 cm™ e 690 cm™.
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Tabela 4.2 Coeficientes dos ajustes lineares (0w = wy+ aP) para os modos Raman do cristal de I-glutamina em
funcio da pressdo na regiio espectral entre 400 cm™ e 690 cm™.

Modo w(cm™) o (cm™) dw/dP (cm™/ GPa) Identificac¢do
14 453 453, 67 3,90 d (skel)
15 479 478,96 4,12 ©(NH;")
16 542 543,2 4,36 T (NH,)
17 560 560, 37 -0, 31 d(CONH,)
18 624 624,81 4,21 3(CONH,)
19 652 652, 32 3,33 vY(CCN)

4.3 Regiio espectral entre 700 cm™ e 1200 cm™

A Figura 4.5 apresenta o espectro Raman do cristal de 1-glutamina na regido espectral
entre 700 cm™ a 1200 cm'l; nesta regido foram observadas onze bandas. Dentre estas bandas,
quatro estdo relacionadas ao modo de estiramento CC, v(CC), incluindo a banda mais intensa,
assinalada com o niimero 22. Com o aumento da pressdo, como acontece com a maior parte

dos modos deste material, as freqliéncias aumentam.

Nesta regido, assim como na anterior, todas as bandas perdem intensidade com o
aumento da pressdo. Dentre estas se destacam: a banda assinalada com o niimero 21 que foi
associada a uma deformacgao fora do plano do OCC, y(OCC), que desaparece em torno de 0,9
GPa; e as bandas assinaladas com os numeros 29 e 30, associadas ao modo de dobramento do
tipo rocking das unidades NH;" e NH, respectivamente, que no espectro a pressio ambiente a

intensidade da banda de nimero 30 se apresenta maior que a da banda de nimero 29, no
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entanto no espectro a mais alta pressdao ocorre uma mudanca em suas intensidades relativas de

maneira que a banda de nimero 29 apresenta maior intensidade que a banda de nimero 30.

Na Figura 4.6 se apresenta a evolucao da frequéncia dos modos Raman com a pressao
na regido espectral de 700 cm™ a 120 cm™ bem como o ajuste linear do tipo @ = wo + aP dos
pontos experimentais nesta regido. Finalmente na Tabela 4.3 sdo apresentados os coeficientes

dos ajustes lineares das freqiiéncias dos modos Raman nesta mesma regido.

0.0GPa

0.9

24

31

Intensidade Raman

35

4.4
5.8

1 I 1 I 1 I 1 I 1
800 900 1000 1100 1200

Numero de onda (cm'l)

Figura 4.5 Espectros Raman do cristal de I-glutamina para diversos valores de pressio na regido espectral
entre 700 cm™ e 1200 cm’.

Da Figura 4.6, observa-se que todos os modos na regido espectral entre 700 cm™ e
1200 cm™ sdo bem comportados, ou seja, ndo apresentam nenhuma descontinuidade. Observe

na Tabela 4.3 os coeficientes dos ajustes lineares dos modos Raman para esta regido. Desta ¢



possivel identificar que todos os modos sofrem um deslocamento para a regido de

namero de onda (blue shift) com o aumento da pressao.
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Figura 4.6 Grdfico do niimero de onda versus pressio na regiio espectral entre 700 cm™ e 1200 cm™.
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maior

Tabela 4.3 Coeficientes dos ajustes lineares (v = wy+ aP) para os modos Raman do cristal de l-glutamina em

ungdo da pressio na regiio espectral entre 700 cm™ e 1200 cm™.
fi p gido esp

Modo w(cm'j)
20 776
21 805
22 848

Wy (cm'l)
776, 84
805,3

848,78

dw/dP (cm™/ GPa)
2,33
1,83

5,73

Identificacio
d(CHy)rock
Y(0CC)

v(CC)




23

24

25

26

27

28

29

30

895

927

1001

1051

1085

1098

1134

1163

896, 41
927,31
1001, 45
1052, 55

1088,75

1097,55

1137,82

1164,57

4,82
4,30
4,25
2,86

4,81

4,99

4,25

1,94

8(CHy)rock
v(CC)
v(CC)

v(CC)

v(CN)

S(NH;")rock

3(NHy)rock

4.4 Regiio espectral entre 2800 cm™ e 3060 cm™
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A Figura 4.7 apresenta os espectros Raman do cristal de l-glutamina na regido

espectral entre 2800 cm™ e 3060 cm™, nesta regido foram observados trés modos. As bandas

assinaladas pelos niimeros 31 e 32 estdo associadas com o modo de estiramento simétrico do

CH,, vs(CH;), e a banda marcada com o nimero 33 esta associada ao modo de estiramento

assimétrico do CH,, vo(CH,). As bandas largas que aparecem entre 2800 cm™ ¢ 2900 cm™

estdo associadas ao liquido compressor nujol. Observa-se novamente um aumento das

freqliéncias dos trés modos com o aumento da pressdo, embora uma andlise mais detalhada

seja impedida pelo espectro do nujol, que se caracteriza nesta regido por uma banda bastante

larga que encobre parcialmente o espectro da I-glutamina.
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Intensidade Raman

2800 2900 3000

Numero de onda (cm'l)

Figura 4.7 Espectros Raman do cristal de I-glutamina para diversos valores de pressdo na regidao espectral
entre 2800 cm™ e 3060 cm™.

4.5 Sobre a transicio de fase

Nos espectros de l-glutamina sob altas pressdes ocorreram modificacdes, algumas
delas na regido de freqiiéncia entre 40 cm™ ¢ 340 cm™', considerada de baixa freqiiéncia. Nesta
regido, entre 3,0 GPa e 3,5 GPa, ocorre uma diminui¢do da intensidade das bandas de
freqiiéncia de numeros 4, 6, 12, associadas aos modos da rede, e 13 associada com
dobramento do esqueleto, 5(skel); observa-se ainda o aparecimento de uma banda em 83 cm™

entre 3,0 GPa e 3,1 GPa entre as bandas de freqiiéncia de nimeros 3 e 4, também associadas
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aos modos externos da rede. Além disso, ocorre uma descontinuidade na banda de freqiiéncia
de numero 1, associada a um modo da rede, neste mesmo intervalo de pressdo. Todas essas
alteracdes indicam que o cristal de I-glutamina sofre uma transicao de fase estrutural em torno

de 3,0 GPa.

Neste ponto ¢ fundamental fazer uma comparacdo com um estudo de difracdo de
raios-x com pressao num cristal de I-glutamina, recentemente publicado. [11] No referido
trabalho foram realizadas medidas até¢ 4,9 GPa, observando-se que a pressdo diminui as
dimensdes das ligagdes de hidrogénio intramolecular e intermolecular entre 4,2% e 8,3%.
Mais especificamente, registrou-se que ligagdes do tipo N1eeeO2 variam em 8,3%, ligacdes
N1ee+03' variam de 5,1%, liga¢des do tipo N1eesO3" variam de 4,6% e ligacdes N2ese Ol
variam de 4,2%. (ver Figuras 3.4 e 3.5)

Como conseqliéncia destas variagdes, as moléculas dentro de uma determinada
camada sdo obrigadas a ficar mais juntas, além das camadas serem comprimidas ao longo da
dire¢do c. Além disso, observou-se que ocorrem mudancas significativas nas interagcdes mais
fracas C—He*+O, com as distdncias Ce**O diminuindo entre 4,5% a 10,9% quando a pressao

passa de 0 GPa a 4,9 GPa.

Entretanto, o estudo de referéncia [11] ndo reportou a ocorréncia de nenhuma transi¢ao
de fase no intervalo entre 0 GPa e 4,9 GPa. Os autores ainda comentam que esta pressao, 4,9
GPa, ¢ bastante intensa e seria esperado que uma transi¢ao de fase ocorresse; a ndo ocorréncia
de transicdo de fase estaria associada ao fato da I-glutamina ter um grande tamanho e poder se

deformar sem necessariamente mudar a simetria da célula unitaria.

E claro, a partir dos nossos resultados, que os dados de difragdo de Raios X nio sdo
compativeis com os resultados de espectroscopia Raman. Como entender esta discrepancia?
Em primeiro lugar, lembramos que o espalhamento Raman fornece uma informagdo local
sobre a simetria da célula unitaria, enquanto que a difracdo de Raios X fornece uma medida

que ¢ uma média do que ocorre nas células unitarias do material.

Em segundo lugar, a medida de difracdo de Raios X com um material submetido a
altas pressdes envolve dados muito sutis (o da amostra) num conjunto de muitos dados
oriundos do aparato experimental (do diamante, principalmente). Assim, lapidar os dados da
amostra em um imenso conjunto de dados espurios ¢ uma tarefa bastante ardua que pode

conduzir o pesquisador a erros. Entdo, admite-se que o cristal de l-glutamina sofre uma
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transicdo de fase estrutural em aproximadamente 3,0 GPa baseados nos dados de

espectroscopia Raman.

Adicionalmente realizou-se um estudo dos espectros Raman do material baixando-se a

pressdo do valor maximo conseguido nos experimentos até novamente a pressao atmosférica.

Um espectro do cristal de l-glutamina antes de submeté-lo as altas pressdes e um segundo

espectro do mesmo material apés o mesmo ter sido descomprimido e retornado a pressao

atmosférica sdo mostrados na Figura 4.8.

Intensidade Raman

0.0GPa
Compressao

0.2GPa
Descompressao

Namero de onda (cm'l)

Figura 4.8 Comparacdo entre compressdo e a descompressdo dos espectros Raman do cristal de I-glutamina.
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Observando a Figura 4.8 pode-se perceber que se recupera praticamente o espectro
original do material ap6s a descompressdao. Com isso € possivel dizer que a transi¢ao de fase
que ocorre no cristal de I-glutamina submetido a variacdo de pressdo € reversivel, embora ndo

tenha sido possivel determinar precisamente a existéncia de alguma histerese.

4.6 Conclusoes

Medidas de espalhamento Raman em func¢do da pressao hidrostatica foram realizadas
no cristal de l-glutamina. O estudo foi realizado comprimindo a amostra desde a pressao
atmosférica até 5,8 GPa no intervalo espectral entre 40 em™ e 3060 cm™, e em seguida,
descomprimindo-a até a pressdo atmosférica. Os espectros obtidos evidenciam uma transi¢ao

de fase reversivel sofrida pelo cristal de I-glutamina dentro do intervalo de pressao estudado.
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5 PROPRIEDADES VIBRACIONAIS DO CRISTAL DE L-GLUTAMINA
EM FUNCAO DA TEMPERATURA

Neste capitulo sdo apresentadas medidas de espalhamento Raman em funcdo da
temperatura realizadas em cristais de l-glutamina. Uma vez que as medidas foram feitas em
uma amostra cristalina foi possivel obter-se espectros em duas polarizagdes distintas,

conforme discussao a seguir.

5.1 Discussao inicial

Na literatura ja foram reportadas diversas medidas de espalhamento Raman e/ou
difracdo de raios-x em cristais de aminoacidos em fun¢ao da temperatura com o objetivo de se
inferir propriedades vibracionais e estruturais. Como alguns exemplos ilustrativos se
mencionam a l-alanina, a 1-valina e a l-leucina.

A l-alanina, o aminoécido quiral mais simples, que se cristaliza em uma estrutura
ortorrdmbica D, ndo apresenta nenhuma modificacio estrutural, seja a baixas ou a altas
temperaturas. Porém, quando esta ¢ completamente deuterada (C;0,ND7), passa a apresentar
uma transi¢do de fase a baixas temperaturas. [16] Este resultado foi interpretado como sendo
conseqiiéncia do fato de que, na amostra deuterada, as ligacdes de hidrogénio, que permitem o
empacotamento das moléculas de l-alanina na célula unitaria, estdo ligeiramente mais longas.
Deste modo, a estrutura deuterada torna-se um pouco mais instdvel do que a estrutura
hidrogenada (C3;0,NH5) o que possibilita a transi¢do de fase a baixas temperaturas.

No caso da l-valina observou-se através da espectroscopia Raman que o cristal sofre
uma transi¢ao de fase em torno de 110K. [17] Esta mudanca foi entendida quando se verificou
que modos de baixa frequéncia, que estdo associados aos modos externos, desaparecem para
temperaturas inferiores a temperatura de transicdo de fase.

Finalmente, para encerrar esta rapida discussdo relacionada ao comportamento de
cristais de aminodcidos com a temperatura, cita-se o exemplo da I-leucina. Este material
cristaliza-se numa estrutura monoclinica C22 a temperatura ambiente. Resfriando-se o cristal

até cerca de 20K ndo se observa nenhuma mudanga nos espectros Raman que possa ser
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interpretada como advinda de alguma mudanga estrutural. [20] No entanto, quando se aquece
o material apreende-se que pouco acima da temperatura ambiente o cristal de l-leucina sofre
uma transicdo de fase que de acordo com a espectroscopia Raman foi interpretada como
sendo devida a uma mudanca de simetria dos grupos pontuais C;—Cs.

Muitos outros exemplos poderiam ser apresentados nesta dissertagcdo, no entanto estes
trés casos descritos nos paragrafos anteriores deste capitulo ilustram de maneira clara o fato
de que ¢ possivel que alguns materiais sejam estaveis num grande intervalo de temperatura,
como no caso da l-alanina, apresentem transi¢des de fase a baixas temperaturas, como ocorre
com a l-valina, ou apresentem mudancas estruturais a altas temperaturas, como foi verificado

com a l-leucina.

5.2 Espectros Raman de l-glutamina em funcio da temperatura

Nesta secdao se apresentam os resultados de espectroscopia Raman em cristais de -
glutamina obtidos para temperaturas entre 20°C e 140°C. Os dados referem-se a duas
polarizagdes diferentes, que serdo designadas de (/ )e ( L ).

No primeiro caso, ( /), significa que a luz do laser entrou no cristal, na geometria de
retroespalhamento, polarizada ao longo da maior dimensdo do cristal e foi analisada na
mesma dire¢do. No segundo caso, ( L ), a luz do laser entrou no cristal perpendicularmente a
maior dimensdo do cristal e foi analisada na mesma dire¢cdo. A Figura 5.1 mostra uma

representacdo esquematica deste processo:

Iz da laser
fuz do laser i
i pelarizacdo paraiela - polarizacao perpendicilar
ersiad cristeed

Figura 5.1 Representacdo ilustrada da polarizacdo paralela e perpendicular na andlise do cristal de I-
glutamina.
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Embora nao tenha sido possivel determinar exatamente as diregdes cristalograficas do
material, este estudo mostra o quao distintas sdo as duas polarizagdes, além de fornecer uma
boa visdo do comportamento vibracional do cristal de I-glutamina a altas temperaturas.

A seguir uma explanagdo sobre os espectros Raman da l-glutamina em funcdo da

temperatura para a polarizacao (/).

5.2.1 Regiao espectral entre 30 cm™” €260 cm™ na polarizacao (/)

A Figura 5.2 apresenta a evolugdo dos espectros Raman da I-glutamina na polarizacao
(/) para diversos valores de temperatura na regido espectral entre 30 cm™ e 260 cm™. A
temperatura ambiente sdo observados dois picos intensos, denotados pelos numeros 3 ¢ 5, e
outros de menor intensidades, que permanecem visiveis em toda a faixa de temperatura,
conforme grafico da freqliéncia (w) versus temperatura (T), que ¢ apresentado na Figura 5.2.
Como todos os modos externos estdo presentes em todos os espectros, isto significa que a
simetria do cristal permanece constante até a temperatura de 140°C. Ou seja, por esta
geometria de espalhamento ndo ¢ possivel perceber nenhuma evidéncia de que o cristal sofra

uma transicao de fase a altas temperaturas.

Ainda na Figura 5.3 se apresentam os ajustes lineares do tipo ® = o + oT de todos os
valores de freqiiéncia desta regido. Nesta expressdo, o ¢ a frequéncia do modo observado a
temperatura ambiente, wy ¢ o ponto do eixo vertical que ¢ cortado pelo ajuste linear, a é o
coeficiente de ajuste linear e T a temperatura analisada. Na Tabela 5.1 sdo divulgados os

coeficientes dos ajustes lineares dos modos Raman desta regido.
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Figura 5.2 Espectros Raman da l-glutamina na polarizacido (/) para diversos valores de temperatura na
regido espectral entre 30 cm™ e 260 cm™.
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Tabela 5.1 Coeficientes dos ajustes lineares (0 = wy+ aT) para os modos Raman do cristal de I-glutamina em

funcio da temperatura na regiio espectral entre 30 cm™ e 260 cm™.

Modo

1

2

49

60

68

101

108

133

211

a)(cm'I )

wy(cm™)

49,17
60,02
68,22
101,52
108,23
133,02

211,52

-0,00
-0,01
-0,00
-0,05
-0,01
-0,03

-0,04

do/dT (em™/ K)

Identificagdo
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede

d (skel)
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5.2.2 Regido espectral entre 300 cm™ e 650 cm™ na polarizacio (/)

A Figura 5.4 apresenta a evolugdo dos espectros Raman de um cristal de l-glutamina
na regido espectral entre 300 cm” e 700 cm™ para diversos valores de temperatura na
geometria (/). Com excegdo de uma banda em aproximadamente 600 cm™ que esta presente
no espectro de 20°C, mas que ndo ¢ visivel nos espectros tomados as mais altas temperaturas,
todas as outras permanecem visiveis em todo o intervalo de temperatura.

Na Figura 5.5 se apresenta um grafico das freqii€ncias dos modos e os ajustes lineares
dos dados experimentais nesta regido espectral em funcao da temperatura. Na Tabela 5.2 sdo

divulgados os coeficientes dos ajustes lineares dos modos Raman desta regido.

c

<

g

&

(]

o

S 95

w2

5 110

= 125
140

| ! | ! | ! | !
300 400 500 600 700

Numero de onda (cm_ )

Figura 5.4 Espectros Raman de um cristal de I-glutamina na regiio espectral entre 300 cm™ e 650 cm™ para
diversos valores de temperatura na geometria (/ ).
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Tabela 5.2 Coeficientes dos ajustes lineares (0 = wy+ aT) para os modos Raman do cristal de I-glutamina em
funcio da temperatura na regiio espectral entre 300 cm™ e 650 cm™.

8

9

10

11

12

13

Modo

a)(cm'l)

345

453

478

543

600

625

wg(cm™)
344,12
452,17
477,32
542,62
599,32

624,08

do/dT (cm™/ K)
-0,01
-0,00
-0,00
-0,00
-0,01

-0,00

Identificagdo
d (skel)
d (skel)
T (NH;")

T (NH,)

8(CONH,)
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5.2.3 Regido espectral entre 800 cm™ e 1200 cm™ na polarizacio (/)

A Figura 5.6 apresenta a evolugdo dos espectros Raman de um cristal de l-glutamina
no intervalo de frequéncia entre 800 cm™ e 1200 cm™ para temperaturas entre 20°C ¢ 140°C
tomados na polarizagdo (~ ). Novamente observa-se que todas as bandas que sdo observadas
em T = 20°C também sd3o visiveis em T = 140°C, embora seja possivel notar que elas
diminuam de intensidade ¢ aumentem suas larguras de linha. Observa-se que as duas bandas
no intervalo entre 1080 cm” e 1100 cm” que originalmente sio bem separadas ficam
bastantes juntas no espectro de mais alta temperatura. Fora este pequeno efeito, nenhuma
outra grande mudanga ¢ observada.

A Figura 5.7 resume o comportamento das freqliéncias dos modos nesta regido
mostrando o grafico de frequéncia por temperatura, bem como os ajustes lineares aos pontos
experimentais. Na Tabela 5.3 sdo divulgados os coeficientes dos ajustes lineares dos modos

Raman desta regido.

Intensidade Raman

140

I ! I ! I ! I ! I
800 900 1000 1100 1200

Numero de onda(cm )

Figura 5.6 Espectros Raman de um cristal de I-glutamina no intervalo de frequéncia entre 800 cm™ e 1200
cm”! para diversos valores de temperaturas na polarizagio (/ ).
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Tabela 5.3 Coeficientes dos ajustes lineares (0w = wy+ aT) para os modos Raman do cristal de I-glutamina em
funcio da temperatura na regiio espectral entre 800 cm™ e 1200 cm™.

Modo

14

15

16

17

18

19

20

w(cm'l)

848

895

924

1000

1052

1086

1097

wg(cm™)

848,29
894.,4
923,04
999,92
1052,92
1085,37

1096,26

dw/dT (cm™/ K)
-0,01
-0,00
-0,01
-0,01
-0,01
-0,01

-0,00

Identificagiio
v(C-C)
5(CH,)
v(C-C)
v(C-C)

v(C-C)

v(CN)
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22

1134

1164

1133,90

1163,51

-0,02

-0,01

S(NH;")

S(NH;")

5.2.4 Regiao espectral entre 1200 cm™ e 1700 cm™ na polarizacio (/)
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A Figura 5.8 apresenta a evolug@o dos espectros Raman de l-glutamina no intervalo de

frequéncia entre 1200 cm™ ¢ 1700 cm™' para diversos valores de temperatura.
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Figura 5.8 Espectros Raman de um cristal de I-glutamina no intervalo de frequéncia entre 1200 cm™ e 1700

Numero de onda( cm )

cm”! para diversos valores de temperaturas na polarizagio (/ ).
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Observe que, assim como ocorre nas outras regides espectrais, a medida que a temperatura
aumenta os picos vao ficando menos intensos e as larguras de linha vao aumentando de tal
modo que, em altas temperaturas, aparentemente as bandas ficam mais proéximas. Observa-se
ainda que alguns picos variam de intensidade numa razdo diferente das dos outros picos. Por
exemplo, as duas bandas que originalmente encontram-se entre 1600 cm™ e 1640 cm™ para a
temperatura de 20°C com intensidades relativas na razao de 2:1, claramente possuem quase as

mesmas intensidades quando a temperatura ¢ igual a 140°C.

Um gréfico com as freqiiéncias destas bandas em todas as temperaturas e os ajustes
lineares do tipo ® = ®y + oT aos pontos experimentais ¢ apresentado na Figura 5.9 e os

coeficientes dos ajustes lineares dos modos Raman desta regido sdo mostrados na Tabela 5.4.
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Figura 5.9a Grdfico do niimero de onda versus temperatura na regiio espectral entre 1200 cm™ e 1500 cm™.
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Figura 5.9b Grdfico do niimero de onda versus temperatura na regiio espectral entre 1500 cm™ e 1700 cm™.

Tabela 5.4 Coeficientes dos ajustes lineares (v = wy+ aT) para os modos Raman do cristal de I-glutamina em
funcio da temperatura na regiio espectral entre 1200 cm™ e 1700 cm™.

Modo a)(cm'l) Wy (cm'l) dw/dT (cm'l/ K) Identificagdo
23 1260 1259,11 -0,00 d(CH,),twist
24 1285 1284,95 -0,01 d(CH,)wag
25 1308 1307,74 -0,00 d(CHy)wag
26 1333 1331,03 -0,00 O(CH)

27 1358 1357,43 -0,00 3(CH)
28 1409 1408,71 -0,00 v(CN)
29 1428 1428,09 -0,01 vs(COy)
30 1447 1446,85 -0,00 O(CHy)
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31 1465 1464,74 0,00
32 1500 1498,99 -0,00 O0s(NH3+)
33 1552 1552,29 3,33
34 1604 1604,61 0,00 8.(NH;")
35 1623 1622,57 -0,01 va(COy)
36 1653 1652,27 -0,09

5.2.5 Regiao espectral entre 2800 cm™ e 3100 cm™ na polarizacio (/)

Espectros Raman no intervalo de frequéncia entre 2800 cm™ e 3600 cm™ para um
cristal de l-glutamina para temperaturas entre 20°C e 140°C sao apresentados na Figura 5.10.
Esta regido espectral ¢ bastante sensivel a mudangas conformacionais das moléculas dos
aminoacidos em suas células unitdrias, conforme mostrado para a l-metionina através de
analises de célculos de primeiros principios. [18] Isto significa que quando ocorrem mudancas
conformacionais com a variacdo de temperatura, ou algum outro parametro termodinamico
como a pressdo, a intensidade relativa das bandas Raman nesta regido espectral pode mudar
apreciavelmente.

Analisando os espectros da Figura 5.10 percebe-se que as intensidades das
bandas praticamente ndo variam. Isto significa que além de ndo haver indicios que apontem
para a ocorréncia de uma transicdo de fase, como discutido anteriormente, também nao ha
indicios de mudangas conformacionais significativas das moléculas de I-glutamina no

intervalo de temperatura investigado.
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Figura 5.10 Espectros Raman de um cristal de l-glutamina no intervalo de frequéncia entre 2800 cm™ e 3100
cm™ para diversos valores de temperaturas na polarizacio (/).

E interessante destacar ainda que na outra polarizagio, cujos espectros desta regido
serdo apresentados mais adiante, também ndo se percebe grandes variacdes na intensidade
relativa das diversas bandas. Finalmente na Figura 5.11 se apresenta um grafico do
comportamento das freqii€éncias dos modos nesta regido, bem como os ajustes lineares aos
pontos experimentais. . Na Tabela 5.5 s@o divulgados os coeficientes dos ajustes lineares dos

modos Raman desta regido.
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Figura 5.11 Grdfico do niimero de onda versus temperatura na regiio espectral entre 2800 cm™ e 3100 cm™.

Tabela 5.5 Coeficientes dos ajustes lineares (v = wy+ aT) para os modos Raman do cristal de I-glutamina em
funcio da temperatura na regiio espectral entre 2800 cm™ e 3100 cm™.

Modo o(cm™) o (cm™) do/dT (cm™/ K) Identificacio
37 2819 2818,89 -0,00
38 2884 2883,11 -0,01
39 2932 2931,81 -0,00 Vvs(CH,)
40 2950 2949,90 -0,01 v(CH)
41 2960 2959,88 -0,02 v(CH,)
42 2990 2989,04 -0,00 Vo(CHy)
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5.2.6 Regiio espectral entre 20 cm™ e 270 cm™ na polarizacio ( 1)

A Figura 5.12 apresenta a evolugdo dos espectros Raman da I-glutamina na
polariza¢do (L) para diversos valores de temperatura. Nesta regido, de baixa frequéncia,
foram identificadas doze bandas que estdo representados por nimeros inteiros nos espectros
Raman.

Destas, todas permanecem visiveis em toda a faixa de temperatura 20°C — 140°C,
conforme grafico da frequéncia (®) versus temperatura (T), que € apresentado na Figura 5.13.
Assim como na outra geometria de espalhamento, (/7 ), nesta também nao ¢ possivel perceber
nenhuma evidéncia de que o cristal de l-glutamina sofra uma transicdo de fase a altas

temperaturas.

Ainda na Figura 5.12 se apresentam os ajustes lineares do tipo ® = ®¢+ oT de todos os
valores de freqiiéncia desta regido. Na Tabela 5.6 sdo mostrados os coeficientes dos ajustes

lineares dos modos Raman desta regido, bem como suas respectivas identificagoes.

12 ~  ° 10 — . ¥ 20°C

Intensidade Raman
E
(6]

110
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Figura 5.12 Espectros Raman de um cristal de I-glutamina no intervalo de frequéncia entre 20 cm™ e 270 cm
! para diversos valores de temperaturas na polarizacio ( L ).
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Tabela 5.6 Coeficientes dos ajustes lineares (0w = wy+ aT) para os modos Raman do cristal de I-glutamina em

funcio da temperatura na regiio espectral entre 20 cm™ e 270 cm’™.

Modo

w(cm'l)

49

60

75

84

99

108

125

131

160

48,65
59,86
75,71
84,20
98,68
108,23
124,72
131,32

159,64

wy(cm™)

-0,00
-0,00
-0,00
3,37
-0,00
-0,00
-0,02
-0,00

-0,00

do/dT (cm™/ K)

Identificacio
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede
Modo da rede

1 (skel)




10

11

12

183

231

240

182,87
231,12

239,90

-0,00
-0,00

-0,00

1(COy)

5.2.7 Regiio espectral entre 270 cm™ e 700 cm™ na polarizagio ( )

A Figura 5.14 apresenta a evolucdo dos espectros Raman de um cristal de l-glutamina
na regido espectral entre 270 cm” e 700 cm™. Novamente, como na regido anterior para esta

mesma polarizacdo, todas as bandas permanecem visiveis em todo o intervalo de temperatura
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analisado. Um grafico das freqiiéncias dos modos e os ajustes lineares aos dados

experimentais em fungdo da temperatura se apresenta na Figura 5.15.

Figura 5.14 Espectros Raman de um cristal de I-glutamina no intervalo de frequéncia entre 270 cm™ e 700
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Figura 5.15 Grdfico do niimero de onda versus temperatura na regiio espectral entre 270 cm™ e 700 cm™.
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Tabela 5.7 Coeficientes dos ajustes lineares (v = wy+ aT) para os modos Raman do cristal de I-glutamina em
funcio da temperatura na regiio espectral entre 270 cm™ e 700 cm™.

Modo

13

14

15

16

17

18

19

20

21

a)(cm'l)

292

345

362

431

453

482

541

563

625

wg(cm™)
292,19
345,12
363,21
427,83
452,97
480,19
542,75
561,03

626,69

do/dT (cm™/ K)
-0,01
-0,01
-0,02
0,06
0,00
-0,00
-0,00
-0,00

-0,01

Identificagdo
d(Skel)

5(Skel)

5(Skel)
5(Skel)
v(C-C)
T (NH)
5(CONHS,)

3(CONH,)
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22 651 652,75 -0,01 v (CCN)

5.2.8 Regiao espectral entre 750 cm™ e 1250 cm™ na polarizacao ( L)

A Figura 5.16 apresenta a evolug@o dos espectros Raman de um cristal de l-glutamina
no intervalo de frequéncia entre 750 cm” e 1250 cm™ na polarizagdo ( L ). Novamente se
observa que todas as bandas em T = 20°C também sdo visiveis em T = 142°C, embora seja
possivel notar que elas diminuem de intensidade com o aumento da temperatura. Nesta regido
nenhuma grande mudanca ¢ observada.

A Figura 5.17 resume o comportamento das freqiiéncias dos modos nesta regido, onde
ndo sdo observadas descontinuidades. Na Tabela 5.8 sdo apresentados os coeficientes dos

ajustes lineares das freqiiéncias dos modos Raman nesta regio.

Intensidade Raman

110

125

140

1 . 1 . 1 . 1 . 1
800 900 1000 1100 1200

Numero de onda ( cm’”! )

Figura 5.16 Espectros Raman de um cristal de l-glutamina no intervalo de frequéncia entre 750 cm™ e 1250
cm™ na polarizacio (L ).
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Figura 5.17 Grdfico do niimero de onda versus temperatura na regido espectral entre 750 cm™ e 1250 cm’™.
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Tabela 5.8 Coeficientes dos ajustes lineares (0 = wy+ aT) para os modos Raman do cristal de I-glutamina em

funcio da temperatura na regiio espectral entre 750 cm™ e 1250 cm’™.

Modo o(cm™) wo(cm™) do/dT (em™/ K) Identificagdo
23 776 776,27 -0,00 d(CH,),rock
24 848 848,53 -0,01 v(CC)

25 895 894,77 -0,00 d(CH,),rock
26 925 925,44 -0,01 v(CC)

27 1000 999,54 -0,01 v(CC)

28 1051 1051,50 -0,01 v(CC)

29 1085 1085,92 -0,01 v(CN)

30 1096 1096,39 -8,90 v(CC)

31 1134 1133,70 -0,01 S(NH3"),rock
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32 1163 1162,32 -0,01 S(NH3"),rock

33 1202 1201,98 -0,00 d(CH,),twist

5.2.9 Regiiio espectral entre 1200 cm™ e 1740 cm™ na polarizacio ( L)

A Figura 5.18 apresenta a evolugdo dos espectros Raman de 1-glutamina no intervalo
de frequéncia entre 1200 cm™ ¢ 1740 cm™ para diversos valores de temperatura. E possivel
observar que a medida que a temperatura aumenta os picos se tornam menos intensos € as
larguras de linha vao aumentando de tal modo que, em altas temperaturas, aparentemente as
bandas ficam mais proximas.

Um grafico com as freqiiéncias destas bandas, em funcdo da temperatura e os ajustes
lineares aos pontos experimentais ¢ apresentado na Figura 5.19 e na Tabela 5.9 sdo
apresentados os coeficientes dos ajustes lineares das freqiiéncias dos modos Raman nesta

regiao.

Intensidade Raman
3
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125
140

. 1 . 1 . 1 . 1 . 1
1300 1400 1500 1600 1700

Numero de onda ( cm’”! )

Figura 5.18 Espectros Raman de um cristal de l-glutamina no intervalo de frequéncia entre 1200 cm™ e 1740
cm™ na polarizacio (L ).
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Figura 5.19 Grdfico do niimero de onda versus temperatura na regiio espectral entre 1200 cm™ e 1740 cm™.

Tabela 5.9 Coeficientes dos ajustes lineares (v = wy+ aT) para os modos Raman do cristal de I-glutamina em
funcio da temperatura na regiio espectral entre 1200 cm™ e 1740 cm™.

Modo

34

35

36

37

38

39

40

a)(cm'l)

1261

1282

1308

1332

1358

1415

1450

wy(cm™)

1261,64
1281,90
1308,64
1330,76
1357,72
1414,70

1450,49

dw/dT (cm™/ K)
-0,01
-0,00
-0,00
-0,01
-0,01
-0,00

-0,01

Identificacdo
v (CH,),twist
d(CH,),wag
o(CH,),wag
3(CH)
d(CH)
v(CN)

d(CH,),sciss
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41 1486 1486,21 -0,01
42 1550 1553,87 -0,01
43 1604 1604,02 -0,00 8,(NH3")
44 1623 1623,97 -0,02 v, (COy)

5.2.10 Regiiio espectral entre 2800 cm™ e 3600 cm™ na polarizagio ( )

Espectros Raman para um cristal de 1-glutamina no intervalo de frequéncia entre 2800
cm” e 3600 cm™ para diversos valores de temperatura sio apresentados na Figura 5.20,
dividida em duas partes para facilitar a visualiza¢do das bandas desta regido.

Tal regido, considerada de alta frequéncia, ndo apresenta mudangas significativas na
intensidade das bandas Raman, portanto assim como na regido de mesmo intervalo espectral
para a polarizagdo (/ ), esta ndo apresenta indicios que apontem para uma ocorréncia de uma
transicdo de fase nem para mudangas conformacionais para as moléculas de I-glutamina no
intervalo de temperatura analisado.

Finalmente, um grafico com as freqiiéncias dos modos nesta regido e os ajustes
lineares aos pontos experimentais ¢ apresentado na Figura 5.21 e na Tabela 5.10 se
apresentam os coeficientes dos ajustes lineares das freqiiéncias dos modos Raman nesta

regido.
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/N .

Intensidade Raman

1 l 1 l 1
2800 2900 3000 3100

Numero de onda( em’™ )

Figura 5.20 a)Espectros Raman de um cristal de l-glutamina no intervalo de frequéncia entre 2800 cm™ e
3100 cm™ na polarizacio (L)

Intensidade Raman

3200 3600

2800

Numero de onda ( cm’”! )

Figura 5.20 b)Espectros Raman de um cristal de I-glutamina no intervalo de frequéncia entre 2800 cm™ e
3600 cm™ na polarizacio (L)
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Figura 5.21 a)Grifico do niimero de onda versus temperatura na regido espectral entre 2800 cm™ e 3100 cm™.
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Figura 5.21 b)Grifico do niimero de onda versus temperatura na regido espectral entre 3100 cm™ e 3400 cm™.
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Tabela 5.10 Coeficientes dos ajustes lineares (0w = wy+ aT) para os modos Raman do cristal de I-glutamina
em funcio da temperatura na regiio espectral entre 2800 cm™ e 3600 cm™.

Modo o(cm™) o (cm™) do/dT (em™/ K) Identificacio

45 2880 2880,78 -0,00

46 2931 2931,75 -0,00 vs (CHy)
47 2950 2949,57 0,00 v (CH)
48 2961 2960,67 0,00 vs (CHp)
49 2988 2989,51 -0,00 v, (CHyp)
50 3177 3178,15 0,01 vs (NHy)
51 3209 3211,49 -0,02 vy (NH3")
52 3258 3259,44 0,07

53 3313 3313,49 0,05 vo (NH3")
54 3400 3399,70 0,03 v, (NH»)

5.3 Conclusoes

Medidas de espalhamento Raman em funcdo da temperatura foram realizadas em
cristais de l-glutamina para temperaturas entre 20°C e 140°C para duas diferentes geometrias
de espalhamento (/) e ( L ). A evolugdo dos espectros Raman com o aumento da temperatura
ndo apresentou modificagdes significativas nas bandas observadas; apenas um alargamento
sutil na largura de linha de algumas bandas e uma diminuicdo da intensidade das mesmas.
Além disso, verificou-se a inexisténcia de indicios de que o cristal de l-glutamina sofra uma
transi¢do de fase ou mudancas conformacionais em suas moléculas na célula unitaria durante

0 aquecimento.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho apresentou um estudo sobre as propriedades vibracionais da -
glutamina em fun¢do da pressdo hidrostatica e da temperatura. A tentativa de identifica¢do
dos modos normais de vibragdo foi realizada através da comparacdo com trabalhos existentes

na literatura.

As medidas de espalhamento Raman em fung¢ao da pressao hidrostatica no cristal de 1-
glutamina foram realizadas no intervalo espectral entre 40 cm™ ¢ 3060 cm™ e comprimindo a
amostra desde a pressdo atmosférica até 5,8 GPa, e em seguida descomprimindo-a até a
pressdo atmosférica, tendo o nujol como meio compressor hidrostatico. Os resultados
sugerem que o cristal de l-glutamina sofra uma transi¢ao de fase estrutural reversivel em torno

de aproximadamente 3,0 GPa.

As medidas de espalhamento Raman em func¢do da temperatura realizadas na I-
glutamina foram realizadas no intervalo entre 20°C e 140°C e na regido espectral entre 30
cm’ e 3600 cm’ para duas diferentes geometrias de espalhamento (/) e ( L ). A evolugdo dos
espectros Raman com o aumento da temperatura ndo apresentou indicios de que o cristal de 1-
glutamina sofra uma tansi¢do de fase ou mudancas conformacionais em suas moléculas na
célula unitéria.

Como perspectivas de trabalhos futuros sugere-se: estudos de calculos do tipo ab initio
para calcular as frequéncias dos modos normais de vibragdo da l-glutamina e confirmar a
identificagdo dos modos sugeridos no presente trabalho; realizar medidas de espalhamento
Raman a baixas temperaturas com o objetivo de se aferir o comportamento da l-glutamina e
comparé-lo com o comportamento de outros aminodcidos; realizar medidas de calorimetria,
tanto a altas como a baixas temperaturas, com o objetivo de obter uma melhor caracterizagao

do cristal de I-glutamina.



APENDICE

Radical, formula molecular e estrutura tridimensional dos vinte aminoacidos protéicos.

Aminodcido Radical Forma Molecular Estrutura tridimensional

Alanina CH; C;H/NO;,
(ALA)

Arginina NH2C(NH)2(CH2)s CeH14N4O2His
(ARG)

Asparagina NH,CO(CH,) C4H3sN,0;
(ASP)

Acido COOH(CH.) C,H;NO,
Aspartico
(ASP)

Cisteina SH(CH,) C;H-NO>S
(CYS)
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Glutamina
(GLN)

Acido
Glutamico
(GLU)

Glicina
(GLY)

Histidina
(HIS)

Isoleucina
(ILEU)

Leucina

(LEU)

Lisina
(LYS)

NH2CO(CH>),

COOH(CH,),

(C3NH4)CH,

(CH3),CH,CH

(CH3);CH(CHy)

NH,(CH>)4

CsH10N203

CsHyNOy

C,HsNO;,

CsHyN30,

CsH13NO;,

C¢H13NO,

CeH14N20,
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Metionina
(MET

Fenilalanina
(PHE)

Prolina
(PRO)

Serina
(SER)

Treonina
(THR)

Triptéfano
(TRY)

CH;3S(CH»),

(C¢Hs5)CH,

3CH;

OH(CHy)

CH;(OH)CH

(C¢Hs)HNC,HCH,

CsH;1NO,2S

CoH 1NO;

C5H9N02

C;H7NO;

CsHyNO3

Ci11Hi2N20,
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Tirosina
(TYR)

Valina
(VAL)

(OHCsH,)CH,

(CH3),CH

CoH11INO3

C5H11N02
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