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RESUMO

Neste trabalho, foi realizado um estudo sobre as transicées de fase para 0 aminoacido
L-Leucina em funcdo da temperatura. Para tal, utilizou-se da técnica de
Espectroscopia Raman a qual permite uma analise qualitativa meticulosa a respeito
dos modos vibracionais de um composto. As técnicas, Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC) que fornece informacdes a respeito das propriedades fisicas e
guimicas de um composto em funcédo de uma temperatura programada e do tempo e
Difratometria de Raios-X (DRX) que identifica e caracteriza estruturas de compostos
cristalinos foram empregadas para estudo complementar da transicdo de fase
observada no Raman. Apo0s a caracterizacdo do aminoacido L-Leucina a temperatura
ambiente por espectroscopia Raman foram realizadas medidas em funcédo de
temperatura no intervalo de -60°C a 180°C e o processo reverso. Comparando-se 0s
resultados obtidos pelos espectros Raman em funcdo da temperatura com o0s
termogramas e difratogramas do L-Leucina, identificou-se ocorrer mudancas nos
espectros Raman dos grupos funcionais de CH, CHs, CO2 e NHs* aproximadamente
nos mesmos intervalos de temperatura em que foram detectadas transi¢cdes de fase,
pelos termogramas e difratogramas, 0 que sugere que essas mudangas espectrais
estdo associadas as transicdes de fase nestes grupos funcionais detectadas pela
espectroscopia Raman. Assim, a técnica de espectroscopia Raman além de permitir
a caracterizacdo e identificacdo dos modos vibracionais do L-Leucina mostrou-se

eficiente na identificacdo de transi¢édo de fase pela analise dos espectros.

Palavras-chave: Espectroscopia Raman, L-leucina, Vibracional, Temperatura



ABSTRAC

In this study, an investigation was conducted on the phase transition for the L-Leucine
amino acids, as a function of temperature. The chosen method for this evaluation was
the Raman Spectroscopy, which enable an accurate qualitative analysis for the
vibrational modes of a composite. Additionally, the Differential Scanning Calorimetry
(DSC) and X-Ray Diffraction (XRD) techniques were used, since it can provide,
respectively, information regarding the physical and chemical properties of a
composite for a given temperature and time, and characterization and identification of
the crystalline structure composites. After the L-Leucine amino acid characterization at
room temperature using Raman Spectroscopy, measures were taken at temperature
intervals ranging from -60° C to 180° C, for both increase and decrease of temperature.
Analyzing the data obtained from the Raman spectrum with temperature variation
along with the thermographs and XRD patterns of the L-Leucine, modifications were
observed on the Raman spectra of the CH, CHs, CO2" and NHs* functional groups, with
temperature intervals approximately the same as the ones observed in the phase shift,
found in the thermographs and XRD patterns. This indicates that spectra modifications
are related to the phase transitions in these functional groups. Therefore, the Raman
Spectroscopy method in addition to enable the characterization and identification of
the vibrational modes of the L-Leucine, was found effective for the identification of the

phase transition by means of spectra analysis.

Palavras-chave: Raman Spectroscopy, L-leucine, Vibrational, Temperature



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 2.1: ESTRUTURA GERAL DA CADEIA PRINCIPAL DE UM AMINOACIDO DE RADICAL QUALQUER.
ADAPTADO DE [2]. oeeeteiieteeiteeieestee et sttt see e sttt et et s e r e s e e sar e s e e sbeesbeeshe e s bt e bt e nn e eareeneenreenreerean 18
FIGURA 2.2: 0S 20 AMINOACIDOS ENCONTRADOS NAS PROTEINAS, SEPARADOS POR SEUS GRUPOS R. AS
FORMULAS ESTRUTURAIS APRESENTAM O ESTADO DE IONIZAGAO PREDOMINANTE EM PH 7,0. AS
PARTES NAO CIRCUNDADAS (CADEIA PRINCIPAL) SAO COMUNS A TODOS OS AMINOACIDOS E AS
PORCOES CIRCULADAS CONSTITUEM OS GRUPOS R (CADEIA LATERAL). ADAPTADO DE [16].....cccccuevuneenee 20
FIGURA 2.3: CLASSIFICAGAO DOS CARBONOS DE ACORDO COM A TUPAC [17]...cviereeeerereiiieeesenieseseesesesssseseenens 21
FIGURA 2.4: ESQUEMA APRESENTANDO AS FORMAS DE CATION (PH ACIDO), ZWITTERION (PH NEUTRO) E

ANIONS (PH BASICO) DOS AMINOACIDOS. ADAPTADO DE [14]. .eouvieeieeiiieieiriieisssssesssssssesssesssssssessssnns 22
FIGURA 2.5: REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DE L E D ISOMEROS DOS AMINOACIDOS [13]. ..vvvvvrrerirrrieninnnnns 23
FIGURA 2.6: REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA FORMAGAO DE UMA LIGAGAO PEPTIDICA [1]. cvcvvveverrreernnes 25

FIGURA 2.7: REPRESENTAGAO DA ESTRUTURA EM HELICE A: (A) ESTRUTURA EM TORNO DO EIXO IMAGINARIO
LONGITUDINAL MOSTRANDO AS LIGACOES DE HIDROGENIO ENTRE AS CADEIAS POLIPEPTIDICAS. A
VOLTA COM DISTANCIA DE 5,4 A E UMA UNIDADE QUE SE REPETE. (B) VISAO TRANSVERSAL DA HELICE
L2 ettt ettt bbbt bbb et bbb sea et et b et b st et b et et st s s et s st taras 27

FIGURA 2.8: REPRESENTACAO DA ESTRUTURA EM FOLHA B PREGUEADA: (A) COM VISTA LATERAL
ENFATIZANDO O ARRANJO EM FORMA DE PREGAS COM AS CADEIAS LATERAIS DISPOSTAS PARA FORA
DO PLANO DA FOLHA PREGUEADA. (B) MOSTRANDO A VISTA SUPERIOR COM A INTERAGAO DAS
LIGAGCOES DE HIDROGENIO COM AS CADEIAS POLIPEPTIDICAS. AS SETAS INDICAM A EXTREMIDADE
AMINOTERMINAL PARA CARBOXITERMINAL [2]. cecurvrverirereeeeeceetetereseseesssssaesesesesssessssesesesesesesesssssssesesessnas 28

FIGURA 2.9: APRESENTA OS NIVEIS ESTRUTURAIS EM PROTEINAS [2]. c.ucvvieireiiecreieeeieeeeae et 29

FIGURA 2.10: FIGURA ESQUEMATICA: (A) BASE DE TRES ATOMOS; (B) CRISTAL. A BASE DE TRES ATOMOS E
POSICIONADA EM CADA PONTO DA REDE PARA FORMAR O CRISTAL [26].....cvvueeerererereeieceeeeeerereresesennens 30

FIGURA 2.11: REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DAS 14 REDES DE BRAVAIS. ADAPTADO DE [27]. ..cooveverrrnnnne. 32

FIGURA 2.12: CELULA UNITARIA COM EIXOS COORDENADOS X, Y E Z, COM COMPRIMENTOS AXIAIS (A, BE C) E
OS ANGULOS ENTRE EIXOS (A, B E T) [28].c.cucvieieeiieeieisieieieieseisie st sssse bbb sse st ssssse s 32

FIGURA 2.13: ILUSTRAGAO DA INDEXAGAO DE UM PLANO CRISTALOGRAFICO INDICADO PELOS iNDICES DE
MILLER PARA O PLANO (110) [20]. wevuruviueuereieeteiecteseseeaesesessesessssesessesessssesesassesessssesssssesssesessssesesassessnsssasans 33

FIGURA 2.14: MOLECULA DO AMINOACIDO L-LEUCINA COM A DISPOSICAO DOS NUMEROS DE ATOMOS [29].34

FIGURA 2.15: REPRESENTAGAO DA CELULA UNITARIA DO AMINOACIDO L-LEUCINA CONSTITUIDA POR QUATRO
MOLECULAS NO PLANO AC......ouiuieieiecteteteteteeeestete v et et essss st ve st ses s aste s bbb s s s ssssbebesesessssnsssstetesesasesnsnans 35



FIGURA 2.16: REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DAS LIGAGOES DE HIDROGENIO PARA AS DUAS
CONFIGURAGOES DA MOLECULA DE L-LEUCINA, GAUCHE 1 E TRANS, COM VALORES DAS DISTANCIAS DAS

(17X o013 10 ) OO 35
FIGURA 2.17: DESCRICAO DA REPRESENTACAO DOS MOVIMENTOS DOS N ATOMOS (N=4) EM TERMOS DAS

VARIACOES DAS COORDENADAS AX, AY E AZ. FONTE: OBTIDA DE [45]. c..vvuiueviceeeeeceereceteseeee e sesenenae 40
FIGURA 2.18: MODOS DE VIBRACOES MOLECULARES DE ESTIRAMENTO E DEFORMAGAO [45]. .....cvvuevrrranan. 43

FIGURA 2.19: MECANISMOS DE ESPALHAMENTO: (A) RAMAN STOKES; (B) RAYLEIGH; (C) RAMAN ANTI-STOKE.
TIPOS DE ESPALHAMENTO [41]. .ottt e st 45
FIGURA 2.20: CURVA CARACTERISTICA DE DSC MOSTRANDO PICOS DE TRANSICOES DE PRIMEIRA E SEGUNDA

ORDEM [53]. cteeiteit ettt sttt et ettt s b e b e e e s b e s an e s hee s b e e bt e et e ae e ene e e b e e b e e R e e reeaneeanesaeenre 47
FIGURA 2.21: ESQUEMA DE UM ANALISADOR TERMICO DE DSC POR FLUXO DE CALOR [54]. ..c.coovuerrrererreernnns 47
FIGURA 2.22: DIFRACAO DOS FEIXES DE RAIO-X PARA UM CRISTAL [20]. c.vevevrviiriereeiereieiseisesseseesessssesessssessesens 48
FIGURA 2.23: REPRESENTAGAO DE UM DIFRATOMETRO DE RAIOS-X [20]....ecvevriucreieeereieeeiesereesessiesesaesesesaeienans 49

FIGURA 3.1: (A) ESPECTROMETRO CONFOCAL SENTERRA. (B) FIGURA ESQUEMATICA DO SISTEMA CONFOCAL
DE CAPTAGAO DE RADIAGAD [57]. vveeiveteeeeeeteeeeeeteee et et sttt sae et ettt s ss s esese s stess s etesesesesesesens 51
FIGURA 3.2: (A) CONTROLADOR DE TEMPERATURA T95, FONTE E RESERVATORIO DE NITROGENIO LIQUIDO. (B)
CAMARA DE TEMPERATURA ACOPLADO AO MICROSCOPIO. ......c.cvieiverieciereeeieieeeiesesee et snens 51
FIGURA 4.1: ESPECTRO RAMAN GERAL DO AMINOACIDO L-LEUCINA (L-LEU) A TEMPERATURA AMBIENTE (21°C)
NA REGIAO DE 3200 A 80 CIM™L. ...ttt ee ettt en sttt et s s st s sesessnnssseteaesesesessnsnans 53
FIGURA 4.2: ESPECTRO RAMAN DO AMINOACIDO L-LEUCINA (L-LEU) A TEMPERATURA AMBIENTE (21°) NA
REGIAO DE 3200 A 2600 CM ™. ....vvuiiiiiieiicie sttt ae st bbbt s s s bbbt snas 54
FIGURA 4.3: ESPECTRO RAMAN DO AMINOACIDO L-LEUCINA (L-LEU) A TEMPERATURA AMBIENTE (21°) NA
REGIAO DE 1800 A 800 CIM ™. ...ttt ettt sttt bbbt as s st bbbt ebebesssssn s s s ebebesenas 55
FIGURA 4.4: ESPECTRO RAMAN DO AMINOACIDO L-LEUCINA (L-LEU) A TEMPERATURA AMBIENTE (21°) NA
REGIAO DE 800 A 80 CIM™. ..ottt bbbt bbbt b bbb s st s s 56
FIGURA 4.5: TERMOGRAMA DO AMINOACIDO L-LEUCINA COM VARIAGAO TERMICA DE -60 °C A 190 °C: (A)
AQUECIMENTO E (B) RESFRIAMENTO. .....ucuvieiteieieciescactessse st ses et s sessae s st sesaes st ssassesssesesanasas 58
FIGURA 4.6: TERMOGRAMA COM INTERVALO DE DECOMPQOSICAO TERMICA DO AMINOACIDO L-LEUCINA
COMPREENDIDO ENTRE 281 2C E 336 2C. ...vvuvuiviieeieisieieseie st sssae bbbt bbb snsns 59
FIGURA 4.7: (A) DIFRATOGRAMA DE RAIOS-X DO L-LEUCINA EM TEMPERATURA AMBIENTE (~21 °C); (B) LINHAS
DE DIFRACAO REFERENTES A FICHA PADRAO JCPDS: 00-030-1779. .uvrveviieeireiseeieeeeeeeseeseeevee st 61
FIGURA 4.8: ESPECTROS RAMAN DO AMINOACIDO L-LEUCINA SOB VARIAGAO DE TEMPERATURA DE -60 °C A
180 °C, NA REGIAQ ESPECTRAL DE 3100- 80 CM™. ....eviiiieiiicecteecte ettt sttt ssae s 62
FIGURA 4.9: ESPECTROS RAMAN DO AMINOACIDO L-LEUCINA SOB VARIAGAO DE TEMPERATURA DE 180 °C A -
60 °C, NA REGIAO ESPECTRAL DE 3100- 80 CM™. .....vveieiviceciicee ettt 62
FIGURA 4.10: ESPECTROS RAMAN DO AMINOACIDO L-LEUCINA EM FUNGCAO DA TEMPERATURA NA REGIAO
ESPECTRAL DE 3000 - 2950 CM™: (A) AQUECIMENTO E (B) RESFRIAMENTO. .....cvvuruireiceerecreseseresenaeienans 64

10



FIGURA 4.11: ESPECTROS RAMAN DO AMINOACIDO L-LEUCINA EM FUNGAO DA TEMPERATURA NA REGIAO
ESPECTRAL DE 1575 A 150 CM™ : (A, C, E, G, I, K) AQUECIMENTO DE -60 °C A 180 °CE (B, D, F, H, J, L)
RESFRIAMENTO DE 180 PC A =60 °. ..oiiiiiiiiiiiiiiciic st s 65

FIGURA 4.12: DIFRATOGRAMAS DO POLICRISTAL DE L-LEUCINA COM VARIAGAO DE TEMPERATURA DE 30 A 130
°C. EM DESTAQUE O DESLOCAMENTO DO EM 20 = 24° CORRESPONDENTE AO PLANO (0 0 4).......cceeuueee 67

FIGURA 4.13: POSICAO DOS CENTROS DAS BANDAS RAMAN E TERMOGRAMA DE DSC PARA O PROCESSO DE
AQUECIMENTO DO POLICRISTAL DE L-LEUCINA PARA AS BANDAS SELECIONADAS E SUAS ATRIBUICOES. 69

FIGURA 4.14: REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA CELULA UNITARIA DO L-LEUCINA NO PLANO BC, ORIENTADO
NA DIREGAO DO PARAMETRO DE REDE A. ....cuvuiuiueiniieiisieeiississsssetessssesessssesesssssssssssessssssessssssessssssessssesnas 70

FIGURA 4.15: REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA CELULA UNITARIA DO L-LEUCINA NO PLANO AC, ORIENTADO
NA DIREGAO DO PARAMETRO DE REDE C....covuvuirvieiieiisieesisesssssstesssssessssssesssssssssssessssssessssssessssssessssesnans 71

FIGURA 4.16: PARAMETROS DE REDE (A, B, C) DO L-LEUCINA EM FUNGAO DA TEMPERATURA: (A), (B) E (C).
RELAGAO ENTRE VOLUME DA CELULA UNITARIA E VARIAGAO DE TEMPERATURA: (D)...cvovevrrvreerreiereennns 74

11



LISTA DE TABELAS

TABELA 2.1: VINTE AMINOACIDOS COMUNS: ESSENCIAIS E NAO ESSENCIAIS [13]. covveereveereeerereereseeereneeseseeee 23
TABELA 2.2: OS 7 SISTEMAS CRISTALINOS APRESENTADOS COM SEUS EIXOS E ANGULOS AXIAIS [24]............... 31
TABELA 2.3: GRAUS DE LIBERDADE PARA MOLECULA MONOATOMICA, MOLECULA LINEAR E MOLECULA NAO-
LINEAR .o e e s s s s e s ee s e s s ees s eee s ses s es e e 42
TABELA 4.1: ATRIBUICAO DOS MODOS VIBRACIONAIS DO POLICRISTAL DE L-LEUCINA A TEMPERATURA
AMBIENTE (21°). oveteeeeeeeeeeeee s eeee e eese s es e ees e see s s ees s esee s seseeses s es s ees s seseesesseesessesenees 57

12



LISTA DE SIMBOLOS

v: modo vibracional de estiramento

vs: modo vibracional de estiramento simétrico

vas: modo vibracional de estiramento assimétrico

0: deformacgao angular

Os: deformacé&o angular simétrica

Oas: deformacédo angular assimétrica

r: deformacao angular do tipo balanc¢o (rocking) — deformacdo angular assimétrica no
plano

w: deformacdo angular do tipo abano (wagging) — deformacdo angular assimétrica
fora do plano

t: deformacéo angular do tipo torcéo (twisting) — deformacé&o angular simétrica fora do
plano

s: deformacao angular do tipo tesoura (scissoring) — deformacédo angular simétrica no
plano

13



SUMARIO

L INEFOTUGAD . ...t 15
1.1 ODJEUIVOS ..o 17

2 FUNDAMENTACAO TEORICA .....ooiieiieeceeceeee ettt 18
2.1 Consideracdes gerais sobre aminOACIdOS..........cccoveeeeiiiiiiiiiiiiie e, 18
2.2 Consideracdes gerais sobre peptideos e proteinas.........ccccceeveeeeeeveeeevnnnnnnn. 24
2.3 Consideracdes gerais sobre estrutura cristalina ............cccccceeeveieeevieeiiinnnnnnn. 30
2.4 AMINOACIAO L-LEUCINGA........cceeiiiiiiiiiiii e 34
2.5 Transicdo de Fase em AMINOACIHOS ..........ooviuuiiiiiiiieeee e 36
2.6 Espectroscopia Vibracional .............cccoooeeiiiiiiiiiiiiii e 39
2.6.1 Vibragdes MOIECUIAIES ............uceiiiiiiiiieeiee e 40
2.6.2  ESPECIroscopia RAMAN..........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 43

2.7 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) ........ccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineeee, 46
2.8 Difratometria de RaioS-X (DRX) ....ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 48

3 MATERIAL E METODOS .....ooitiiiicteeeecte ettt ettt ae e 50
3.1 ESPectrosScopia RAmMan ..........cooiiiiiiiiiii e 50
3.2 DS 52
3.3 DRX i 52

4 RESULTADOS E DISCUSSAO ......coiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee et 53

4.1 Caracterizacéo do policristal de L-Leucina em temperatura ambiente (~21°C)

POr ESPECIroSCOPIA RAMAN ......ccoiiiiieeeeeee e 53
4.2  Analise Termica DSC € DTA ..ot 58
4.3 DRX em temperatura ambiente (~21°C) .....cccoeeeeiiiiiiiiiiiiieee e 60
4.4  Espectroscopia Raman do L-Leucina em fungéo de temperatura................ 61
4.5 DRX em fungdo de temMPeratura..........ccceveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeee e 67
4.6 Andlise da transicao de fase do policristal de L-Leucina.........ccccccceevvveeeeee.. 68
5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS .....ccooiieeeeeeeeeeee e 75
6 BIBLIOGRAFIA ...ttt e e s e e e e e e e e e e ennees 77

14



1 INTRODUCAO

Os aminoéacidos sdo compostos organicos que quando combinados formam
proteinas, que estdo presentes em qualquer processo que ocorra em uma célula.
Proteinas sdo as macromoléculas biolégicas mais abundantes encontradas em um
organismo [1]. Todas as proteinas sdo polimeros de aminoacidos construidos a partir
de um mesmo conjunto de vinte aminoacidos comuns ligados por ligacbes
moleculares covalentes formando uma sequéncia de residuos. Em consequéncia de
cada um dos vinte aminoacidos possuirem uma cadeia lateral R distinta. Sua funcéo
na proteina é mudada, ja que as propriedades quimicas e as conformacdes dependem
da cadeia lateral R [2]. Diante de toda essa funcionalidade os aminoacidos e as
proteinas sé@o considerados os blocos de construgéo da vida [2].

Quando uma proteina é quebrada, por exemplo, durante sua ingestdo em um
organismo vivo, 0s aminoacidos resultantes sdo utilizados para sintetizar novas
proteinas que auxiliam em funcdes tais como, digestdo de alimentos, crescimento,
reparagdo dos tecidos biolégicos e fonte de energia para o organismo [3].

As proteinas sao formadas unicamente pelos L-aminoacidos. De acordo com
sua propriedade de isomeria Optica os aminoacidos podem ser classificados em L-
aminoécidos (levogiro) ou D-aminoacidos (dextrégiro) por polarizarem o plano de luz
incidente em sentido horario ou anti-horario, respectivamente. Os D-aminoacidos nao
ocorrem nos seres Vivos, sendo utilizados principalmente na producéo de antibiéticos
[4]. Transicdes de fase em funcdo da temperatura sdo possiveis e podem alterar a
isomeria Optica de um aminoacido, e consequentemente modificar sua funcao
biologica [5].

Outro aspecto sobre a forma e funcdo das proteinas se da com a disposicdo
espacial dos aminoacidos ligados que as formam. Tal disposi¢do esta correlacionada
com a configuracado espacial das ligacdes de hidrogénio, em caso de mudanca nessa
configuracdo mediante o agente externo, como variagcdo de pressdo é esperado
transicOes de fase estruturais que mudam significativamente propriedades fisicas das
moléculas ou rearranjos conformacionais alterando o papel biolégico da proteina [6].
Embora as reacdes dos aminoacidos e proteinas existentes nos organismos Vvivos
ocorram em solugdo, quando em forma cristalina as ligagbes de hidrogénio

desempenham um papel importante na estabilidade da estrutura cristalina [7]. Sendo
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assim o estudo da transicdo de fase induzidas em aminoacidos cristalinos por
condi¢gbes externas, como por exemplo, temperatura podem fornecer informacoes
relevantes sobre alteracdes em sua estrutura cristalina e conformacodes das ligacdes
quimicas.

Diversas propriedades referentes aos aminoacidos podem ser estudadas
quando estes se encontram como cristais na natureza. Os estudos de suas estruturas,
bem como, de suas vibracdes moleculares sdo de interesse para a ciéncia [8], para
melhor compreensdo das propriedades fisicas e quimicas que podem envolver
transi¢cdes de fases, que possivelmente servirdo de base para estudos relacionados
aos mecanismos dos processos vitais.

Sob essa perspectiva, € necessario aplicar diversas técnicas para que estes
processos sejam investigados. Uma delas € a espectroscopia Raman que tem sido
cada vez mais utilizada para o estudo de compostos bioldgicos e tem se mostrado
promissora em relacdo as técnicas convencionais de andlises estruturais, como
difratometria de raios-X (DRX) e propriedades térmicas, como calorimetria diferencial
de varredura (DSC), pois a espectroscopia Raman reflete mudancas no estado
molecular, ou seja, 0s espectros vibracionais fornecem informagdes associadas aos
niveis energéticos referentes aos movimentos vibracionais dos nucleos dos atomos
das moléculas [9].

Contudo, as técnicas de DRX e DSC utilizadas como complementares ao
presente estudo, as quais fornecem outros parametros, como por exemplo, estrutura
cristalina, distancia interplanar, fluxo de calor, transicdes endotérmicas ou
exotérmicas, sdo de fundamental importancia para confirmacéo dos processos fisicos
e guimicos quando se trata de um composto ou molécula como um todo.

A escolha do L-Leucina deu-se por motivo da grande importancia funcional
deste aminoacido no organismo, onde atua participando da regulacdo do balango
proteico corporal, além se ser fonte de nitrogénio para a sintese de alanina e glutamina
[10]. Ao que se refere a sintese proteica muscular, estudos relatam que o L-Leucina
age como estimulador da fase inicial de traducdo do RNA-mensageiro nas proteinas
[11]. Outras funcionalidades do L-Leucina estdo envolvidas nos processos corporeos
de secrecdo de insulina, na modulacdo da imunocompeténcia e diminuicbes das

lesbes musculares [12]. Deve-se lembrar que embora apresente inumeras

1 RNA : do inglés Ribonucleic acid.
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funcionalidades para o organismo, este é um aminoacido essencial, ou seja, deve ser
consumido pela alimentagdo [13].

Desta forma, a investigacao e identificacdo de mudancas no comportamento
vibracional e em especial transicdes de fase no L-Leucina pode fornecer informacodes
importantes auxiliando estudos correlacionados as suas funcionalidades vitais.

O presente trabalho estd dividido da seguinte forma. No primeiro capitulo
apresenta-se uma introducdo tratando-se dos aminoacidos, em particular do
aminoéacido L-Leucina, via espectroscopia Raman em funcédo de temperatura com o
objetivo de identificar mudancas nos modos vibracionais e transicdo de fase com a
variacdo de temperatura como agente externo.

No segundo capitulo tem-se uma revisdo tedrica dos conceitos gerais
relacionado aos aminoacidos e ao L-Leucina especificamente. Logo apds, sao
apresentados 0s conceitos gerais que tratam do estudo de materiais cristalinos,
seguidos por uma revisao referente aos estudos gerais de transicao de fase realizados
em aminoacidos cristalinos em funcédo de temperatura. Por fim sdo apresentadas as
fundamentacdes tedricas gerais das técnicas utilizadas.

No terceiro capitulo realiza-se a descricdo do material e métodos utilizados
nessa pesquisa.

No quarto capitulo apresentam-se as caracterizacdes do L-Leucina a
temperatura ambiente. E os espectros obtidos por variacdo de temperatura. Em
seguida, sdo apresentados os resultados obtidos pelas técnicas complementares de
Calorimetria Diferencial de Varredura e Difratometria de Raios-X e as discussoes dos
resultados associados as trés técnicas empregadas.

No quinto capitulo tem-se uma breve concluséo e perspectivas futuras.

1.1 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal estudar transicbes de fase por
espectroscopia Raman do policristal de L-Leucina sob variacdo de temperatura.
Também foram utilizadas as técnicas de DSC e DRX como forma de complementar
este estudo fornecendo analises com relagcdo a mudancas macroscopicas e

estruturais.

17



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo sdo apresentadas consideracdes gerais sobre aminoéacidos,
peptideos e proteinas, sistemas cristalinos e L-Leucina em fase cristalina. Ainda seréo
abordados os principios fisicos e funcionamento da instrumentacdo das técnicas
utilizadas: espectroscopia Raman, DSC e DRX, considerados relevantes para o

desenvolvimento deste trabalho.

2.1 Consideracdes gerais sobre aminoacidos

Os vinte comuns aminoacidos que sdo encontrados em proteinas e vitais para
sua sintese possuem uma mesma formacdo, chamada de cadeia principal, sdo a-
aminoacidos constituidos por um grupo amina (NHz) e um grupo carboxilico (COOH)
diretamente ligados ao mesmo atomo de carbono, o carbono a (Figura 2.1). A
distincdo entre os aminoacidos comuns se da quando observada a composicao de
suas cadeias laterais, ou também chamados, grupos R. Esses grupos R variam em
estrutura, tamanho, carga elétrica e também influenciam a solubilidade desses

aminoé&cidos em &gua [2].

H
e

Grupo Amina <:l— C— :>Grupo Carboxilico
|

Grupo R

Figura 2.1: Estrutura geral da cadeia principal de um aminoéacido de radical qualquer. Adaptado de [2].

Para entender mais facilmente as caracteristicas dos aminoacidos é possivel
classifica-los de acordo com suas propriedades quimicas, opticas, funcionais e

estruturais.
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Considerando a polaridade das cadeias laterais sdo subdivididos em quatro
principais classes, que variam amplamente desde apolares hidrofébicos (insoluveis
em agua) a altamente polares e hidrofilicos (soltveis em agua) [14].

A primeira classe € composta dos aminoacidos apolares hidrofobicos. Ela &
composta por nove dos vinte aminoacidos comuns. Os que possuem cadeia lateral
alifatica? composto pela alanina, isoleucina, leucina, prolina e valina. Os com cadeia
aromatica® constituidos da fenilalanina e triptofano. A metionina que contém atomos
de enxofre e possui um grupo tioéter na cadeia lateral. Por fim a glicina, que possui
uma estrutura simples e sua cadeia lateral ndo contribui de forma significativa nas
interacdes hidrofdbicas [15].

Uma particularidade interessante desta classe, € que os aminoacidos apolares
apresentam caracteristica “oleosa”, ou semelhante a lipidios. Esse aspecto promove
as interacbes hidrofébicas. Encontrados geralmente no interior das proteinas, o
carater oleoso ajuda a estabelecer sua forma tridimensional [15].

A segunda classe é composta pelos aminoacidos polares ndo carregados. Os
grupos R destes aminoacidos sdo mais hidrofilicos, ou seja, sollveis em agua se
comparados com os citados anteriormente. Esta classe inclui a serina, tirosina e
treonina, em que a polaridade das cadeias laterais resulta dos grupos hidroxilicos, a
asparagina e glutamina dos grupos amida e a cisteina por seu grupo sulfidril,
componente importante do sitio ativo de muitas enzimas [15].

Os aminoacidos pertencentes a terceira classe sdo os polares carregados
positivamente em pH 7,0. Considerados como basicos, tém suas cadeias laterais
aceptoras de prétons. Tais aminoacidos séo a lisina, que possui um segundo grupo
amina em sua cadeia lateral. Arginina com um grupamento guanidina e a histidina
com cadeia lateral ionizavel em que hora pode estar carregado positivamente, hora
estar préxima a neutralidade. Esse comportamento facilita varias reacdes de catélise
das enzimas ao servir como doador/aceptor de prétons [14].

A quarta classe de aminoacidos é composta pelos que possuem o grupo R

polar e carregado negativamente em pH 7,0, ou também, chamados de acidos. Os

2 Cadeia alifatica: O termo alifatico se refere a cadeias carbbnicas abertas. Possui pelo menos duas
extremidades. Nao ha ciclo, fechamento ou anel presente [2].

8 Cadeia aromatica: O termo aromatico se refere ao anel benzénico, ou também chamado anel
aromético (CeHs) presente na estrutura destas cadeias [2].
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dois aminoacidos que compde essa categoria sdo o0 asparato e o glutamato, em que

ambos possuem um segundo grupo carboxila, ionizavel em suas cadeias laterais [14].

Na Figura 2.2 estdo apresentados o0s vinte aminoacidos comuns,

indispensaveis para a sintese de proteinas, classificados pela polaridade dos grupos

Apolares aromaticos

Apolares alifaticos
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Figura 2.2: Os 20 aminoacidos encontrados nas proteinas, separados por seus grupos R. As férmulas

estruturais apresentam o estado de ionizacdo predominante em pH 7,0. As partes ndo circundadas

(cadeia principal) sdo comuns a todos os aminoacidos e as por¢des circuladas constituem os grupos R

(cadeia lateral). Adaptado de [16].

De acordo com a nomenclatura, os aminoacidos devem obedecer as regras da
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). Dessa forma, os carbonos

na cadeia principal sdo numerados a partir do grupo carboxila. Os a-aminoacidos sao

0s aminoacidos em que no mesmo carbono estao ligados os grupos carboxila e amina.

Conforme o afastamento entre os grupos, por meio das cadeias carbonicas a que
estdo ligados, sdo denominados como 3 (2 carbonos), y (3 carbonos), & (4 carbonos)

e € (separacdo de mais de 4 carbonos) [17]. Essa classificacdo existe devido a
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aminoécidos que possuem mesma composi¢do, mas estruturas diferentes (Figura
2.3).

O

'

3 4 3 2 l/
= C—C—C—C
& v 8 o OH

Figura 2.3: Classificagdo dos carbonos de acordo com a I[UPAC [17].

Considerando suas propriedades acidobasicas pode-se dizer que o0s
aminoacidos sdo substancias que em solu¢des podem atuar tanto como um acido,
quanto como uma base, sdo chamados de anféteros. Os aminoacidos apresentam
este comportamento por serem substancias que contém numa mesma molécula uma
base e um acido, que em solucdo aquosa a pH neutro sdo predominantemente
dipolares, ou mais usualmente conhecidos por zwitterion*. Nesta forma o grupo
carboxilico é desprotonado (COO") e este préton se liga a amina, que protonada forma
a amonia (NHs") (Figura 2.4) [14].

O estado de ionizacdo de um aminoacido varia com o pH. Em solucfes acidas,
se manifestam na forma de cations e sdo representados pelo grupo amdnia. Em
solucdes basicas, se manifestam na forma de anions e séo representados pelo grupo
carboxilico. Em valores de pH, em que um aminoécido é eletricamente neutro a soma
das cargas positivas e a soma das cargas negativas sao iguais. Esse valor de pH é

conhecido como ponto isoelétrico (pl) [18].

4 Zwitterion: O termo Zwitterion, do alemao, “ion hibrido”, € dado quando um aminoacido em solugao
aquosa a pH neutro, passa a se comportar como um ion dipolar, ou seja, pode atuar tanto como uma
base quanto como um &cido [2].
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Cation (+) Zwitterion (+/-) Anion (-)
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I
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Figura 2.4: Esquema apresentando as formas de cation (pH acido), zwitterion (pH neutro) e anions (pH
basico) dos aminoacidos. Adaptado de [14].

Analisando suas propriedades 6pticas todos os aminoacidos comuns, com
excecao da glicina, que possui em seu grupo R apenas um atomo de hidrogénio,
apresentam quiralidade®, ou seja, o carbono a se liga a quatro grupos diferentes e,
portanto, € um centro quiral, moléculas que apresentam quiralidade sdo conhecidas
como estereoisbmeras [2]. Para os aminoacidos existem duas formas de
estereoisomerismo que apresentam atividades Opticas diferentes. Quando um feixe
de luz polarizada e monocromatica incide sobre essas moléculas o plano de
polarizacdo da luz é rotacionado, polarizando circularmente a luz. Moléculas que
desviam o plano de rotagdo no sentido horario sdo chamadas Dextrogiras e, portanto,
0s aminoacidos que possuem este comportamento apresentam a configuracéo D. Se
o plano de rotacdo é desviado no sentido anti-horario, as moléculas sdo chamadas de
Levogiras, assim 0s aminoacidos que possuem este comportamento apresentam
configuracdo L (Figura 2.5) [3]. Todos os aminoacidos encontrados na sintese de

proteinas possuem configuracéo L [14].

5Quiralidade: Propriedade que distingue uma configuracdo espacial de atomos da imagem especular
desta configuracao [65].
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L- Esterecisomero D - Esterecisomero

Figura 2.5: Representacdo esquematica de L e D isdbmeros dos aminoacidos [13].

Quanto a funcionalidade, os amino&cidos séo classificados em duas grandes
categorias: essenciais e nao essenciais.

Essenciais ou indispensaveis sdo 0s aminoacidos que o organismo humano
nao sintetiza em quantidades suficientes no corpo e, portanto, devem ser consumidos
obrigatoriamente na alimentagcdo. Sao eles: arginina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina [13].

Os aminoacidos ndo essenciais ou dispensaveis sdo os produzidos pelo
organismo e sintetizados por atividade metabdlica. Dados por: alanina, asparagina,
cisteina, asparato, glutamato, glutamina, glicina, prolina, serina e tirosina [13]. Os
aminoacidos essenciais e nao essenciais estao apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Vinte aminoacidos comuns: Essenciais e ndo essenciais [13].

Aminoacidos essenciais Aminoacidos nao essenciais
Arginina Alanina
Histidina Asparagina
Isoleucina Asparato
Leucina Cisteina

Lisina Glutamato

Metionina Glutamina
Fenilalanina Glicina
Treonina Prolina
Triptofano Serina
Valina Tirosina

Outra caracteristica de fundamental importancia dos aminoacidos diz respeito
as ligacdes hidrogénio. Também chamadas de pontes de hidrogénio essas interacdes
ocorrem gquando um atomo de hidrogénio posicionado entre dois atomos altamente
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eletronegativos age como uma "ponte" entre eles fazendo uma ligagdo [19]. Em
aminoacidos esse tipo de interacdo ocorre nos grupos carboxila, que atua como
doador de prétons e o grupo amina que atua como receptor, 0 que leva a forma
anfotera dos aminoacidos. As ligacGes de hidrogénio variam entre 2 a 10 kcal/mol
sendo consideradas interacbes fracas se comparadas a energia de ligacdo de
ligacGes covalentes que estdo em torno de 50 a 100 kcal/mol, consideradas interagbes
fortes [20]. Apesar de consideradas interagdes fracas, sao de grande relevancia para

estabilidade de cristais organicos [21].

2.2 Consideracdes gerais sobre peptideos e proteinas

Os aminoéacidos possuem um papel fundamental na constituicdo das proteinas,
pois a formacdo de uma sequéncia Unica de aminoacidos fard com que uma proteina
execute sua devida funcédo no organismo [22].

A esta sequéncia Unica denomina-se peptideos. Quando ocorre a juncao de
duas moléculas de aminoacidos ligadas covalentemente tém-se uma ligacdo peptidica
[2]. Para duas moléculas de aminoacidos entdo forma-se um dipeptideo. Para trés
moléculas um tripeptideo. Para quatro ou mais moléculas forma-se a chamada cadeia
polipeptidica [23].

Em um polipeptideo, os amino&cidos que o compde sdo denominados residuos
de aminoacidos. Um residuo de um aminoacido presente na extremidade a-amino é
chamado de residuo aminoterminal e na extremidade a-carboxil de residuo
carboxiterminal [14].

Uma ligacao peptidica é formada pela desidrata¢do de um grupo a-amino e um
grupo a-carboxil entre dois aminoacidos. Esta formacao é um exemplo de reacéo de
condensacdo, um tipo de reacdo comum em células vivas [2]. Quimicamente, a

representacdo da formacao de uma ligacdo peptidica esté ilustrada na Figura 2.6.
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Figura 2.6: Representacdo esquematica da formacdo de uma ligacao peptidica [1].

Proteinas sdo moléculas grandes e complexas classificadas em quatro niveis
estruturais: Estrutura primaria, estrutura secundaria, estrutura terciaria e estrutura
quaternaria.

A estrutura primaria é constituida da sequéncia de amino&cidos unidos
covalentemente pelas ligacdes peptidicas [22]. Um dos fatores mais importantes
guando se trata da estrutura primaria € a ordem de cada aminoacido na sequéncia de
residuos, pois se esta ordem for modificada em uma proteina, isto fara com que a
funcéo bioldgica desta proteina seja comprometida no organismo [2].

Um exemplo é da proteina hemoglobina relacionada a anemia falciforme, uma
doenca genética grave, em que um Unico residuo de aminoacido (Glu® por Val?) é
substituido nas cadeias B da hemoglobina. Esta mudanca causa a associacdo das
moléculas em feixes longos e fibrosos devido a formacédo de uma regido hidrofébica
na superficie da hemoglobina [22].

A estrutura secundéaria de uma proteina € definida pelo arranjo espacial do
esqueleto polipeptidico, sem considerar a conformacdo dos atomos presentes nas
cadeias laterais [2]. Duas importantes condicfes para estabilidade das proteinas
foram propostas por Linus Pauling e Robert Corey, no final dos anos de 1930, que se
baseavam em: 1) Todos os atomos pertencentes as ligacdes peptidicas devem estar
contidos em um mesmo plano. 2) Presenca das ligacdes de hidrogénio entre o
carbono a e o nitrogénio do grupo amina. E das ligag6es de hidrogénio e do carbono

a com o carbono do grupo carboxila de um mesmo residuo [23].
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Com estes requisitos foi possivel chegar-se a dois modelos estruturais
diferentes, estaveis para a proteina:

» Estrutura em hélice a: A estrutura em hélice a € o arranjo mais simples que
uma cadeia polipeptidica pode assumir [2]. Nesse arranjo a cadeia de
polipeptideos é enrolada em torno de um eixo imaginario longitudinal a uma
distancia vertical de 5,4 A entre cada unidade que se repete ao longo do eixo e
possui 3,6 residuos de amino&cidos por volta [19]. Desse modo, as cadeias
laterais dos aminoacidos sao projetadas para fora da hélice [22]. Esta
configuracéo faz com que de certa forma a estabilidade da estrutura em hélice
a independa das cadeias laterais, pois as mesmas nao participam das ligacdes
de hidrogénio entre o atomo de hidrogénio e os atomos de nitrogénio e oxigénio
dos grupos amina (-NH) e carboxilico (C=0) dos aminoacidos da cadeia
polipeptidica. As ligacBes de hidrogénio entre as ligacdes peptidicas sao
fundamentais na estabilidade da hélice. Em geral, sdo encontrados em hélices
a, aproximadamente um quarto de todos os residuos de aminoacidos das
proteinas [2]. Porém, para determinados polipeptideos essa formacdo néo
ocorre, por exemplo, se uma cadeia polipeptidica conter muitos residuos de
aminoéacidos vizinhos com mesma carga, estes irdo se repelir fortemente e
assim ndo formam a hélice. Alguns aminoacidos que apresentam este aspecto
sdo a argina e a lisina, que em solugéo a pH 7,0 ficam com suas cadeias laterais
carregadas positivamente e, portanto, ndo formam a estrutura em hélice a [22].
A Figura 2.7 apresenta a representacdo de uma estrutura em hélice a vista de

duas formas diferentes.
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Figura 2.7: Representacédo da estrutura em hélice a: (a) Estrutura em torno do eixo imaginario
longitudinal mostrando as ligacfes de hidrogénio entre as cadeias polipeptidicas. A volta com distancia
de 5,4 A é uma unidade que se repete. (b) visdo transversal da hélice [2].

» Estrutura em folha 3 pregueada: A estrutura em folha  pregueada, assim como
a hélice a, também é sustentada pelas ligacdes de hidrogénio entre as cadeias
polipeptidicas. O que leva essas ligacdes a serem as principais responsaveis
pela estabilidade da estrutura [22]. No entanto, sua formacgéo se da em forma
de zigue zague, pois 0 esqueleto polipeptidico estad estendido e arranjado
paralelamente formando uma estrutura semelhante a pregas com distancia
entre as unidades que se repetem de aproximadamente 7A [2]. Nessa
disposicdo, duas cadeias polipeptidicas adjacentes interagem pelas ligacoes
de hidrogénio entre os grupos C=0 e N-H. As cadeias laterais dos aminoacidos
sdo projetadas para fora do plano, da folha pregueada, intercaladamente [19].
A Figura 2.8 é uma representacao da estrutura em folha 3 pregueada comum

em proteinas.
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Figura 2.8: Representacédo da estrutura em folha B pregueada: (a) Com vista lateral enfatizando o arranjo
em forma de pregas com as cadeias laterais dispostas para fora do plano da folha pregueada. (b)
Mostrando a vista superior com a interacao das ligacdes de hidrogénio com as cadeias polipeptidicas. As
setas indicam a extremidade aminoterminal para carboxiterminal [2].

A estrutura terciaria se da pelo arranjo tridimensional de todos os atomos de
uma proteina [23]. Ao contrario da estrutura secundaria, na qual ocorre interacao entre
residuos de aminoacidos de cadeias polipeptidicas adjacentes, na estrutura terciaria
as interacdes ocorrem entre aminoacidos distantes na cadeia polipeptidica e as
configuracbes hélice a e folhas B pregueadas podem aparecer em conjunto na
estrutura de uma proteina dobrada [2]. Na estrutura terciaria, além das ligacGes de
hidrogénio, ligacfes do tipo covalente como a ponte dissulfeto (-S-S-) sdo de grande
importancia para a estabilidade dessa estrutura [22].

Na estrutura quaternaria, duas ou mais cadeias polipeptidicas podem ser
arranjadas em complexos tridimensionais [23]. Nessa formacao as proteinas podem
ser classificadas em dois grupos:. as proteinas fibrosas, na qual as cadeias
polipeptidicas aparecem dispostas em filamentos longos ou folhas e as proteinas
globulares, em que as cadeias polipeptidicas possuem dobramentos esféricos ou
globulares [2]. Para as proteinas fibrosas geralmente na sua composi¢ao aparece uma
estrutura secundaria e a estrutura terciaria. Um exemplo € o colageno, suas fibras sao
responsaveis por exercer funcéo estrutural e de sustentacédo em tecidos como a pele,
em tenddes, cartilagens, matriz 6ssea [22]. As proteinas globulares geralmente sao
formadas por varios tipos de estruturas secundarias e terciarias sendo mais

complexas que as fibrosas e podendo dobrar-se muitas vezes sobre si mesmas.
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Exemplos de proteinas globulares incluem enzimas, proteinas reguladoras, motoras,
transportadoras dentre muitas outras funcdes [2]. A Figura 2.9 apresenta 0s niveis
estruturais de proteinas desde a estrutura primaria formada pela cadeia polipeptidica

até as subunidades reunidas da estrutura quaternaria.

Estrutura
primana Estrutura
[Pro | quaternaria
Als
[Asp|
ILys | Estrutura Estrutura
| Thr | secundaria terciaria
Asn
Vel -
Ala
T 3
el / hélice .
L w .
va b
Residucs de Cadeia polipeptidica Subunidades reunidas
aminoacidos

Figura 2.9: Niveis estruturais em proteinas [2].
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2.3 Consideracdes gerais sobre estrutura cristalina

Materiais sélidos podem ser classificados segundo a regularidade com que os
atomos ou ions ordenam-se entre si. Para cristais, a formacdo de sua estrutura
consiste em uma repeticao periddica de grupos idénticos de atomos, onde cada atomo
esta ligado aos seus atomos vizinhos mais proximos a cada ponto desta rede. Cada
um destes grupos é denominado base, apresentados na Figura 2.10(A). A maneira
como as bases sdo arranjadas espacialmente determinam a estrutura cristalina e as
propriedades da maioria dos materiais solidos cristalinos [24].

Uma rede espacial € um conceito geométrico definido como o conjunto de
pontos no espaco aos quais as bases estdo associadas formando assim a estrutura
cristalina, representada na Figura 2.10(B). A escolha dos eixos da rede, eixos
primitivos a, b e ¢, deve representar sempre a menor area e o menor volume possivel
para um nucleo primitivo, denominado célula primitiva [25]. A célula primitiva € um tipo

de célula unitaria e esta apresentada na Figura 2.10 [26].

®o
@
®o

@ o

® o
@

(A) Base

[ Xe

(B) Cristal =rede + base

Figura 2.10: Figura esquematica: (A) base de trés atomos; (B) cristal. A base de trés atomos é

posicionada em cada ponto da rede para formar o cristal [26].

Uma célula unitaria € dada por qualquer volume (de area) finito que preenche
completamente o espaco mediante translagcbes convenientes sem superposicao ou

falhas. E escolhida para representar a simetria da estrutura cristalina sendo a unidade
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bésica da estrutura e determinando a estrutura cristalina em funcao da disposi¢céo de
seus atomos e de sua geometria [21].

As redes cristalinas possuem algumas operacdes de simetria. Uma delas é a
operacédo de translacao, em que a rede cristalina pode ser transformada nela mesma
por um vetor de translacdo da rede. Outras operac¢des de simetria caracteristicas sao
as de rotacado em volta de um eixo que passa por um ponto da rede e a de reflexdo
em relacédo a planos que passam por um ponto da rede [24]. Quando as operacdes
de simetria séo satisfeitas, elas constituem os diferentes tipos de redes que podem
ser formadas, as chamadas redes de Bravais (Figura 2.11). Demonstradas por
Auguste Bravais, em 1848, derivou 14 células unitarias que permitem descrever
qualquer estrutura cristalina.

Para tal, foram utilizados 7 arranjos atbmicos basicos que definem 7 sistemas
cristalinos (Tabela 2.2). Estes sistemas séo descritos pela ado¢ao de até trés valores
especificos de eixos (a, b, ¢) e angulos (a, B, y) (Figura 2.12) permitindo obter células

de diversas naturezas.

Tabela 2.2: Os 7 sistemas cristalinos apresentados com seus eixos e angulos axiais [24].

Sistemas Cristalinos Eixos Angulos Axiais
Cubico a=b=c a=B=y=90°
Tetragonal a=b+#c a=p=y=90°
Otorrémbico a#+b+c a=B=y=90°

Monoclinico a+b+#c a =y =90° B=90°
Triclinico a#+b+#c a #B#y# 90°

Hexagonal a=b #c a =B =90° y=120°
Romboédrico a=b=c a=p=y#90°
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Figura 2.11: Representacdo esquematica das 14 redes de Bravais. Adaptado de [27].

Figura 2.12: Célula unitaria com eixos coordenados x, y e z, com comprimentos axiais (a, b e ¢) e os
angulos entre eixos (a, B e y) [28].

Apresentados os sistemas cristalinos e as redes de Bravais, que permitem
descrever qualquer estrutura cristalina, faz-se necessario para seu estudo o
conhecimento de determinadas direcdes e planos cristalinos. Para tal, William
Hallowes Miller (1801-1880) prop6s um sistema de indices, denominado indices de
Miller, que representa as direcdes e os planos cristalinos [20].
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Quando se trata de dire¢Oes em redes cristalinas, estas sédo estabelecidas por
linhas ou vetores partindo da origem e passando pela rede. Para que ela seja
determinada segundo os indices de Miller, alguns aspectos devem ser seguidos [20,
26]: 1) Deve-se passar um vetor pela origem do sistema de coordenadas; 2) O vetor
deve ser projetado sobre cada um dos trés eixos e seus tamanhos medidos em fungao
dos parametros da célula unitaria, a, b e c; 3) Deve-se determinar o menor valor inteiro
referente ao tamanho dos vetores projetados; 4) Os indices sdo apresentados entre
colchetes e ndo sao separados por virgulas [u v w]. Para os planos cristalograficos
deve-se destacar que este é um conceito matematico usado como sistema de
referéncia para a descrigdo dos atomos na estrutura cristalina [8].

Para todos os sistemas cristalinos € possivel descrever os planos
cristalograficos pelos indices de Miller (h k I) tendo como base uma célula unitaria, no
sistema de 3 eixos coordenados, exemplificado na Figura 2.13. Quando os planos séo
paralelos entre si possuem indices idénticos e os mesmos sdo equivalentes. Para que
os planos sejam determinados, segundo os indices de Miller, alguns aspectos devem
ser seqguidos [20, 21]: 1) As intersecfes entre 0s planos e os eixos cristalinos séo
determinadas em funcéo dos parametros de rede a, b e c; 2) Deve-se determinar o
menor valor inteiro referente a interse¢@o do plano nos eixos cristalograficos (quando
o plano for paralelo ao eixo o valor do indice de Miller € 0); 3) Deve-se calcular os

valores reciprocos; 4) Os indices sao representados entre parénteses por (h k I).

Figura 2.13: llustracéo da indexacgédo de um plano cristalografico indicado pelos indices de Miller para o
plano (110) [20].
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2.4 Aminoéacido L-Leucina

O aminoacido L-Leucina ou &cido 2-amino-4-metilvalérico tem férmula
molecular dada por CsHisNO2, apresentado na Figura 2.14. Possui cadeia lateral
aberta, apolar e hidrofébica, o que lhe garante caracteristica de estabilizar a estrutura

proteica por suas interacdes hidrofobicas [2].

@ Atomos de carbono
® Atomo de nitrogénio
@ Atomos de oxigénio

Atomos de hidrogénio

Figura 2.14: Molécula do aminoéacido L-Leucina com a disposi¢cao dos nimeros de atomos [29].

Na forma cristalina, a temperatura ambiente, o aminoacido L-Leucina apresenta
estrutura monoclinica pertencente ao grupo espacial P21 com quatro moléculas por
célula unitaria. As moléculas presentes na célula unitaria, apresentadas na Figura
2.15, estdo arranjadas por camadas paralelas ao plano ac e interagem por meio das
ligacbes de hidrogénio. Esta caracteristica se d& ao fato dessas moléculas
apresentarem a forma de zwitterions [15].

Os parametros de rede e angulos que constituem a estrutura cristalina do
L-Leucina foram obtidos pela ficha padrdo JCPDS® 00-030-1779, dados por:
a=9,7610 A, b =5,3070 A, c = 14,6860 A, a = y = 90° e B8 = 94,09°, & temperatura
ambiente (~21°C).

6 JCPDS: Joint Committee on Powder Diffraction Standards — base de dados de difragéo [63].
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Atomos de oxigénio
Atomos de nitrogénio
Atomos de carbono

Atomos de hidrogénio

Figura 2.15: Representacédo da célula unitaria do aminoacido L-Leucina constituida por quatro moléculas
no plano ac.

E interessante destacar que a célula unitaria assimétrica do L-Leucina
apresenta duas moléculas independentes cristalograficamente. Esta configuracédo
permite dois tipos de conformacfes moleculares: Gauche 1e Trans [30].

Para a configuracdo Gauche 1 o &tomo de nitrogénio do grupo amina se liga
por ligacbes de hidrogénio aos atomos de oxigénio do grupo carboxilico vizinho, com
distancia de ligacéo de 2,79 e 2,89 A. Para a configurac&o Trans o atomo de nitrogénio
do grupo amina faz quatro ligacbes com atomos de oxigénios diferentes do grupo
carboxilico. Duas ligacBes com distancia de ligacéo 2,76 e 2,84 A e a terceira ligacéo
de hidrogénio, chamada de bifurcada, é ligada a dois atomos de oxigénio com
distancia de ligacdo de 2,95 e 3,07 A [30]. Na Figura 2.16 estdo representadas as

ligacdes de hidrogénio para as duas configuracoes.

Gauche 1 Trans
279A 281A 2.
O ..... H_ ._H ..... O O ..... H_T_H ..... O
4 sHa
o O O

Figura 2.16: Representacdo esquemaética das ligacbes de hidrogénio para as duas configura¢cfes da
molécula de L-Leucina, Gauche 1 e Trans, com valores das distancias das liga¢6es [30].
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Quanto as vibracdes moleculares do L-Leucina destacam-se as referentes aos
modos atribuidos aos grupos funcionais CH, CHs, NHs* e CO2". Estes grupos quando
independentes possuem modos vibracionais e simetrias caracteristicas. Contudo
qguando limitados a uma estrutura cristalina apresentam modificacbes em suas
frequéncias de vibragdo e grupos de simetria. Estas unidades sao identificadas na

estrutura cristalina do L-Leucina, assim como, ha maioria dos aminoacidos [16].

2.5 Transicao de Fase em Aminoacidos

Aminoacidos podem ser encontrados como cristais na natureza e diversas
propriedades no estado soélido podem ser estudadas [31]. Uma propriedade
fundamental para entender a estrutura e a conformacdo molecular dos cristais de
aminoacidos, assim como, suas interacdes intermoleculares e intramoleculares, &
investigar suas vibracbes moleculares pelo comportamento de seus grupos
funcionais. Outro aspecto seria 0 conhecimento da disposi¢cdo dos atomos numa rede
cristalina e sua forma de representacéo.

Na sua grande maioria 0s aminoacidos no estado soélido, por serem
encontrados na forma de zwitterions, leva a uma mesma molécula possuir dois grupos
funcionais com cargas opostas e infere diretamente nos grupos funcionais de
aminoacidos alifaticos de forma a manté-los unidos por meio das ligacdes de
hidrogénio [32]. Estas ligacdes, de acordo com Tulip [33], desempenham um papel
importante servindo como estabilizadoras de cristais moleculares. Se porventura os
aminoacidos no estado cristalino forem submetidos a variagcdes externas, como por
exemplo de temperatura, estes sofrem mudancas no comportamento vibracional de
seus grupos funcionais levando a modificacdes nas ligacées quimicas moleculares e
como consequéncia a transicoes de fase.

Em virtude disso, diversas técnicas estdo sendo utilizadas nos ultimos anos
para o estudo dos aspectos vibracionais e estruturais de aminoacidos visando a
deteccdo de transicao de fase [34]. Por analisarem propriedades fisicas e quimicas e
ainda serem suscetiveis a variacbes de condicbes externas a amostra, tais como
temperatura ou pressdo, ou ainda com relacdo a composicdo da amostra
correlacionadas principalmente a concentracéo, a difratometria de raios-X e anélises
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térmicas, sdo comumente utilizadas para estudo de transicao de fase em aminoacidos
cristalinos. Ainda com relacdo a estudo de transicdo neste tipo de material sao
aplicadas técnicas que evidenciam os movimentos internos moleculares associados
as rotacdes ou oscilacdes torcionais nos grupos funcionais e em radicais, como por
exemplo, Espalhamento Inelastico de Neutrons (INR) e técnicas que propiciam
estudos associados aos comportamentos vibracionais moleculares, como por
exemplo, Espectroscopia Raman e de Infravermelho.

Utilizando-se as técnicas conjuntas de espectroscopia Raman e calorimetria
diferencial de varredura foi realizado um estudo no aminoacido DL-Norvalina [35].
Nesta pesquisa, foi identificado para os espectros Raman, que no intervalo entre 1500
a 1300 cm™ durante um processo de aguecimento, ocorreu uma forte diminuicdo na
frequéncia das bandas relacionadas aos grupos funcionais de CHs, CH2 e CH em
cerca de -76°C onde foi detectada transicao de fase por DSC.

Outro estudo realizado com estas mesmas técnicas, para 0 aminoacido B-
Glicina [36], mostra que foram observadas mudancas com variacdo de temperatura
onde o B-Glicina sofre uma transicdo de fase em -21°C caracterizada pela técnica de
DSC.

O estudo realizado por Lima, J. A. e colaboradores [37], utilizando a técnica de
espectroscopia Raman em funcéo de temperatura, relatam uma transicdo de fase
entre -173°C a -163°C. Foi verificado que a banda na regido de 51 cm?, atribuida aos
modos de rede, diminui em intensidade com a diminuicdo de temperatura,
desaparecendo entre o intervalo citado. A interpretacdo dada pelos pesquisadores é
de que este comportamento estda associado a uma quebra de simetria na célula
unitaria do aminoacido.

Outra analise referente ao L-Valina, pelas técnicas de espectroscopia Raman
por temperatura e INR [30], relata que para altas temperaturas néo foi identificada
transicdo de fase. Porém, com as medidas de INR para a L-Valina parcialmente
deuterada e totalmente hidrogenada, foi identificada transicdo para baixas
temperaturas, no intervalo de -3°C a 47°C. De acordo com o0s resultados
apresentados, a transicao de fase identificada foi relacionada com a ativacdo de
modos vibracionais na espectroscopia Raman.

Relacionados com as técnicas de analise térmica, € observada uma gama de

analises. Por exemplo, empregando andlises de termogravimetria e calorimetria
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diferencial de varredura, F. Rodante e G. Marrosu [38], realizam um estudo
generalizado para todos os a-aminoacidos. De acordo com seus resultados foram
identificadas transicGes de fase no aminoacido Leucina, a temperatura de 71°C, para
a Lisina, no intervalo de 60 a 80°C com pico de transicdo em 67,2°C, e para Cisteina,
a temperatura de 67,5°C.

Ainda com relacdo a investigacfes pela técnica de DSC, um estudo realizado
para vinte e dois aminodacidos cristalinos de cadeia neutra [32], identificou transi¢cao
de fase em alguns deles como: L-Metionina em 34 e 120°C e DL-Metionina em 53 e
107°C e L-Leucina em 79°C, sendo o intervalo de temperatura medido entre -40°C a
150°C.

Com relacdo ao aminoéacido L-Leucina P. F. Facanha Filho e colaboradores
[39], relatam ocorrer transicdo de fase no aminoacido L-Leucina na forma cristalina,
por DSC, onde duas transi¢cdes sdo observadas. Primeiramente, a uma temperatura
de -123°C e em seguida em -16°C. Esses valores sao confirmados pela técnica de
DRX, onde é relatado haver transicao de fase na temperatura de 80°C.

Associando a técnica de espectroscopia Raman a transi¢cao ocorrida em Tz esta
relacionada com mudancas de simetria dos grupos’ C2 para Cs préxima a -23°C,
relacionada a uma reorientacdo das moléculas na célula unitaria do cristal.

Logo, é razoavel obter-se uma visdo geral de que aminoacidos investigados no
estado cristalino tendem a ter variagdes em seus comportamentos com a variacao de
temperatura e como consequéncia transicfes de fase estruturais, mudancas no
comportamento vibracional de seus grupos funcionais e modificagbes nas suas

estruturas foram identificadas.

7 Simetria dos grupos C2 e Cs: Os termos C2 e Cs sdo conjuntos de operagdes de simetria que
correspondem as propriedades de um grupo matemético. Em uma molécula se referem ao eixo de
rotacdo [64].
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2.6 Espectroscopia Vibracional

A espectroscopia € o campo da ciéncia aplicado ao estudo da interacdo da
radiagdo eletromagnética com a matéria. Essas interacdes sdo resultadas de
transicOes de niveis de energia de atomos ou moléculas que dependem diretamente
da energia incidente determinada pelo espectro de radiacdo eletromagnético. Elas
fornecem informagBes essenciais a respeito das caracteristicas das estruturas
moleculares e suas aplicabilidades [40].

A regido espectral em que as transi¢cdes energéticas sdo observadas depende
do tipo de nivel abrangido, que pode ser eletrdnico, vibracional ou rotacional. Para os
niveis eletrbnicos as transicbes sdo observadas na regido do ultravioleta-visivel
resultando na absorcdo e/ou emissdo da radiacdo incidente. Para o0s niveis
vibracionais as transicfes sdo observadas na regido do infravermelho, podendo
resultar absorcdo da radiacdo incidente e/ou espalhamento inelastico da radiacéo
emitida, e para os niveis rotacionais as transi¢cdes séo verificadas na regido de micro-
ondas [41].

Os principais tipos de espectroscopias que estudam a interacdo da radiacao
eletromagnética com a matéria séo:

1) espectroscopia de absorcdo, a quantidade de radiacdo absorvida pelo
sistema € monitorada em funcéo do comprimento de onda da radiacdo incidente;

2) espectroscopia de emisséo, analisa a transi¢ao de niveis de energia, de um
estado de alta energia para um estado de energia menor, sofrida por uma molécula
gue emite o0 excesso de energia na forma de fétons. Pode ocorrer de forma
espontanea ou estimulada na qual, respectivamente, o sistema emite um féton mesmo
sem interacOes externas e o sistema se encontra em um estado excitado inicialmente
e pode ser estimulado com a radiacao incidente a perder um féton;

3) espectroscopia de espalhamento, um feixe incidente monocromatico passa
pela amostra e as frequéncias da radiacdo espalhada pela amostra séo registradas.
A amostra sofre a colisdo de um foton que € espalhado e assim ocorre transferéncia
de energia entre o féton e a amostra. O espalhamento pode ser elastico no qual o
féton é espalhado com a mesma energia do foton incidente denominado Rayleigh. Ou
inelastico, o foton espalhado ndo tem a mesma energia do foton incidente, e este é

denominado Raman [19].
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2.6.1 Vibragdes Moleculares

VibracGes moleculares sao originadas dos movimentos dos atomos presentes
em uma molécula. Os atomos que constituem uma molécula nunca estao imoveis,
mesmo a baixa temperatura permanecem em continuas oscila¢cdes em torno de uma
posicdo de equilibrio [42]. Essa movimentacdo gera deformacBes angulares e
alongamentos das ligacBes moleculares, que podem ser decompostas em modos
normais de vibracdo de acordo com niveis de energia [43].

Moléculas tém vibra¢des cujos movimentos podem ser resolvidos como uma
superposicao de um numero limitado de movimentos fundamentais chamados modos
normais de vibracdo. As vibracBes possiveis dependem do numero de graus de
liberdade da molécula [44].

Se em um sistema existem N atomos ndo agrupados que se movimentam livres
em trés dimensdes, € dito que o sistema tem 3N graus de liberdade. Contudo, se estes
atomos estdo combinados, formando uma molécula, os 3N graus de liberdade devem
ser descritos em funcdo de 3N coordenadas, X, Y, z, que descrevem a posi¢cao de cada
atomo na molécula. Quando ocorre mudanca na posi¢do dos atomos, suas posicdes
sao descritas em termos das variacfes para cada coordenada como Ax, Ay, Az, para

cada 4tomo da molécula, como mostra o esquema na Figura 2.17 [44].

Ax,Aye, Az,
Figura 2.17: Descri¢cao da representacdo dos movimentos dos N atomos (N=4) em termos das variagcdes
das coordenadas Ax, Ay e Az. Fonte: Obtida de [45].

Por se mover no espa¢o como um todo, os movimentos da molécula podem ser
descritos como translacbes do seu centro de massa. Quando ha movimento

translacional, os atomos ndo se movem uns em relacdo aos outros. Quando ha
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movimento rotacional sobre um eixo molecular, as mudancgas nas coordenadas podem
ser escolhidas [19].

Para moléculas néo lineares havera trés graus de liberdade equivalentes a sua
rotacao, e trés graus de liberdade em torno de trés eixos perpendiculares, logo tem-
se 3N-6 graus de liberdade para as vibragdes. Para moléculas lineares nao ha rotacéo
em torno do eixo internuclear, consequentemente, tem-se 3N-5 graus de liberdade
para as vibracdes. Nas moléculas lineares essa falta € compensada por um grau de
liberdade vibracional extra. Pelo menos uma vibracdo sera perpendicular a outra
vibragdo de mesma frequéncia e mesma energia, 0 que acarreta degenerescéncia.
Estes graus de liberdade correspondem aos diferentes modos normais de vibracao
em uma molécula [19].

Um modo normal de vibracdo é tal que, cada nudcleo realiza uma oscilacéo
harmonica simples em torno de sua posi¢ao de equilibrio e os conjuntos de ndcleos
se movem em fase com mesma frequéncia, o centro de massa da molécula como um
todo ndo muda. Os a&tomos em uma molécula podem também mover-se entre si, ou
seja, um atomo pode sair do seu plano ou os comprimentos das ligacdes variam.

Essas caracteristicas estdo relacionadas com movimentos de flexdo e
alongamento, que sado chamados de vibragoes [46].

Rigorosamente as vibragcdes moleculares devem ser estudadas quanticamente.
No entanto, para certas propriedades fisicas, como no caso de frequéncias
vibracionais, o0 modelo classico fornece resultados proximos ao quéantico [41]. Dessa
forma, a frequéncia de vibracdo molecular para a molécula diatdmica, oscilando

harmonicamente, é dada por

v=— X (21
= g @Y

Sendo k a constante de forca relacionada a moléculae u = % € a massa efetiva,
1 2

sendo m,, € m, as massas dos atomos.

Para moléculas complexas, como no caso de moléculas orgéanicas, € possivel
relacionar a frequéncia de vibracdo molecular com os modos normais devido aos
chamados grupos funcionais. Esses grupos possuem frequéncias caracteristicas que
guase néao variam entre diferentes moléculas. Alguns deles sdo: C-H, C-C, C=C, C=0,

C=N, N-H, O-H, entre outros [19]. Portanto, mesmo que uma molécula seja complexa,
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se ela possuir um ou mais desses grupos em sua estrutura, iSSo permitira a
caracterizacdo e observacdo dos espectros referentes a vibracdo de cada grupo
funcional.

Para moléculas diatbmicas, tem-se apenas um uUnico modo normal, de
distensédo e compresséo alternadas, da ligagdo. O que representa um grau de
liberdade vibracional. Para moléculas poliatdmicas sdo permitidos varios modos
normais de vibracdo, pois cada atomo N terd 3N graus de liberdade, estes valores

estdo apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Graus de liberdade para molécula monoatémica, molécula linear e molécula ndo-linear.

Monoatémica Molécula linear Molécula n&o linear
Translacéo (X, Y, 2) 3 3 3
Rotacao (x, Y, z) 0 2 3
Vibragéo 0 3N-5 3N -6
Total 3 3N 3N

Os 3N-6 e 3N-5 modos de vibracbes normais que uma molécula apresenta
podem ser classificados quanto ao tipo de vibracéao.
Em geral, sdo destacadas vibra¢cdes de estiramento que envolve variacdes nas

distancias internucleares. Elas podem ser simétricas (estiramento em fase) ou
assimétricas (estiramento fora da fase). S&o representadas, respectivamente, por vs
e Vas Vibracoes de estiramento no plano molecular.

Sado considerados os movimentos de tesoura s para vibracfes simétricas e
balanco r para vibracbes assimétricas. Vibracbes de deformacdo fora do plano
molecular envolvem varia¢des infinitesimais de distancias internucleares ou de
angulos de ligacdes. Neste caso sdo considerados os movimentos de abano w para
vibracdes assimétricas e tor¢cao T para vibracdes simétricas. A Figura 2.18 representa

0s modos de vibragoes.
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Estiramento:

N Va\

Simétrico Assimétrico

Deformagao ou flexao:

No plano: Fora do plano
e -~ — — + + + -
\ / \/ \/ ) ]
Tesoura (simétrica) Balanco (assimeétrica) Abano (assimétrica) Torcdo (simétrica)

Figura 2.18: Modos de vibragc8es moleculares de estiramento e deformacéo [45].

2.6.2 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma espectroscopia vibracional baseada na
deteccdo do espalhamento Raman fornecendo os modos de vibragdo das moléculas
do material, desde que estas sejam Raman ativas [41]. O efeito Raman foi descoberto
experimentalmente pelo fisico indiano Chandrasekhara Venkata Raman em 1928 [47],
gue dois anos apos foi agraciado com o Prémio Nobel de Fisica por suas descobertas
sobre a "difragdo molecular da luz” [48].

A descoberta do efeito Raman, Ihe rendeu um artigo publicado na revista
Nature, onde descreveu o0 arranjo experimental que o possibilitou observar o
espalhamento inelastico de luz.

Em seu experimento foi utilizada uma lampada de mercurio como fonte de
excitacdo, um prisma de vidro como elemento dispersivo e filmes fotograficos, ja
disponiveis na época, como detectores [49]. Suas observacdes se baseavam na luz
espalhada por um espectrégrafo, no qual verificou que algumas linhas e bandas eram

deslocadas se comparadas ao espectro original da lampada. Outra caracteristica
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observada foi a diferenca entre as frequéncias da radiacéo incidente e da radiacao
espalhada.

Dessa forma, concluiu que as variacfes nas frequéncias eram referentes as
frequéncias de oscilacdo dos atomos de uma molécula e dependiam da geometria e
das ligag6es quimicas que compunham essa molécula [50].

O efeito Raman se baseia no espalhamento inelastico de luz por atomos e
moléculas quando uma radiac&o intensa monocromatica € incidida sobre os mesmos.
A radiacao que € espalhada inelasticamente possui frequéncia diferente da incidente
e esta variacdo de frequéncia se da pela diferenca de energia entre dois estados
vibracionais [49].

Se inicialmente a molécula, que se encontra no estado fundamental, sofrer
colisdo com um féton de energia hwp e passar por um nivel de energia intermediario
(virtual) e em seguida decair para um nivel de energia excitado e, 0 féton é reemitido
em uma direcdo qualquer e sua energia é diminuida, hv - ewn, este caso é do

espalhamento Raman Stokes (Figura 2.19 (A)).

Se a molécula se encontrar no estado fundamental e apos sofrer colisdo com
um foéton voltar ao mesmo nivel de energia inicial, este caso € chamado de
espalhamento Rayleigh, neste efeito o foéton espalhado n&o sofre variacdo na
frequéncia (Figura 2.19 (B)).

Por fim, se a molécula ja se encontrar em um estado excitado de maior energia
e apos sofrer colisdo com um féton voltar ao estado fundamental, este caso € dado

pelo espalhamento Raman anti-Stokes, no qual a diferenca de energia € cedida ao

féton que é reemitido com energia hv + ew, (Figura 2.19 (C)) [41].
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Figura 2.19: Mecanismos de espalhamento: (A) Raman Stokes; (B) Rayleigh; (C) Raman Anti-Stoke. Tipos
de espalhamento [41].

Na espectroscopia Raman, quando um espectro € obtido, diz-se que o
espalhamento Raman € ativo. Para tal, a interacdo da radiacédo incidente com as
moléculas deve satisfazer a regra de selecdo no efeito Raman, na qual a
polarizabilidade molecular deve variar quando ha vibracdo da molécula [19].

A luz espalhada é coletada por um espectrometro (Raman e Rayleigh) o sinal
gue chega ao detector é convertido na forma de espectro, onde a intensidade é dada
em funcédo da sua mudanca de frequéncia. Os espectros Raman sao respostas dos
modos normais de vibracdo de uma substancia que sao visualizados na forma de
bandas e picos para cada regido espectral.

Quando ocorre interacdo da radiacdo com a matéria o campo elétrico incidido
influencia as distribuicdes de carga positiva e negativa da molécula, causando uma

deformacdo em sua nuvem eletrdnica. Assim, o campo elétrico da radiacéo incidente

E pode induzir um momento de dipolo p na molécula, dado por:

Sendo a a polarizabilidade da molécula.

A polarizabilidade tem um papel fundamental no estudo da espectroscopia
Raman, pois quando ocorre uma excitagdo vibracional durante a colisdo foéton-
molécula, a molécula sera alongada ou comprimida pela radiacdo incidente, o que
leva a variagcdo do controle dos nucleos moleculares sobre os elétrons, com isso a

polarizabilidade também é variada [10].
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2.7 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Andlises térmicas sdo essenciais no conhecimento do comportamento térmico
de um material, pois monitora-se mudancas em suas propriedades fisicas e quimicas
e/ou seus produtos de reacdo em fungdo da temperatura e do tempo, enquanto o
material é submetido a uma programacéao controlada de temperatura [8].

O uso de analises térmicas em materiais solidos abrange o estudo de reacfes
de estado sdlido, transicbes de fase, decomposicdes térmicas dentre outras
propriedades [51].

Existem diversas técnicas de andlises térmicas como, por exemplo, a Anélise
Térmica Diferencial (DTA) que detecta basicamente alteracdes na variacdo de calor,
a Termogravimetria (TG) que investiga a massa de uma amostra em funcao do tempo
e da temperatura e a Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) que afere
guantitativamente as variagdes de entalpia com variacéo de temperatura [20].

Neste trabalho, foi escolhido utilizar a técnica de Calorimetria Diferencial de
Varredura por fluxo de calor, com o intuito de analisar transic6es de fase no L-Leucina,
que trataremos a seguir.

A DSC por fluxo de calor € uma técnica de analise térmica que registra a
diferenca entre a absorcdo de energia por um material e uma referéncia quando
submetidos ao mesmo programa de temperatura controlada. Essa mudanca é
monitorada como variagdes no fluxo de calor medido por sensores térmicos
posicionados proximos ao material e a referéncia. Quando o material sofre uma
transicao, implica uma variacao de entalpia.

As transicdes de primeira ordem expressam variacfes de entalpia endotérmica
ou exotérmica e dao origem a formacéao de pico. O ponto que marca o pico referente
as transi¢cdes de primeira ordem é denominado Trransicao. AS transicdes de segunda
ordem sdo caracterizadas por variagbes na capacidade calorifera, ndo havendo
variacdo de entalpia. Essas transicdes n&o déo origem a picos nas curvas de DSC,
mas geram deslocamentos na linha de base [52]. A Figura 2.20 ilustra as principais
caracteristicas encontradas em termogramas resultantes de uma analise de DSC, na

qual é estudado o fluxo de calor em funcdo da temperatura.
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Figura 2.20: Curva caracteristica de DSC mostrando picos de transi¢c8es de primeira e segunda ordem

[53].

O funcionamento do DSC por fluxo de calor ocorre basicamente de forma que

a amostra e a referéncia séo dispostas sobre uma placa condutora e ambas aquecidas

pela mesma fonte de calor. Neste sistema, a cada reagdo o fluxo de calor e

7z

determinado pela placa condutora e medido por sensores térmicos que captam a

diferenca de capacidade térmica entre a amostra e a referéncia. Um esquema esta

apresentado na Figura 2.21.

Gas de arraste:
entrada saida

Fonte de calo.

Termopares

Tampa do forno

Disco
termoelétrico

Figura 2.21: Esquema de um analisador térmico de DSC por fluxo de calor [54].
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2.8 Difratometria de Raios-X (DRX)

A Difratometria de Raios-X (DRX) é uma técnica elementar na identificacéo e
caracterizacao de estruturas de compostos cristalinos. A partir dela, podem-se estudar
com detalhes as caracteristicas que compde um material cristalino, como a
identificacdo de fases, os parametros de rede e distancias Inter atbmicas [20].

Quando um feixe de Raios-X com frequéncia conhecida incide sobre uma rede
cristalina em que o comprimento de onda (1) € da mesma ordem que 0s espagcamentos
entre os atomos da rede acontecem os fendmenos de interferéncia construtiva e
destrutiva [20, 55].

A interferéncia construtiva somente ocorrerd se para cada feixe a diferenca das
distancias percorridas for um multiplo inteiro do comprimento de onda (1), satisfazendo

assim, a lei de Bragg. O feixe difratado pelo segundo plano de &tomos percorre uma

distancia a mais que o feixe difratado pelo primeiro plano de atomos, dada por PO +

w (Figura 2.22). Matematicamente [55], podemos escrever a condicdo de Bragg

como.

PO + 0Q = 2dpy;senf = mi (2.3)

Sendo dp,; a distancia interplanar, A o comprimento de onda incidente, 8 o angulo

de Bragg e m a ordem de difragédo (m = 1,2,3, ...).

0 N \0

\\ /'
\W/

d

Figura 2.22: Difragdo dos feixes de raio-X para um cristal [20].
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O funcionamento do difratdmetro de Raios-X (Figura 2.23) depende da forma
gue a fonte S gera o feixe de Raios-X que passa pelo colimador A e incide na amostra
C que se encontra sobre o suporte H. Por consequéncia, a amostra € rotacionada em
torno do eixo O perpendicular ao plano da Figura 2.23.

O feixe difratado passa pelos colimadores B e F e incide no detector G,
localizado sobre o suporte E. Os suportes E e H sdo anexados mecanicamente de
forma que o movimento de 26 graus do detector € acompanhado pela rotacéo de 6
graus da amostra. Toda faixa de angulos pode ser varrida pelo contador com
velocidade constante, ou 0 mesmo pode ser posicionado em uma posicéo desejada.

A intensidade do feixe difratado é aferida pelo contador que pode ser um

contador Geiger, proporcional, de cintilacdo ou um semicondutor [20].

Circulo do
Difratometro

Figura 2.23: Representacdo de um difratdmetro de Raios-X [20].
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3 MATERIAL E METODOS

Para as andlises com as técnicas de Espectroscopia Raman, DSC e DRX foi
utilizado o aminoacido L-Leucina (BioUltra) com grau de pureza = 99,5% na forma de

po policristal.

3.1 Espectroscopia Raman

As analises de espectroscopia Raman foram realizadas em um microscopio
Raman confocal (SENTERRA, Bruker, Alemanha) equipado com trés lasers de
excitacao (532 nm, 633 nm e 785 nm) e uma plataforma motorizada com movimentos
nos eixos xyz, pertencente ao Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP-
UEM).

Por ser um microscoépio confocal, deve-se destacar que somente a radiacao
dispersada pela area focada € detectada (plano confocal 2). Isso elimina a radiacéo
dispersada por uma area menos focada (plano confocal 1), pois estas séo bloqueadas
pela abertura confocal. A abertura confocal pode ser na forma orificio ou fenda
retangular. Um esquema do modelo confocal esta apresentado na (Figura 3.1(b)).

Para efetuar as medidas foi selecionado o laser excitacdo de 532 nm, para
minimizar efeitos de luminescéncia, com poténcia nominal de 20 mW sendo focado
na amostra por uma lente de magnitude de 20 x. Por esta mesma lente o
espalhamento Raman é coletado e conduzido ao detector, uma camera CCD
refrigerada a 65 °C. A abertura confocal selecionada foi uma fenda retangular de
25x1000 um. A aquisigao foi realizada utilizando o programa de OPUS 7.2 configurado
com 3 s de tempo de integragdo, 20 varreduras, resolucdo espectral de 9-15 cm™ na
regido entre 4000-400 cm™. Os espectros obtidos sdo uma média das varreduras
programadas. O tratamento matematico em todos os espectros foi realizado utilizando
o programa gréfico.

Para as medidas em funcéo da temperatura foi utilizado o sistema de controle
de temperatura (T95, Linkam Scientific, Reino Unido) compativel com o microscopio
Raman confocal (Figura 3.2), composto com sensores de gas e de umidade. A
amostra foi condicionada na camara com janelas de quartzo e refrigerada a nitrogénio

liquido. O intervalo de temperatura medido foi entre -60°C a 200°C.
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Foram executadas medidas aquecendo a amostra e posteriormente resfriando-
a a uma taxa de 10°C/min. Para ambos os processos o sistema foi estabilizado por 6
minutos a cada 10°C variados. As medidas em temperatura ambiente (~21°C) foram
realizadas sem a camara de temperatura. A aquisicdo dos espectros Raman em

funcéo da temperatura foi obtida utilizando o programa Linkys 32 [56].

—) —— Abertura

Lente
Lente

Abertura confocal

SENTERRA

ng Vs

Lente

Lente

Plano focal 1

= Plano focal 2

Confocal

Figura 3.1: (a) Espectrometro confocal Senterra. (b) Figura esquematica do sistema confocal de captacéao
de radiacao [57].

Figura 3.2: (a) Controlador de temperatura T95, fonte e reservatério de nitrogénio liquido. (b) Camara de
temperatura acoplado ao microscopio.

51



3.2 DSC

As medidas foram realizadas em um calorimetro (Q20, TA instruments, USA)
pelo Professor Dr. Guilherme Miranda Pereira, Grupo GMPC do Departamento de
Quimica no COMCAP-UEM. A amostra, condicionada em um porta amostra de
alumina, foi submetida a uma taxa de aquecimento de 10°C/min, num intervalo entre
-60°C a 200°C com processo de aquecimento e resfriamento da amostra. A atmosfera

de aquecimento foi controlada com um fluxo de ar de 50 ml/min.

3.3 DRX

As medidas foram realizadas em um difratdmetro de Raios-X (D8 Advanced,
Bruker, Alemanha) pertencente também ao COMCAP-UEM, com radiacdo CuKa na
amostra em pé sobre porta amostra de plastico, no intervalo de 26 de 5° a 45° e
passos de 0,01°. Primeiramente foram realizadas medidas em temperatura ambiente
(~21 °C) com velocidade de varredura de 1,37 °/min. Posteriormente a amostra foi
condicionada em uma camara de temperatura controlada (XRD-900, Anton Paar) no
intervalo de temperatura entre 30 °C a 120 °C e velocidade de varredura de 1 °/min
com 0,5 s de interacdo por ponto. N&o foi realizada andlise por refinamento estrutural,
sendo os difratogramas obtidos comparados a ficha padrdo 00-030-1779-JCPDS.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo é dedicado a apresentacdo dos resultados de transi¢do de fase
no aminoacido L-Leucina em funcdo da temperatura utilizando espectroscopia
Raman, e para melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos foram também
utilizadas as técnicas de DSC e DRX. O L-Leucina foi caracterizado em temperatura
ambiente para as técnicas de Raman e DRX. Os simbolos utilizados para os modos

vibracionais descritos para o L-Leucina se encontram na lista de simbolos.

4.1 Caracterizagdo do policristal de L-Leucina em temperatura ambiente

(~21°C) por Espectroscopia Raman

A caracterizac@o do policristal de L-Leucina se deu no emprego da técnica de
Micro-Raman a temperatura ambiente (21°C), na qual os espectros referem-se aos
modos vibracionais da amostra [59,60]. Foi possivel identificar os modos vibracionais
relacionados a importantes grupos funcionais, tais como, CH, CH2, CH3, NHs, CO2 que,
em geral, sdo encontrados nos aminoacidos de cadeia alifatica.

Na Figura 4.1 esta apresentado um espectro Rama do policristal de L-Leucina a
temperatura ambiente, na regido de 3200 a 80 cm™. Nas Figuras 4.2, 4.3 e 4.4 estdo
apresentados os espectros divididos nas regides de 3200 a 2600 cm?, de 1800 a 800

cm? e 800 a 80 cm, respectivamente.

11z
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Figura 4.1: Espectro Raman geral do aminoé&cido L-Leucina (L-LEU) a temperatura ambiente (21°C) na
regido de 3200 a 80 cm™.

Na regido de altas frequéncias (Figura 4.2) pode-se destacar as bandas
associadas as vibragdes do tipo estiramento de CH (v CH) e CHs (v CHs) [58]. As
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bandas observadas em 2986 e 2967 cm™ sdo atribuidas ao estiramento assimétrico
do CHs (vas CHz), enquanto que as bandas em 2901 e 2870 cm* estédo associadas ao
estiramento simétrico do CHs (vs CHs). As bandas em 2959 e 2936 cm™ estdo

relacionadas com os estiramentos de CH (v CH) [58].

2901 — L-LEU

12000

10000

8000

6000

4000

Intensidade Raman (u.a.)

2000

0 A 1 A 1 A
3200 3000 2800 2600

Namero de onda (cm™)

Figura 4.2: Espectro Raman do aminoéacido L-Leucina (L-LEU) a temperatura ambiente (21°) na
regido de 3200 a 2600 cm™.

Na Figura 4.3 esta apresentado o espectro Raman do L-Leucina para a regido
compreendida entre 1800 a 800 cm. Destacam-se as bandas de 1626, 1583 e 1560
cm? referentes aos modos vibracionais associados ao estiramento de CO2 (v COz2)
[59]. A banda de 1456 cm™ corresponde a deformacdo angular assimétrica de CHzs
(das CH3) ao passo que em 1409 cm é associada a deformacédo angular simétrica de
CHs (8s CHB3) [59]. A maioria das bandas compreendidas entre a regido de 1375 a 1300

cm sdo associadas a deformacgédo angular da unidade CH (3 CH) [59]. Em 1239 cm-
! foi identificado o modo vibracional correspondente a tor¢do do CH2 (T CH2). Ja4 em

1186, 1176 e 1130 cm foram verificadas as bandas relacionadas a deformacéo
angular do tipo balanco do NHs* (r NH3) que refere-se ao grupo amida presente nos
aminoacidos e proteinas [2]. A regido espectral compreendida entre 1100 a 900 cm™
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€ caracterizada por bandas associadas ao estiramento das unidades CC (v C-C) e CN
(v C-N) [58]. As duas bandas em 846 e 838 cm™ sdo caracterizadas, respectivamente,
por deformagé&o angular do tipo balango do CHs (r CHs) e por deformagé&o angular fora
do plano de COz (y COz2) [59].
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Figura 4.3: Espectro Raman do aminoé&cido L-Leucina (L-LEU) a temperatura ambiente (21°) na
regido de 1800 a 800 cm™2.

Para baixas frequéncias (Figura 4.4), geralmente quando se tem namero de
onda abaixo de 150 cm sdo atribuidos as bandas Raman, modos vibracionais de
rede, que sdo modos em que todos 0s atomos presentes na célula unitaria do cristal
em questao, viboram em conjunto [16].

De acordo com a literatura para a regido no intervalo de 800 a 80 cm™ pode-se
verificar transicdo de fase estrutural [39]. No espectro Raman do amino&cido L-
Leucina foram identificadas as banda em 112 cm associada ao modo de rede da
estrutura do policristal [16], bandas acima de 150 cm em que destacam-se as bandas
presentes em 175 cm atribuida as tor¢ées da unidade CO2 (t CO2) e em 284 cm™?

da unidade CHs (t CH3) [59]. Foram caracterizadas também as bandas em 458, 404
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e 348 cm* que referem-se as deformacdes estruturais do esqueleto? da molécula (5
esqueleto). Ressalta-se que em 458 cm-* foi identificada uma torgédo da unidade NHs*
(t NHs*). Entretanto, esta caracteristica € encontrada em todos os aminoacidos para
esta regiao espectral [16, 61].

Encontram-se ainda as bandas 670 e 536 cm com fortes intensidades,
referentes aos modos vibracionais de deformacao angular do tipo abano e balanco da
unidade COz (w CO2 e r CO2) [59].

Os centros das bandas obtidas e todas as atribui¢cdes discutidas acima estao
exibidos naTabela 4.1 a seguir.
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Figura 4.4: Espectro Raman do aminoé&cido L-Leucina (L-LEU) a temperatura ambiente (21°) na
regido de 800 a 80 cm™.

8 O esqueleto de uma molécula representa a maior cadeia de ligacdes de atomos consecutivos
presentes na molécula [30].
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Tabela 4.1: Atribuicdo dos modos vibracionais do policristal de L-LEUCINA a temperatura

ambiente (21°).

Centro da banda Centro da banda obtido na literatura (cm-1) Atribuicéo
2986 2990 [58] Vas (CH3)
2967 2971 [58] vas (CH3)
2959 2959 [58] v (CH)
2936 2939 [58] v (CH)
2901 2900 [58] vs (CH3)
2870 2871 [58] vs (CH3)
1626 1623 [59] vw; v(CO2)
1583 1583 [59] vw; v (CO2)
1560 1560 [58] vw; v (CO2)
1515 1514 [59] Vw
1456 1457 [59] m; Bas (CH3)
1409 1410 [59] w; Os (CHa)
1342 1342 [59] m; O (CH)
1316 1315 [59] Vw
1298 1296 [59] Vw
1239 1240 [58] vw; T (CH2)
1186 1187 [59,60] w; r (NH3*)
1176 1178 [59] w; r (NH3*)
1130 1131 [59,60] w; r (NH3*)
1082 1083 [59,60] w; v (CN)
1031 1032 [58] vw; v (CN)
964 965 [58] w; v (CC)
945 947 [58] w; v (CC)
922 926 [58] w; v (CC)
846 849 [58] m; r (CHs)
838 838 [58] m; y (CO2Y)
776 777 [58] vw; 0 (CO2)
670 671 [58] w; w (CO2Y)
536 536 [58] r (CO2)
458 460 [58] 0 (esqueleto) + t (NHz*)
404 445 [58] O (esqueleto)
348 348 [16] O (esqueleto)
284 348 [16] T (CH3)
175 175 [16] T (CO2)
112 112 [16] Modos de rede

Simbolos: v: estiramento; &: deformacéo angular; t: torcdo; y: deformacdo angular fora do plano; r:

balango; w: abano; s: simétrico; as: assimétrico; w: fraco; vw: muito fraco.
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4.2 Analise Termica DSC e DTA

Na Figura 4.5 estdo exibidos os termogramas do policristal de L-Leucina. O
intervalo de temperatura utilizado foi de -60 °C a 190 °C e foram efetuados os
processos de aquecimento (Figura 4.5 (A)) e de resfriamento (Figura 4.5 (B)) da
amostra. As linhas tracejadas em preto, indicadas na Figura 4.5, mostram as
temperaturas de Tonset € Tofiset Obtidas da intersecgdo com a linha de tendéncia (em
verde) da linha de base.
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Figura 4.5: Termograma do aminoacido L-Leucina com variacéo térmica de -60 °C a 190 °C: (A)

Aquecimento e (B) Resfriamento.

Analisando os termogramas, verificou-se que para 0 processo de aguecimento
foi observada uma temperatura maxima no pico endotérmico, Tiansicaso €M
aproximadamente 78 °C, que esta de acordo com a literatura encontrada para valores
de transicao de primeira ordem do L-Leucina [32,38]. Outro aspecto observado foi o
inicio da transicao, Tonset, que se da em aproximadamente 51 °C e o seu fim, Toffset,

em aproximadamente 82 °C. No processo de resfriamento tem-se que a temperatura
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maxima no pico exotérmico, Transicao, S€ €ncontra em aproximadamente 74 °C com
inicio da transicao, Tonset, em aproximadamente 79 °C e final, Toftset, em 41 °C.
Sabe-se, de acordo com a literatura, que o intervalo de decomposicéo térmica
dos aminoacidos de cadeia alifatica se encontra aproximadamente entre 160 °C a
370 °C e para o L-Leucina este intervalo estd compreendido entre 207 °C a 342 °C,
com ponto de fusdo em 305,8 °C [60]. Confirmando estes valores, medidas de DTA
foram realizadas juntamente com as medidas de DSC, em que, verificou-se perda de
massa do policristal de L-Leucina entre 281 °C e 336 °C Figura 4.6. Desta maneira,
no intervalo de temperatura estudado no Raman (-60 a 180 °C) ndo h& processos de

decomposic¢éo do L-Leucina.
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Figura 4.6: Termograma com intervalo de decomposicao térmica do aminoacido L-Leucina compreendido
entre 281 °C e 336 °C.

Os termogramas mostram que a Tuansicao (Figura 4.5) tanto para o aquecimento
como para o resfriamento, sdo as mesmas nas quais foram observadas mudancas
nos espectros Raman, e ainda confirmam que o efeito térmico é reversivel. Estas

mudancas espectrais nao estariam mostrando mudanca estrutural, mas sim pequenas

59



deformacgBes na molécula, sem a quebra de nenhuma estrutura ou ligagédo, devido a
variacdo de volume na célula unitaria.

E razoavel admitir que para temperaturas acima da Transicao @ C€lula unitaria do
L-Leucina esteja sofrendo uma expansao e para baixas temperaturas uma contragao,
desta maneira os modos de vibracao ficam comprometidos, sendo os da rede menos
afetados do que os modos internos das molécula, isto porque as interagdes sao mais
fracas para os modos internos, que para o L-Leucina envolvem muito mais modos de
estiramento e deformacdes, do que tor¢cdes que estdo mais associados aos modos de
vibragao da rede.

Uma interpretacdo dos resultados de Raman, para o policristal em fungéo da
temperatura, em termos da célula unitaria é plausivel, por esta ser a menor unidade
gue se repete e que possui todas as caracteristicas de simetria da estrutura cristalina,
sendo assim foram realizadas medidas de difratometria de Raios-X (DRX) em funcé&o
da temperatura, ja que esta técnica propicia informacdes para o entendimento das
propriedades estruturais de um material cristalino como formacdo de fases,
identificacdo dos planos cristalograficos, parametros de rede, intensidade, distancia

entre planos, dentre outras caracteristicas [21].

4.3 DRX em temperatura ambiente (~21°C)

Na Figura 4.7 (A) € mostrado o difratograma do policristal de L-Leucina em
temperatura ambiente com angulo interplanar 26 entre 5° e 45° e seus respectivos
indices de Miller (hkl). As reflexdes na Figura 4.7 (B) sao referentes a ficha padréao 00-
030-1779-JCPDS obtida pelo programa X ExpertHighScore®. A identificacéo da fase
foi realizada por comparacéo a ficha. Observa-se a fase do L-Leucina (CeH13NO2)
referente a estrutura monoclinica de grupo espacial P21. As intensidades (Figura 4.7
(A)) mostram que o L-Leucina deste trabalho apresenta dire¢do preferencial com
relacdo ao eixo c. Um dos possiveis motivos para esta escolha preferencial pela
amostra pode ser devido a forma de preparagédo da amostra que foi utilizada pura, em
pé e na forma de policristal. Ndo foram realizados os procedimentos de moagem e

peneiramento.

9Programa gratuito, disponivel em: http://www.panalytical.com/Xray-diffraction-software/HighScore.htm
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Figura 4.7: (A) Difratograma de raios-X do L-Leucina em temperatura ambiente (~21 °C); (B) Linhas de
difracéo referentes a ficha padrdo JCPDS: 00-030-1779.

4.4 Espectroscopia Raman do L-Leucina em funcéo de temperatura

Nas Figuras 4.8 e 4.9 estdo apresentados os espectros Raman, de 3100 a 80
cm?, durante os processos de aquecimento e o resfriamento do L-Leucina,
respectivamente. O intervalo de temperatura foi de -60° a 180 °C variando a uma taxa
de 10 °C a cada medida. O aquecimento e o resfriamento foram realizados sem
remover a amostra da camara de temperatura, primeiramente foi realizada uma
medida em temperatura ambiente (~21°C), e em seguida realizado o processo de
aquecimento e posteriormente o resfriamento da amostra. A intengéo de investigar o
resfriamento foi verificar se as alteracfes espectrais seriam processos reversiveis ou
nao.

A escolha do intervalo de temperatura foi baseada nas medidas realizadas
utilizando a técnica de DSC, utilizada para monitorar possiveis transicées em uma

amostra mediante variagdo térmica. Para melhor vizualizagdo dos espectros Raman
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em funcdo da temperatura, em ambas, Figura 4.8 e 4.9, o nUmero de curvas em

funcdo da temperatura foi reduzido.
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Figura 4.8: Espectros Raman do aminoacido L-Leucina sob variacéo de temperatura de -60 °C a

Intensidade Raman (u.a.)
;
(

180 °C, na regido espectral de 3100- 80 cm™.

Resfriamento

3100 3000 2900 1500 1000 500
Nudmero de onda (cm™)

Figura 4.9: Espectros Raman do aminoacido L-Leucina sob variacéo de temperatura de 180 °C a

-60 °C, naregido espectral de 3100- 80 cm™.
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Devido as sutis mudancas nas bandas Raman em funcdo da temperatura, os
espectros foram selecionados em regides espectrais, apresentados nas Figura 4.10 e
4.11, para melhor visualizac&o, tendo também seu numero de espectros reduzido. Em
destaque os espectros para as temperaturas de 78 °C e 74 °C para 0s processos de
aquecimento e resfriamento, respectivamente, nas quais detectou-se o inicio das
mudancas espectrais, a estas temperaturas foram atribuidas o nome de temperatura
de transicéao.

Foram observados comportamentos similares para 0s processos de
aguecimento e resfriamento da amostra, com relacdo a deslocamento de bandas e
aparecimento ou desaparecimento das bandas Raman. As variacdes de intensidade
nao foram investigadas neste trabalho. Para os picos em 2986, 2968, 2960, 1559,
1373 e 1150 cm?, sendo os trés primeiros mostrados na Figura 4.10 e os demais na
Figura 4.11, foi observado comportamento semelhantes.

Durante o aquecimento do L-Leucina estas bandas tornam-se cada vez menos
expressivas, porém ao atingir a temperatura préxima a 78 °C, praticamente
desaparecem para as temperaturas superiores, sendo a maior temperatura de 180 °C.
Durante o resfriamento as bandas comecam a reaparecer a partir de 74 °C, com o
centro proximo ao da temperatura ambiente, até atingir forma espectral similar as
baixas temperaturas visualizadas no processo de aquecimento. Desta maneira, nota-

Se que 0 processo é reversivel.
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Foi observado a reversibilidade em funcdo da temperatura também para os
picos centrados em 176, 536 e 1409 cm™ (Figura 4.11), porém nestes ao invés do
desaparecimento das bandas houve deslocamento dos centros.

No aquecimento o deslocamento ocorreu para frequéncias menores a partir da
temperatura de 78 °C, e durante o resfriamento a partir de 74 °C as bandas tenderam
a retornar aos centros nos quais se localizavam nos espectros de baixa temperatura
para o processo de aquecimento. As atribuicfes estdo descritas na Tabela 4.1.

Para efeito de analise serdo estudados os comportamentos das bandas Raman
centradas em 176, 536, 2960 e 2986 cm™? devido a estas terem expressado
modificagdes mais significativas com a variagcao de temperatura.

A vista dos comportamentos observados para baixas temperaturas o
comportamento do L-Leucina se manteve estavel e semelhante ao obtido a
temperatura ambiente (~21 °C), sendo que as mudang¢as no comportamento
vibracional do L-Leucina ocorreram mais facilmente para altas temperaturas,
aproximadamente acima 76 °C.

As mudancas espectrais observadas em funcdo da temperatura fornecem
informagOes sobre a ativacdo ou inativacdo das bandas Raman, no caso do
aparecimento ou desaparecimento de bandas, ou ainda sobre alteracdo de modo
vibracional, relacionado ao deslocamento das bandas. Estas caracteristicas indicam
a existéncia de duas fases no L-Leucina, a primeira para baixa temperatura e a
segunda para uma temperatura maior, sendo a temperatura de transicdo de uma fase
para outra em torno de 76 °C.

De acordo com a literatura [16], quando se estuda o comportamento vibracional
para regides de baixas frequéncias deve-se investigar a relacdo entre os modos
internos e modos externos, este identificado para frequéncias abaixo de 150 cm™.
Esta regido foi investigada e préximo a temperatura de 80 °C (353 K), afirma-se
ocorrer transicao de fase estrutural no L-Leucina.

De modo geral, uma transicao de fase envolve variagcado da energia interna do
sistema analisado, a qual, usualmente, é estudada por calorimetria, pois esta fornece
informacgdes sobre transferéncias de calor do sistema para o meio das quais podem
envolver calor latente (transicdo de primeira ordem) ou mudancas no calor especifico

(transicéo de segunda ordem).
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Sendo assim para analisarmos as transi¢coes de fase observadas nos espectros
Raman em func¢éo da temperatura foi realizada andlise térmica do L-Leucina utilizando
a calorimetria diferencial de varredura (DSC) que registra o fluxo de energia calorifica
associado a transicdes de fase nos materiais em funcdo da temperatura, estas
medidas fornecem dados qualitativos e quantitativos dos processos endotérmicos e

exotérmicos da amostra [51].

4.5 DRXem funcédo de temperatura

Na Figura 4.12 estédo os difratogramas do policristal de L-Leucina em funcéo da
temperatura, em destaque o pico em 20 = 24° correspondente ao plano (0 0 4), o qual
mostrou maior deslocamento com o aumento da temperatura. Os difratogramas foram
obtidos variando-se a temperatura de 30 a 130 °C, sendo as medidas realizada a cada
10 °C.
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Figura 4.12: Difratogramas do policristal de L-Leucina com varia¢cdo de temperatura de 30 a 130 °C. Em
destaque o deslocamento do em 20 = 24° correspondente ao plano (0 0 4).

67



Observou-se pelos difratogramas do L-Leucina em fung¢do da temperatura um
maior deslocamento dos picos de difracdo relacionados ao parametro de rede c,
enquanto que o0s picos relacionados aos parametros a e b ndo apresentaram
deslocamento significativo. Nota-se que os picos de difragcdo que se deslocam em
funcdo da temperatura estdo alterando-se para a direcdo de menor 6.

Considerando a condicao de difracdo de Bragg (Equacao 2.3) podemos dizer
que com o0 aumento da temperatura a distancia interplanar dos planos cristalograficos
no eixo ¢ estd aumentando. N&o foi observada a presenca de novos picos ou
desaparecimento dos existentes mostrando que ndo ha a formacéo de uma nova fase
cristalina, corroborando mais uma vez com os dados de Raman e DSC que indicam

transi¢cOes de fase sem mudanca da estrutura cristalina.

4.6 Andlise datransicdo de fase do policristal de L-Leucina

Para buscar um melhor entendimento da transicdo de fase do L-Leucina em
funcdo da temperatura foi construida a Figura 4.13 (aquecimento), que mostra as
variacbes dos centros das bandas Raman para alguns grupos funcionais presentes
na cadeia principal (NHs* e CO2) e na cadeia lateral (CH e CHs) do L-Leucina.
Juntamente estdo mostrados os termogramas do DSC para efeito de comparacéo.

Como se trata de transicdo de fase reversivel, 0 mesmo comportamento foi
observado para o processo de resfriamento, por isso o dado ndo esta mostrado neste
trabalho.

Verifica-se na Figura 4.13 a presenca de trés tipos diferentes de
comportamentos dos centros das bandas Raman com relacdo a Tuansicao: 1) bandas
que se tornam despreziveis em altas temperaturas (2960 e 2986 cm); 2)
deslocamento do centro das bandas para menores energias em altas temperaturas
(176 e 536 cm?); 3) bandas que permanecem invariantes em fungdo da temperatura
(1186 cm).
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Figura 4.13: Posicédo dos centros das bandas Raman e termograma de DSC para o processo de
aquecimento do policristal de L-Leucina para as bandas selecionadas e suas atribuicdes.

b

As bandas correlacionadas a cadeia principal do L-Leucina sofrem
deslocamento dos centros das bandas em altas temperaturas ou se mantém
invariantes em funcdo da temperatura, ja as relacionadas a cadeia lateral mostram
desaparecimento da banda Raman para altas temperaturas. Estes comportamentos
podem ser descritos em termos das interacdes entre 0s grupos funcionais na molécula
do L-Leucina dentro da célula unitaria.

Para melhor entender a relacdo entre os grupos funcionais que apresentam
modo de vibragdo no espectro Raman e suas posi¢des dentro célula unitaria foi
confeccionada a Figura 4.14 e 4.15 utilizando o programa cristalografico Vesta'®.

Entender a configuracdo molecular e as interagcdes entre as moléculas no

policristal L-Leucina torna-se um fator de grande relevancia nas analises qualitativas

10 Programa gratuito, disponivel em: http://jp-minerals.org/vesta/en/download.html
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para estudo de transicdo de fase via espectroscopia Raman em fungcdo da
temperatura.

Na Figura 4.14 esté apresentada a estrutura cristalina do L-Leucina para mais
de uma célula unitaria, demarcada pelo retangulo, no plano bc. E possivel observar
que os grupos funcionais referentes a cadeia principal (NHs* e COz2) se localizam nos
planos cristalinos dos eixos cristalograficos a e b, enquanto que os grupos funcionais

da cadeia lateral (CH e CH3s) estéo dispostos no eixo c.

oo’
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L ® Atomos de nitrogénio

[ i 1 @ Atomos de carbono
=

|
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Cadeia Lateral Atomos de hidrogénio

Figura 4.14: Representacdo esquematica da célula unitaria do L-Leucina no plano bc, orientado na
direcdo do parametro de rede a.

7

Na Figura 4.15 novamente é mostrada a representacdo esquematica da
estrutura cristalina do L-Leucina para mais de uma célula unitaria, porém agora no
plano ac. Nesta configuracdo é possivel observar que devido ao tipo de arranjo
molecular do policristal, a formacgéo da estrutura cristalina é estabelecida por meios
de camadas paralelas ao plano ac. Tais camadas sdo mantidas unidas por meio de
interacdes fracas, pelas ligacdes de hidrogénio [24].

Quando se tem cadeias laterais alifaticas grandes, como o caso do L-Leucina,
0s grupos funcionais estéo restritos a interagir com moléculas de cargas opostas o
gue leva ao arranjo de camadas [33]. Para aminoacidos de cadeia lateral alifatica curta
verifica-se uma maior proximidade entre as moléculas, por consequéncia ndo ha a
formacdo de camadas e sim uma espécie de entrelacamento entre as moléculas

dentro da célula unitaria.
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Por apresentarem a forma zwitterion, na qual o grupo carboxilico (CO2") doa um
proton ao grupo amina (NHs*), leva a uma mesma molécula conter dois grupos
funcionais com cargas opostas. A interacéo entre 0s grupos funcionais se da por meio
das ligacfes de hidrogénio. Este tipo de interacdo fraca ocorre quando atomos de
hidrogénio séo ligados de forma covalente a atomos fortemente eletronegativos, tais
como oxigénio, nitrogénio ou fldor. Quanto mais eletronegativo o 4tomo, maior a
atratividade entre eles e os atomos de hidrogénio [20]. Esta interacdo € observada
para a cadeia principal da estrutura cristalina onde encontram-se os grupos funcionais
de COz e NHs* dispostos nos planos a e b.

Entre moléculas vizinhas, além das interac6es por ligacdes de hidrogénio,
existe também a possibilidade de ocorrer interacées dipolo-dipolo, de forma que os
grupos funcionais amina ionizados negativamente estdo muito proOXimos aos grupos
funcionais carboxilicos vizinhos ionizados positivamente. Assim, uma ligacéo entre as

moléculas pode ser formada por meio dos grupos funcionais carregados [33].

® Atomos de oxigénio

@ Atomos de nitrogénio

@® Atomos de carbono
Atomos de hidrogénio

Figura 4.15: Representacédo esquematica da célula unitaria do L-Leucina no plano ac, orientado na
direcdo do parametro de rede c.

Diante do exposto com relagdo ao arranjo molecular do L-Leucina na célula

unitaria e dos tipos de interacdes entre as moléculas em uma célula e com sua
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vizinhanga, pode-se entender que mesmo as interagdes sendo fracas entre as
moléculas de L-Leucina, dentro da estrutura cristalina, a variacao de temperatura de
-60 até 180 °C, aplicada para espectroscopia Raman, nao foi suficiente para
mudancas estruturais, e sim uma transicado de fase para baixa e alta temperaturas.

Verificou-se também mudanca dos modos vibracionais para grupos funcionais
da cadeia principal e inativacdo Raman para os grupos funcionais da cadeia lateral.

Entretanto os resultados do DRX mostram que ha uma direcdo com relacéo
aos planos cristalograficos no qual é possivel observar mudancas em funcdo da
temperatura.

Para melhor entender a relacdo da transicao de fase observada no Raman e
os parametros de rede da estrutura cristalina do L-Leucina foram calculados os
parametros a, b e c em fungédo da temperatura.

Primeiramente foram calculadas as distancias interplanares (dyy;) utilizando a
Equacdo 2.3 e o plano (0 0 4) com 26 = 24,306°, . = 1,5409 A e m = 1, em funcéo da
variacdo de temperatura no DRX. Com posse destes dados foram calculados os
parametros ¢ também para cada temperatura utilizando a Equacéao 4.1 [55].

1 k? 2hkcosp 12

= [h—2+———+— 4.1
" sen?2B la? ' b2 ab c? (4.1)

2
dpki

Descrita para uma estrutura monoclinica, que fornece as relacdes entre o
espacamento interplanar d;y;, 0s parametros de rede (a, b, ¢), os angulos entre planos
(a, B,v) e os planos (hkl), com a = y=90° e 8 = 94,09° (de acordo com a ficha padrao
00-030-1779-JCPDS).

Com o parametro c foram calculados os também em funcéo da temperatura, os
parametros a e b sucessivamente, utilizando as equacdes 2.3 e 4.1 e os planos (2 0
5) (26 = 36,837°) para o parametro a e (-1 1 4) (26= 30,570°) para o parametro b. O
angulo entre planos g = 94,09° foi considerado constante em funcéo da temperatura
para o intervalo estudado.

Com os parametros a, b e ¢ calculados foi possivel também calcular o volume
da célula unitaria (V) expresso por: V = (abc)senp.

A Figura 4.16 apresenta os valores calculados para os parametros a, bece o

volume da célula unitaria em funcdo da temperatura. Pode-se verificar que o0s
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parametros de rede a e b apresentam um comportamento linear para o policristal em
funcdo da temperatura, ja na o parametro de rede ¢ mostra dois comportamentos
distintos com Tansicao proxima a 80 °C, tal como para espectroscopia Raman.

O volume da célula unitaria varia com a temperatura, porém, por ser uma
grandeza dependente diretamente dos trés parametros de rede, ndo é possivel
evidenciar uma Transicao, Mas sim o intervalo de temperatura no qual o volume da
célula sofre alteracbes que esta, aproximadamente, entre 70 a 110 °C.

Correlacionando os resultados de Raman com os de DRX pode-se mostrar que
o policristal L-Leucina tem transi¢céo de fase em torno de 74 °C, devido a expanséo da
célula unitaria para altas temperaturas, sem que esta sofra qualquer mudanca em sua
estrutura cristalina. E que as cadeias laterais das moléculas, dispostas paralelamente
ao eixo c, compostas majoritamente por vibracbes do tipo estiramento de
grupamentos CH s&o as que mais se alteram no espectro Raman, pois suas bandas
tornam-se inexistentes para altas temperaturas.

Nesta regido espectral, de altas frequéncias, sabe-se que a mesma é
conhecida por ser muito sensivel a rearranjos conformacionais, especialmente para
estes grupos funcionais, o que leva a mudancas na orientacdo das moléculas na célula
unitéria [25]. Além disso, de acordo com Andrew, E. R. e colaboradores [31], a partir
da transicdo de fase detectada, que para o cristal de L-Leucina se da em
aproximadamente 79 °C, sdo observadas mudancas conformacionais nas cadeias
laterais de aminoacidos alifaticos, grupo ao qual pertence o L-Leucina.

As cadeias principais compostas por grupamentos amina e grupos carboxilicos,
apresentam mais atividade Raman com relacéo a tor¢oes e deformacdes fora e dentro
do plano, estas sdo menos influenciadas com a variacao de temperatura, pois 0s picos
Raman ou sofrem pequenos deslocamentos para menor energia com o aumento da
temperatura ou nao se alteram significativamente, sendo a cadeia principal disposta
paralelamente aos eixos a e b.

De acordo com o DRX a expansédo da célula unitaria durante o aumento de
temperatura esta na direcdo do parametro c, corroborando com as alteragcdes no
espectro Raman.

De acordo com a literatura [39], é relatada uma transicdo de fase para o L-
Leucina na temperatura de 80 °C (353 K), relacionada com mudanca de simetria

devida a rapida reorientacdo (da ordem de picosengundos) do hidrogénio da cadeia
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principal, entretanto no mencionado trabalho os autores consideram g variavel com a

temperatura.
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Figura 4.16: ParAmetros de rede (a, b, ¢) do L-Leucina em func¢éo da temperatura: (A), (B) e (C). Relagéo
entre volume da célula unitaria e variacao de temperatura: (D).

O policristal L-Leucina por ter arranjo em camadas dentro da estrutura cristalina
permite o distanciamento entre suas moléculas sem quebra de nenhuma ligacéo entre
0S grupamentos quimicos, desde que o intervalo de temperatura ao qual seja
submetido ndo esteja envolvendo processos de perda de massa. Este sistema em
camadas é possivel devido a cadeia lateral alifatica grande do L-Leucina que propicia
interacOes fracas entre suas moléculas, o que possivelmente facilita a transicdo de
fase para altas e baixas temperaturas, garantido a sua reversibilidade.

Isto mostra que a transicdo de fase observada no Raman também pode ser
analisada no DRX, porém os espectros Raman além de fornecer as mesmas
informagdes que o DRX em termos da estrutura cristalina, permite ainda avaliar
quanto aos modos vibracionais de molécula com relacdo a cada grupo funcional
Raman ativo. A espectroscopia Raman ainda corrobora com a deteccdo da
temperatura de transicéo de fase obtida por meio do DSC.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Concluiu-se que com a espectroscopia Raman obteve-se uma analise em nivel
molecular dos modos vibracionais do L-Leucina na regido do infravermelho médio. Foi
realizada a caracterizacdo dos espectros primeiramente a temperatura ambiente. Em
seguida foram realizadas as medidas Raman em funcéo de temperatura em intervalo
de -60 °C a 180 °C em processos de aquecimento e resfriamento, com a intencao de
verificar a reversibilidade da transicéo de fase observada para o L-Leucina.

Os espectros Raman em funcdo de temperatura mostraram mudanga no
comportamento das bandas relacionadas aos grupos funcionais de CH, CHs, CO2 e
NHs*. Os comportamentos observados foram trés: 1) Bandas que tornaram-se
inexistentes com o aumento da temperatura; 2) Bandas que sofreram deslocamento
para valores de menores energias com 0 aumento da temperatura; 3) Bandas que
permaneceram invariantes com a variacao de temperatura. Para todos 0S processos,
observou-se que se trata de processos reversiveis.

Com a utilizacéo a técnica de DSC foi confirmada duas fases para o L-Leucina
uma em alta e outra em baixa temperatura, sendo a temperatura de transicdo de
~76 °C. A técnica ainda mostrou que as transicdes sao reversiveis dentro do intervalo
de temperatura estudado. Os mesmos fatos foram observados na espectroscopia
Raman em termos das andlises das bandas em funcéo da temperatura.

Com o DRX confirmou-se também transicdo de fase e a temperatura de
transicédo, avaliada pela variacdo do parametro de rede c da estrutura cristalina do L-
Leucina em funcdo da temperatura. Os demais parametros de rede a e b pertinentes
a estrutura monoclinica do L-Leucina mostraram comportamento linear dentro do
intervalo de temperatura estudado neste trabalho.

Ainda com o DRX foi possivel confirmar que a transicdo de fase afetava
principalmente os grupos funcionais da cadeia lateral do L-Leucina, pois estes estao
dispostos paralelos ao eixo cristalografico ¢, parametro que mostrou a transicao de
fase no DRX, e verificar que os grupos funcionais dispostos paralelamente aos eixos
a e b, pertencentes a cadeia principal do policristal, ndo sofrem alteracbes
significativas, possivelmente por se terem vibragcdes moleculares de deformagdes e

torcOes, mais evidentes nos modos vibracionais da rede.
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A transicdo de fase no L-Leucina € uma resposta da expansao da célula unitaria
do policristal, composta por quatro moléculas de L-Leucina que tem seus modos de
estiramentos afetados durante o aguecimento, entretanto esse processo é reversivel,
0 qual ndo permite afirmar que a transicao seja estrutural.

Portanto, a espectroscopia Raman, apesar de ndo ser uma técnica classica
para a obtencdo de transicbes de fase, demonstrou-se eficiente para este fim por
fornecer informacdes tanto quanto a estrutura, bem como vibragdes moleculares.

Como perspectiva de trabalhos futuros e para a continuidade desse trabalho,
fica a possibilidade de um estudo mais aprofundado por difratometria de raios-X,
assim como, o estudo tedrico de simetria de grupos relacionado aos modos
vibracionais de rede da estrutura cristalina. Além do policristal L-Leucina, sera
buscado realizar estudos pelas técnicas utilizadas em outros aminoacidos, como por
exemplo em outros aminod&cidos alifaticos e nos aroméaticos, buscando correlacionar

os efeitos investigados com os processos biol6gicos do organismo humano.
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