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RESUMO

Neste trabalho estudamos o aminoacido L-alanina por espectroscopia Raman quando so-
lubilizado em meio aquoso mediante a variacao pH, com o objetivo de investigar possiveis
alteragoes espectrais devido a este agente externo. Quando solubilizado em meio aquoso,
o aminoacido tende a apresentar forma zwitterion enquanto que, para meios acidos e
basicos, apresenta forma protonada e desprotonada, na devida ordem. Os processos de
protonocao e desprotonacao podem ser observados por meio dos modos vibracionais ca-
racteristicos de cada grupo funcional, como consequéncia da admissao ou da concessao do
fon HT para a solugdo, alterando os grupos funcionais COO~ e N Hj , respectivamente.
Complementarmente, fizemos o crescimento de cristais de L-alanina em meios 4dcidos, basi-
cos e neutro. Da mesma maneira, os cristais foram analisados por espectroscopia Raman,
onde os cristais dcidos apresentaram alteracoes espectrais semelhantes aos solubilizados
em pH &acido, ja os cristais basicos resistiram a sua forma zwitterion. Ainda, estes cristais
foram submetidos a andlises de difracao de raios X com o intuito de visualizar alteracoes
estruturais da célula unitaria, técnica esta que corroborou com os resultados obtidos por
espectroscopia Raman, observando mudancas nos cristais acidos apenas. Portanto, ape-
sar das técnicas observarem efeitos fisicos diferentes, ambas foram complementares nas
andlises dos cristais. Além disto, a espectroscopia Raman também mostrou-se eficiente
em relacao as alteragoes moleculares do aminoacido L-alanina solubilizados em diferentes

meios.

Palavras chave: Aminoacido, variacao de pH, espectroscopia Raman.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

Os aminoacidos foram descobertos a partir de 1806 e desde entao, muitos estudos a
cerca deste material estao sendo desenvolvidos, principalmente devido a sua importancia
biolégica. Estes compostos sao normalmente conhecidos como monoémeros de proteinas,
ja que quando combinados sao a base formadora destas macromoléculas [1].

As proteinas estao diretamente ligadas a processos bidlogicos e sao formadas por meio
de ligagoes covalentes entre os aminodcidos. Quando os aminoacidos combinam-se uns com
os outros distintivamente, geram proteinas diferentes e com funcgoes diferentes. Existem
cerca de 20 aminoacidos encontrados em mamiferos, os quais possuem uma estrutura
muito semelhante, diferindo-se uns dos outros pelo seu radical. Estes radicais determinam
nao s6 a atividade bioldgica destes compostos, como também, propriedades quimicas,
Opticas e estruturais [2].

Dentre essas propriedades, a propriedade estrutural do aminoacido pode ser afetada
de diferentes formas, como por exemplo, solubilizando-o em diferentes meios. Por possuir
carater anfétero, em meio aquoso e de pH neutro, estes compostos sao encontrados em sua
forma zwitterion sendo eletricamente neutro e possuindo dois grupos funcionais idnicos:
COO~ e NH; . Quando em pH &cido ocorre o processo de protonacdo, o qual o grupo
COO~ do aminodcido recebe um fon H* do meio, tornando-se COOH. J4, para o meio
basico, ocorre o processo de desprotonacao, onde o grupo NH; perde um fon para a
solucao, tornando-se N Hy. Quando estes processos ocorrem, tem-se as respetivas formas
do aminodcido: cationica, neutra e aniénica [2].

Ainda, algumas outras propriedades podem ser influencidas como consequéncia da



variacdo de pH do meio, como as propriedades 6pticas. Ou seja, quando o material
cristaliza-se, como resultado de uma solugao supersaturada entre soluto e solvente, temos
a formacao de cristais. Estes cristais estao sendo estudados por possuirem propriedades
Opticas nao lineares, dentre elas, ser promissores no desenvolvimento de sensores e sistema
piezoelétricos [3-6].

Desta forma, o objetivo neste trabalho é avaliar as alteragdes moleculares existentes
na solubilizagao do aminoacido em diferentes meios e observar se estas mudancas podem
fornecer informagoes a cerca dos cristais crescidos em diferentes valores de pH. Para que
em um proximo trabalho, seja possivel a avaliacao das propriedades 6pticas destes cristais
resultantes da variacao de pH. Para isto, a espectroscopia Raman vem sendo muito utili-
zada para caracterizar e monitorar mudangas nos modos vibracionais das moléculas, tanto
solubilizada como em amostras cristalinas. Complementarmente, a técnica de difracao de
raios X, a qual visa a analise estrutural de moléculas cristalinas, pode auxiliar na deteccao
destas possiveis mudancas [5,7].

Portanto, este trabalho esta dividido em cinco capitulos basicamente. De forma que,
no primeiro capitulo expoe uma breve fundamentacgao tedrica a respeito dos aminoacidos,
abordando o aminoacido L-alanina, o qual foi utilizado neste trabalho. Posteriormente, no
segundo capitulo, preocupou-se em abranger os conceitos gerais das técnicas utilizadas, no
caso, espectroscopia Raman e difragao de raios X. Ainda, no terceiro capitulo, descreveu-
se os materiais utilizados, bem como, a forma como foram preparados e também, as
configuragoes de andalise para cada técnica. Adiante, no quarto capitulo, apresentou-se os
dados coletados experimentalmente juntamente com suas respectivas andlises. Por fim,
encontra-se as conclusoes obtidas para este trabalho, seguido das perspectivas futuras de

continuidade.



CAPITULO 1

FUNDAMENTACAO TEORICA

Este capitulo apresenta uma breve fundamentacao tedrica, com base na literatura, a
respeito dos aminodcidos, em especial o L-alanina. Além de consideragoes gerais sobre

proteinas e crescimento de cristais.

1.1 Aminoacidos:

Os aminoacidos naturais foram notados a partir de 1806, por meio do aminoacido
Asparagina que foi encontrado e isolado no aspargo pelos quimicos Pierre Jean Robiquet
(1780-1840) e Louis Nicolas Vauquelin (1736-1829) [8]. A partir desta descoberta, novos
aminoacidos foram encontrados e atualmente, ja foi possivel a identificacdo de mais de
300 [1].

Dentre estes aminodcidos, apenas 22 sio considerados proteinogénicos! [10]. Entre eles,
apenas 20 sdo comumente encontrados em mamiferos [1] e os outros dois: Selenocisteina,
e Pirrolisina podem ser encontrados apenas em procariotos? [10].

Os 20 aminoacidos sao também conhecidos como a-aminoacidos, pois nessas moléculas,
o carbono central («) liga-se com um grupamento amino (—N Hsy), um grupamento de

acido carboxilico (—COOH), um hidrogénio (—H ) e uma cadeia lateral, também chamada

! Aminoécidos proteinogénicos sdo aminoécidos que podem constituir proteinas e que sdo produzidos
pelas células mediante um determinado cédigo genético [9].

2Procariotos englobam todos os tipos de bactérias por serem unicelulares e nido possuir verdadeira-
mente um niicleo, nem organelas em seu citoplasma [11].



de radical (-R), conforme esquematizado na figura 1.1.

R

Figura 1.1: Representagdo da estrutura de um aminoécido [12].

O carbono « é assimétrico em todos os aminoacidos, conhecido também como carbono
quiral ou opticamente ativo devido ao arranjo tetraédrico dos orbitais de ligagao dos quatro
grupos substituintes, os quais, podem ocupar duas disposigoes espaciais distintas [2,10].
Com excecao do aminoacido glicina, que apresenta em seu radical um outro hidrogénio
ligado ao carbono central, sendo opticamente inativo [1].

As disposigoes espaciais dos grupos ligados ao carbono quiral podem gerar imagens
especulares que nao se sobrepoem umas as outras [10], conhecidos como enantiémeros.
Esta caracteristica faz com que as moléculas que possuem centros quirais ativos consigam
desviar a luz plano-polarizada. Quando a luz ¢é desviada para a esquerda, designa-se que a
molécula é levogira, abreviada por meio da letra L. Quando a luz desvia-se para a direita,
abrevia-se por meio da letra D de dextrdgiro [2]. A figura 1.2 mostra a representacao dos

enatiomeros de aminoacidos.

Figura 1.2: Esquematizacdo dos enantiémeros de um aminoacido [13].

Os aminoacidos do tipo L-estereoisdbmeros sdo sempre encontrados nas moléculas pro-

téicas. Enquanto que, os D-aminoacidos foram notados apenas em pequenos peptideos,



incluindo antibidticos e paredes celulares bacterianas [2].

Jé4 as cadeias laterais tem por objetivo definir o aminoacido e o caracterizar em tama-
nho, solubilidade e carga elétrica. Podendo também, ser classificados de acordo com suas
propriedades 6pticas, funcionais, quimicas e estruturais [2]. Desta forma, pode-se classifi-
car os aminodcidos principalmente em: a) essenciais e nao essenciais [10] e b) polaridade
e carga dos radicais [2].

a) Essenciais e nao essenciais:

Essenciais sdao os aminoacidos que estao contidos nos alimentos e que o organismo
humano nao tem a capacidade de sintetizar. Por outro lado, aminoacidos nao-essenciais
sao aqueles que o organismo pode sintetizar, nao sendo necessario a ingestao deles. Na

tabela 1.1 é apresentado os aminoacidos e suas respectivas classificacoes.

Tabela 1.1: Classificagao dos aminoacidos em essenciais e nao essenciais.

Essenciais Nao-essenciais
Arginina Alanina
Histidina Aspargina

Isoleucina  Acido Aspértico

Leucina Cisteina
Lisina Acido Glutamico
Metionina Glutamina
Fenilalanina Glicina
Treonina Prolina
Triptofano Serina
Valina Tirosina

b) Polaridade e carga dos radicais:
Os aminoacidos também podem ser classificados de acordo com suas cadeias laterais,
conforme esquematizado na figura 1.3, na qual a polaridade e carga das cadeias foram

utilizadas como critério de especificacao.

e Aminoacidos com cadeias laterais apolares e alifaticas: os radicais desta classe sao
hidrocarbonetos sendo caracterizados como grupamentos quimicos hidrofébicos apo-

lares, ou seja, possuem dificuldade em dissolver-se em agua;



Aminoéacidos com cadeias laterais aromaticas: possuem em sua cadeia lateral um

anel aromético e sao relativamente apolares (hidrofébicos);

Aminoacidos com cadeias laterais polares nao carregadas: os radicais deste grupo sao
hidrofilicos, interagindo sem dificuldade com a agua devido a formagao de ligagoes

de hidrogénio;

Aminoacidos com cadeias laterais carregadas negativamente - acidos: os radicais
deste grupo encontram-se completamente ionizados devido ao grupo carboxilico car-

regado negativamente a pH neutro;

Aminoacidos com cadeias laterais carregadas positivamente - basicos: os radicais

destes aminoacidos apresentam carga positiva quando em pH neutro.

Grupos R apolares, alifaticos Grupos R aromaticos
(FOO_ coo~ (FOO_ Coo~ Coo0~ 00~ COo0~
+ + H + + + +
H;-.N—(lz—H H;;N—({:—H L i H;;N—‘TL—H H_‘,-N—(ll—H H;;N—Klz—H H,N— | —H
HN CH
H CH; “ : CH CH, CH, CH,
H,C——CH, cf1, cm, | -
Glicina Alanina Prolina Valina \N'H
Coo~ coo~ Coo- o
_ ] <k
H;;I\—?—H H,N—C—H H.N—C—H
CH. H—é—CHs '[lez Fenilalanina Tirosina Triptofano
| | |
CI/-ISI\-ICH EHE EHZ
? Hy | Grupos R carregados positivamente
CH, CcO0~ COoO0~ CO0~
Leucina lsoleucina Meticnina - - B
HN—C—H I-L-,N—(lj —H H;N—C—H
‘%Hx CH, | H,
Grupos R polares, nao carregados CH, (leg C—NH
.Y
C00- €00~ 00" bm, - CcH
o ow m . =
H:N—C—H H:;I\—(lz —H H;:N—C—H | g IIIH H
H, H—(—OH H, *NH; C=NH,
H CH; H NH,
Serina Treonina Cisteina Lisina Arginina Histidina
(EOO - cCOO0~ Grupos R carregados negativamente
Hﬁi—tlz—}l H,,.SJ—tlz—H Co0~ (aolo
(|:H2 (leg H,,.SI—tTJ‘—H HJJ—&—H
CH. H.
/C\ (|3Hg | 2 | 2
HN 0 c €00~ CH,
VN |
L €00~
Asparagina Glutamina Aspartato Glutamato

Figura 1.3: Classificacdo dos aminodcidos considerando suas cadeias laterais [2].



Além disto, os aminoacidos sao considerados anféteros devido aos dois grupos funcio-
nais ionizaveis: um que atua como base - grupo amino e outro que atua como acido - acido
carboxilico. Assim, pode ocorrer transferéncia de prétons entre os grupos, formando ions
dipolares, conhecido como zwitterion. A maioria dos aminodcidos sao encontrados nesta
forma quando neutros ou solubilizados [2].

Desta forma, pode-se afirmar que ocorre mudanga da carga do aminoacido em fungao
da variagao do pH do meio em que a molécula esta imersa. Logo, quando o pH do meio
¢ 4cido o grupo écido carboxilico recebe um fon H*t da solugdo, e o grupo amino tende
a ficar ionizado, originando um cation, assim, o aminoacido é dito protonado. J& para o
caso contrario, no qual o pH do meio é bdsico, o grupo amino doa H™ ao meio e o grupo
acido carboxilico torna-se um anion [2], desta forma, o aminoacido ¢é dito desprotonado.
No valor de pH no qual as cargas dos aminoéacidos se igualam, ou seja, a concentragao da

forma zwitterion é maxima, denomina-se ponto isoelétrico (pI) [1], conforme ilustrado na

figura 1.4.
Cation Zwitterion Anion
R R © R e
P PK, P PKy ) P
NH;—C—C ~ —ouo NH;—C—C NH,—C—C
|\ N $ \
H O H O -
N
pH acido pH neutro pH basico
Carga Liquida: +1 Carga Liquida: 0 Carga Liquida: -1

Figura 1.4: Esquema da dissociacao do aminoacido em diferentes meios, com suas respec-
tivas cargas. Adaptado de [14].

Os valores de pH e pK, indicado na figura 1.4, sdo formas de representar a concentragao
de prétons (pH) e a constante de equilibrio para ionizacdo (pK). Sendo o pK a medida
quantitativa da disposi¢do de um determinado grupo de doar prétons [2], definido por

meio da expressao 1.1.

1
K =log— = —logK 1.1
pK = log—> = —log (1.1)
sendo K uma constante de dissociacdo do grupo carboxilico, que pode ser expressa por.

_[HAI

Y]

(1.2)



no qual /1 a forma isoelétrica e I a parte protonada [1].

Desta forma, é possivel também obter estes valores por meio de curvas de titulacao, as
quais indicam as propriedades acidas e basicas do aminoacido, conforme sera apresentado
na figura 1.6 para o aminoacido L-alanina.

Assim, cada aminodcido possui suas caracteristicas préprias que sdo determinadas por
meio do radical acoplado a um carbono quiral, juntamente com os outros grupos. Como
ja dito, os aminoacidos sao extremamente importantes para o bom funcionamento do
organismo, sendo dividido em essenciais e nao essenciais [1], estando presente em alimen-
tos [15], sinteses proteicas [2] e até suplementacao alimentar de atletas [15,16]. Ademais,
atuam diretamente na agricultura de forma a aumentar a resisténcia da planta ao estresse
hidrico e de alta temperatura, aumentar a tolerancia ao ataque de pragas e doencas, sao
compostos intermediarios dos hormonios vegetais endogenos e apresentam efeito comple-
xante em nutriente e outros agroquimicos [17]. Complementarmente, por serem cristais
organicos, os aminoacidos tem demonstrado um grande potencial em aplica¢ées Opticas
nao lineares, como: conversao de frequéncias [3], modulacao eletro-6ptica [3], aplicagoes
piezoelétricas [18] e em sensores [4]. Logo, para cada aminodcido é possivel obter diferentes

respostas devido a suas diversas propriedades.

1.2 L-alanina:

O aminodcido L-alanina possui em seu radical um grupamento metil (—C Hj), devido a
isto, é considerado um aminoécido de cadeia curta e aberta [2]. Também, por nao possuir
diferenca de eletronegatividade na molécula, é considerado um aminodcido apolar [2].
Como consequéncia disto, nao possui um alto indice de solubiliza¢do em meio aquoso [19].

Seu carbono « (C,) possui quiralidade, pois estd ligado a quatro grupos quimicos
diferentes: radical metil (C'Hj), grupo carboxilico (—COOH ), grupo amino (N Hy) e um
hidrogénio (H). A forma molecular do alanina é C3H;NO,. A figura 1.5 (a) apresenta a

molécula nao idnica e a (b) a forma ionica.



(a)

Figura 1.5: Representacdo da molécula de L-Alanina: (a) forma néo ibénica [20], sendo
carbono=cinza, hidrogénio=cinza claro, oxigénio=vermelho e nitrogénio=azul (b) forma

ionica - zwitterion [21].

Considerando as propriedades acido-base dos aminoédcidos, o aminoacido L-alanina
é encontrado em sua forma idnica, também dita zwitterion apresentado na figura 1.5
(b), quando sélido ou solubilizado. Por possuir cardter anfétero, assim como os outros

aminoacidos, interage tanto em meios acidos como em meios basicos, gerando uma curva

H4C

de titulagao caracteristica, conforme apresenta a figura 1.6.

| H

H,N-C- COO"
CHs

FORMA i

Regldo de
tamponamento
T N

0.

o
)

Eguivalentes OH™ adicionados
°

o

Regido de
tamponamento

,-—/J

[ = [m]E

FORMA I

H H
*HN-C-COOH | |*H,N-C-COO™
1
CH, CHs
FORMA 1l

O

®NH;

2

Figura 1.6: Curva de titula¢do para o aminodcido L-alanina [1].
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Desta forma, descrevem-se trés situagoes: pH acido, pH basico e pH neutro.



e pH Aacido: a medida que o pH do meio torna-se mais acido, obtem-se a forma proto-
nada deste aminoécido, devido o recebimento de H* do meio para o grupo carbo-
xilico, ficando com a forma I da figura 1.6: CH3CH(NH; )COOH. Em um ponto
médio estdo presentes, na solucdo, concentragoes equimolares das espécies doado-
ras (CH3CH(NH3)COOH) e receptoras (CH3CH(NH5)COO™), denominando-
se ponto de pK, ou pK;. Este ponto equivale ao valor do pH quando as espécies

doadoras e receptoras igualam-se. Para o L-alanina este ponto é dado em 2,34 [1,2].

e pH basico: conforme o pH do meio torna-se mais béasico, a forma desprotonada do
aminodcido L-alanina fica mais evidente devido a doacao de um préton H™ por parte
do grupo amino para o meio. Consequentemente, sua forma é a III na figura 1.6:
CH3CH(NH;)COO~. O ponto de pK, conhecido como pKj, ou pKy é de 9,1 [1] ou
de 9,69 [2]. Esta diferenca pode estar relacionada a temperatura e a concentragao

das solugoes, a qual nao foi informada na literatura.

e pH neutro: como ja dito anteriormente, este ponto é denominado isoelétrico, no
qual o aminoécido encontra-se totalmente na sua forma II, zwitterion, da figura 1.6
(CH3CH(NH;)COO™), no qual sua carga resultante ¢ nula e assume valores de
pl =5,7 [1] ou pI =6,01 [2].

Por meio da curva de titulagdo, é possivel obter informagoes a respeito da solucao,
como: medida quantitativa do pK dos grupos ionizaveis, bem como as eventuais regides
com potencial de tamponamento?.

Além do alanina ter este carater anfotero, ele é classificado como nao-essencial e possui
massa molecular de 89,09 g/mol [23]. Este aminoécido foi sintetizado em 1850 por Adolph
Strecker sendo o primeiro obtido sinteticamente. Ja em 1888, Weill definiu sua estrutura
quimica apds isolar o L-alanina ao estado cristalino partindo da hidrélise* da fibroina da
seda [24].

Este aminodcido possui grande importancia funcional no organismo, atuando prin-
cipalmente no processo de construcao e manutengao de proteinas. Como por exemplo:
durante a biossintese de proteinas, o alanina é incorporado na cadeia polipeptidica nas-

cente como resposta a 4 cédons genéticos. Além disto, por ter radical pequeno, o alanina

3Regido de Tamponamento - Regido onde a solucdo age como um tampao, ou seja, possui capacidade
de atenuar a variac@o dos valores de pH, mantendo-se constante mesmo com adigéo de dcidos ou bases [22].
4Hidrdlise - alteracio ou rea¢io de decomposicio de uma substancia pela dgua [11].
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possui entre todos os residuos dos aminoacidos, a maior tendéncia a adquirir a conforma-
¢ao de a-hélice em peptideos, além de ser frequente em estruturas de proteinas com esta
conformacao [25].

Um papel importante ¢ desempenhado também pelo alanina nos musculos, a qual
transporta o nitrogénio e o carbono para o figado, sendo este ciclo conhecido como ciclo do
alanina. No figado, este nitrogénio serve para a sintese de ureia e o carbono para a sintese
de glicose, que ao ser liberado, pode ser usada como combustivel pelo misculo [26]. Como
consequéncia, o alanina é muito utilizada em suplementacdo alimentar, com o objetivo
de promover energia, principalmente mediante exercicios fisicos e, auxiliar no ganho de
massa muscular [27, 28], além de outras func¢oes desempenhadas por este aminodcido
nao abordadas, como: auxilio na formacao dos neurotransmissores no sistema nervoso
central [29] e auxilio no sistema imunolégico por meio da produgao de linfécitos [30].

O L-alanina também possui caracteristicas Opticas nao-lineares, ou seja, quando ocorre
a formagao de cristais monocristalinos deste aminoacido, eles apresentam um regime nao
linear mediante a interacao da luz com a matéria, tendo suas propriedades épticas modifi-
cadas. Dentre essas propriedades, este aminoacido apresenta geragao do segundo harmo-
nico (GSH) [5], além de possuir um cut-off para comprimentos de onda abaixo de 245
nm, sendo um 6timo transmissor na regiao do visivel e ultravioleta [6]. H& também um
sistema piezoelétrico devido ao seu coeficiente de acoplamento eletromecénico [6]. Ainda,
o aminoacido L-alanina pode ser utilizado em dosimetros que respondem a irradiacao tér-
mica, pois minimiza a incerteza das medidas devido a pouca variagdo do seu coeficiente
de temperatura, que pode variar de 0,14%/K a 0,17%/K, permitindo leituras em mais

altas temperaturas [31].

1.3 Crescimento de Cristais:

Os materiais com caracteristicas Opticas nao-lineares estdo sendo estudados desde
muito tempo por apresentarem um potencial elevado em telecomunicagoes, computa-
¢ao Optica, armazenamento de dados, conversao de frequéncias, dentre outros [32]. Para
isto, precisam apresentar estabilidade quimica e mecanica, grande janela de transparén-
cia e ponto de fusao relativamente alto. Devido a isto, ha uma busca interminavel por

materiais que apresentem caracteristicas cada vez melhores [5].
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Figura 1.7: (a) Exemplo de curva de solubilizagdo e (b) curva de supersaturagdo. Adap-
tado de [33].

Dentre estes materiais, os compostos organicos podem apresentar propriedades nao-
lineares mais acentuadas que cristais inorganicos devido as suas ligacoes fracas, como do
tipo Van der Waals, dipolo-dipolo e pontes de hidrogénio, apresentando alto grau de deslo-
calizacdo de moléculas e particulas [32]. Porém, apresentam algumas desvantagens, visto
que possuem banda limitada de transparéncia, limitacao do comprimento de onda de corte
devido as ligagoes intermoleculares, grandes momentos de dipolos e sao estruturalmente
frageis [5,32].

A formacgao de cristais se da pelo processo de cristalizacao a partir de solu¢oes, como
consequéncia de uma mudanca do soluto para a fase sélida. Isto ocorre gragas a um
sistema multicomponente e multifasico, que possui troca de massa entre as fases, bem
como, troca de calor. Consequentemente, o tamanho e a conformacao das particulas
formadas podem variar durante a operacao e para garantir o resultado desejado, é preciso
monitorar todas as varidveis que afetam este processo [33].

Para este processo, é necessario que o soluto seja dissolvido em um meio conforme
seu limite de solubilidade. Geralmente, este limite é alterado em funcao da temperatura
[34]. A figura 1.7 (a) apresenta a relagdo da solubilidade e a temperatura para trés
compostos: A, B e C, no qual os compostos A e B aumentam sua solubilidade em fungao
da temperatura com regimes diferentes. Enquanto que, o C mantém-se constante. Logo,
é de extrema necessidade o conhecimento do material trabalhado, bem como, o meio no
qual sera solubilizado.

Quando uma soluc¢ao contém menos soluto dissolvido do que aquele determinado pela

concentragao de equilibrio, esta solucao ¢ dita insaturada. Esta zona esta identificada no

13



grifico 1.7(b). E nesta regido que qualquer soluto se dissociard completamente [33].

Quando a solucao esta no limite, é conhecida como solugao saturada, e esta identificada
exatamente em cima da curva continua na figura 1.7(b). Nesta fase, pode ocorrer a
coexisténcia com alguma fase sélida do soluto atingindo o equilibrio termodinamico [33].

Por fim, uma solucdo altamente concentrada em soluto, é dita supersaturada. E apenas
nesta regiao que pode ocorrer a cristalizacao, como consequéncia da retirada de soluto da
solugao e sua deposicao na fase sélida. Esta regiao pode ser dividida em duas zonas: 2
- zona metaestavel e 3 - zona labil. A zona metaestavel é comumente atingida enquanto
que, a zona labil raramente ¢ atingida na pratica, visto que depende da intensidade de
agitacao, presenca de impurezas na solucao e a taxa com que a solugao supersaturada é
estabelecida [33, 34].

Nesta solucao existe um equilibrio dindmico de formagao, a qual gera-se corpos cris-
talinos, conhecido como nucleacdo. A nucleacdo envolve a formacao dos clusters® que
sdo favorecidos quanto maior for o grau de supersaturacao [33]. A passagem dos clusters
maiores a nicleos se da devido ao arranjo cristalino dos seus constituintes e também,
pela interface solido-liquido, acompanhada por uma variacao da energia livre de Gibbs do
sistema (energia livre global) [33].

Por fim, o crescimento destes cristais na solucdo dao-se por transferéncia de massa,
nos processos de difusdo ou conveccao, do soluto para a superficie cristalina seguida de
uma incorporacao nesta superficie, de forma a gerar uma integracao a rede cristalina [33].

As técnicas de cristalizagdo sdo diversas e estdo diretamente ligadas ao método no
qual a supersaturagao é alcancada: por resfriamento, por evaporacao lenta de solvente,
vacuo (resfriamento adiabético), adicdo de antissolvente (drowning out ou salting out)
ou reagao quimica. Nao hé como definir uma melhor técnica, pois, de forma geral, para
cada crescimento hé uma técnica na qual fornece um maior rendimento com um consumo

menor de energia [33,35].

5Clusters é o nome dado a unido de moléculas organizadas de modo regular e ligadas por forcas
intermoleculares relativamente fracas [33]
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CAPITULO 2

CONCEITOS CERAIS DAS TECNICAS
UTILIZADAS

Neste capitulo sera discutido a base tedrica e os principios fisicos das técnicas utiliza-

das.

2.1 Vibracoes Moleculares:

Quando uma molécula é atingida por uma radiagao de mesma frequéncia que a natural
de oscilagao desta molécula, esta radiacao é absorvida ou emitida fazendo com que as
ligacGes entre os dtomos pertencentes a molécula se movimentem. E possivel decompor
esses movimentos em modos normais de vibracao, os quais estao associados a niveis de
energia. Desta forma, nos modos normais de vibragoes os atomos vibram na mesma
frequéncia, mas em amplitudes e diregdes diferentes [36, 37].

Para compreender os modos normais de vibragao, é necessario fazer uso das propri-
edades de simetria molecular. Assim, cada atomo possui trés graus de liberdade que
representam movimentos nas diregoes x, y e z. A medida que este atomo desloca-se com
relacdo a sua posicao inicial, sofre uma variagdo para cada coordenada, identificada por
Az, Ay e Az [36].

Como cada atomo possui 3 graus de liberdade, em uma molécula com N atomos havera

3N graus de liberdade de movimento, conforme a figura 2.1.
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| AXe, AYe, AZ

Figura 2.1: Esquema dos movimentos dos N atomos (N=4) em termos das variagoes das

coordenadas Az, Ay e Az. Adaptado de [38].

No entanto, a molécula toda pode se mover no espaco tridimensional, ou seja, a mo-
lécula pode transladar o seu centro de massa em mais 3 graus de liberdade, sem que haja
movimento dos atomos um em relagao ao outro. Ainda, a molécula pode apresentar movi-
mentos de rotagao, os quais mantém o centro de massa da molécula fixo no espaco de tal
maneira que os atomos se movimentam juntos, assim como no movimento de translacao.
Sendo que as moléculas nao lineares exibem 3 graus de liberdade para o movimento de
rotacdo, conforme apresenta a figura 2.2 (b), enquanto que as moléculas lineares apresen-
tam apenas 2, isto porque elas nao apresentam movimento de rotacao definida sobre o

seu eixo internuclear [37], conforme descreve a figura 2.2 (a).

A CAu AN
g | © o © 0

| o
(b)

Figura 2.2: Esquema dos movimentacao de rotagdo de uma (a) molécula linear com trés
atomos e (b) uma molécula nao linear também com trés atomos [39)].

Por fim, os 4tomos ainda se movem uns em relacdo aos outros mantendo o centro de
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massa da molécula fixo. Sendo que estes movimentos atomicos internos sao os graus de
liberdade vibracionais, conhecidos também como modos normais de vibragao ou simples-
mente, vibragoes da molécula. Estes graus de liberdade podem ser expressos pelo total
de graus de liberdade de uma molécula excluindo os movimentos de translacao e rota-
¢do. Assim, moléculas lineares tera 3N-5 graus de liberdade de vibracao e moléculas nao

lineares 3N-6 [37], conforme expressa a tabela 2.1.

Tabela 2.1: Graus de liberdade para uma molécula poliatomica [37].

Tipo de Grau de Liberdade Linear Nao Linear

Translacao 3 3
Rotagao 2 3
Vibracional 3N-5 3N-6

O sistema vibracional para moléculas poliatomicas é caracterizado por mudancas nos
deslocamentos das ligagoes e nos angulos de equilibrios entre as mesmas [40]. Devido ao
fato de possuir frequéncias de vibragoes caracteristicas, os modos normais de vibracao
podem ser associados aos grupos funcionais e divididos em: estiramentos (deformagoes
axiais) e deformagoes angulares. Os estiramentos podem ser simétricos ou assimétricos,
enquanto as deformagoes podem ser simétricas ou assimétricas e no plano ou fora do

plano [40], conforme a figura 2.3.

Deformacgdes Axiais

@ (b)

Simétrica Assimétrica

Deformagoes Angulares

(c) S CV (&) > oM
] » 2 x : p, -
4
y \ Y Y

Simeétrica Simétrica Fora do Plano Assimétrica Assimétrica Fora do Plano

Figura 2.3: Exemplos de modos de vibragoes para uma molécula poliatomica: (a-b)

[

deformacoes axiais (estiramentos no plano) e (c-f) deformagoes angulares. Sendo “x
movimento para dentro do plano e “e” movimento para fora do plano. Adaptado de [41].

Estes modos normais de vibracoes podem ser visualizados por meio de espectros Ra-
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man devido a colisdo inelastica de uma radiagdo monocromatica com uma molécula [36].

2.2 Espectroscopia Raman:

Uma radiacgao eletromagnética é uma oscilacao em fase dos campos elétricos e magné-
ticos seguindo um comportamento senoidal. Estes campos oscilam em planos perpendi-

culares entre si [42], conforme a figura 2.4.

Direcao de
Propagacao

Figura 2.4: Esquema de uma onda eletromagnética. Adaptado de [40].

Pode-se considerar esta radiacao com uma frequéncia (v) e um campo elétrico (B),

descrita por meio da equagao 2.1.

E = Eycos2nvt (2.1)

sendo Ey a amplitude e t o tempo.

Se esta radiacao atinge uma molécula, o campo elétrico oscilante (ﬁ) causara uma
variagao do momento de dipolo induzido da mesma (?)7 que ocorre como resultado da
polarizabilidade molecular («) [37], expresso pela equacao 2.2 e representado por meio da

figura 2.5.

P=aoE (2.2)

a polarizabilidade representa a deformacao da nuvem eletronica de elétrons sobre a molé-

cula por um campo elétrico externo [42].
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Centro de elétrons
Campo Elétrico e protons em

do Féton molécula diatémica
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cargas induzidas dipolo induzido
por campo de resultante do
fétons externos deslocamento de
elétrons

Figura 2.5: Representacao do momento de dipolo induzido na molécula diatomica nao-
polar devido a um campo elétrico externo. Adaptado de [42].

Sendo, o momento de dipolo induzido expresso por 2.2, podendo ser escrito da seguinte

forma:

P = aFycos2mvt (2.3)

Considerando também, que a molécula vibre com frequéncia (1;), o deslocamento do

nucleo é descrito da seguinte forma:

q = qo cos 2yt (2.4)

sendo ¢y € a amplitude vibracional.
Para pequenas amplitudes de vibragdo, a ¢ uma funcao linear de ¢ que pode ser

expandida em série de Taylor, com relacao a posicao inicial do nicleo, da seguinte maneira:

Ja
o= og+ <8q>0q+ (25)

no qual ¢ é dado pela expressao 2.4 e que pode ser substituido em 2.3, obtendo:

0
P = agFEycos 2mvt + (;) qo cos(2my;t) Ey(cos 2mit) (2.6)
1/

como: cos(a) cos(b) = 3[cos(a + b) + cos(a — b)], obtem-se:
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1
P = agEj cos 2rvt + 5 (gj) qoEo {cos[2m(v + v;)t] + cos[2m (v — 1v;)t]} (2.7)
0

O primeiro termo corresponde ao espalhamento Rayleigh por conter somente a frequén-
cia de radiacao incidente. Este espalhamento é oriundo da colisao elastica de fétons com
a molécula. Desta forma, o féton espalhado possui a mesma energia do féton incidido,
consequentemente a mesma frequéncia (v) [37]. Este efeito acontece quando a molécula
estda no estado fundamental, é atingida por um féton e excita-se. Ao decair, a mesma re-
torna para o seu estado de energia inicial [36]. Este processo estd representado na figura
2.6(b).

No espalhamento inelastico de fétons, no qual o efeito Raman baseia-se, a molécula
em seu estado fundamental é perturbada por um féton, cuja energia é hiy, transitando do
estado fundamental para um estado “virtual” de energia da molécula [36]. Este estado é
dito virtual devido a interacdo da energia da radiacdo e a nuvem eletronica da molécula,
o qual possui um tempo de vida muito curto, e como o estado nao ¢é estavel a radiacao
logo é emitida como radiacao espalhada. Assim, este estado de interacao entre a radiagao
e a nuvem eletroénica é chamado de estado virtual [43].

Desta maneira, quando a molécula retorna ao estado fundamental, o féton espalhado
pode ter energia maior (hivy + €,,) ou menor (hvy — e,,) que a do féton incidente [36].
Quando a energia do féton espalhado é menor, temos que o nome dado ao espalhamento ¢é
Stokes [36], figura 2.6(a). E, quando o f6ton espalhado possui energia maior, este recebe o
nome de anti-Stokes [36], figura 2.6(c). Estes efeitos sao representados pelo segundo termo
da equagao 2.7. Porém, para que o segundo termo exista, é necessario que (da/0q) # 0,
desta forma, haverd variacao da polarizabilidade molecular [36], que é uma das regras de

selegdo para o efeito Raman [43].

20



(a)

Figura 2.6: Ilustragdo dos tipos de espalhamento: (a) Raman Stokes; (b) Rayleigh; (c)
Raman Anti-Stokes. Adaptado de [36].

O espectro Raman pode ser adquirido por meio de um espectréometro que possui uma
luz monocromatica. A luz é incidida sobre a amostra e espalhada (Raman e Rayleigh)
sendo captada por um detector e transformada em espectro por meio de um software, no
qual a intensidade é dada em fun¢do da mudanga de frequéncia [38].

Este espectro sera formado por um pico referente ao espalhamento Rayleigh e sime-
tricamente, uma banda referente a frequéncias mais baixas de vibragao, Stokes, e uma do
lado de frequéncias mais altas, anti-Stokes. Sendo o Stokes mais intenso, neste caso, em

virtude da maior quantidade de moléculas no estado fundamental [36], conforme a figura

2.7.
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Figura 2.7: Representacao de um espectro com os espalhamentos Stokes, Rayleigh e Anti-
Stokes. Adaptado de [44].
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Assim, os espectros Raman sao respostas dos modos normais de vibracao de um ma-

terial que sao representados por bandas e picos para cada regiao espectral.

2.3 Estrutura Cristalina:

Os soélidos podem ser classificados em dois principais grupos: solidos cristalinos e séli-
dos nao cristalinos, conhecidos como amorfos. Sempre que um material exibir um arranjo
geométrico regular de seus atomos dispostos em posicoes fixas no espaco, estes contituem
uma estrutura cristalina. J& os materiais amorfos, nao apresentam um ordenamento de
longo alcance e sua estrutura é considerada, de fato, desorganizada [45].

A estrutura cristalina, de forma geral, pode ser descrita por grupos de atomos liga-
dos uns aos outros, que repetem-se, em pontos especificos de uma rede. Os grupos sao
formadores de uma base, conforme a figura 2.8 (A), a qual, liga-se na rede por meio
de pontos especificos. Logo, a rede tem como objetivo principal, organizar estes pontos

geometricamente no espago [46], representado na figura 2.8 (B).

€o €0
.

€o €o

» »
dzobne::e ‘,O “O “‘O "O
» » » »

(A) Base (B) Cristal = Rede + Base

Figura 2.8: Esquema da base com trés dtomos (A); Cristal (B). A base é posicionada em
cada ponto da rede para formar o cristal. Adaptado de [47].

A menor parte de um cristal pode ser denominado como célula unitaria. Cada célula
unitaria pode ser descrita por trés vetores de rede, conhecidos por a, b e ¢, cujos angulos
formados entre estes vetores sao representados por «, 3 e v [45], estes pardmetros sao

conhecidos como parametros de rede da célula unitaria, conforme apresenta a figura 2.9.
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[ >

Figura 2.9: Esquema dos vetores de rede (a,b e c) e seus respectivos dngulos («, 3 e 7).

A escolha dos eixos da rede (a, b e c) deve representar a menor area e o menor volume
possivel para a célula unitéria [48]. Além disto, por possuir operagoes de simetria, como
translagao e rotagao [46], as redes cristalinas podem enquadrar-se em diferentes tipos de
redes, conhecidas como redes de Bravais, figura 2.10. Desta forma, do ponto de vista
simétrico, ha 14 redes de Bravais que permitem descrever células unitarias diferentemente
uma das outras [48], sendo necessério a adogao de valores diferentes de eixos (a,b e c) e

dngulos (o, B e v) para cada um dos 7 arranjos atomicos basicos que definem 7 sistemas

cristalinos, conforme a tabela 2.2.

Cubico Ciibico de Cubico de Faces

simples (P) Centrado (1) simples (P)

Corpo Centrado (1)

Simples (P) Corpo Centradas (F)
Centrado (1)
€|
c € ¢
b
a 3
a a
a a
Tetragonal Tetragonal de Corpo Ortorrémbico Ortorrémbico de

¢ {
b b
a a
Ortorrémbico de Ortorémbico Romboédrico
Base Centrada (C) de Faces (R)

a

120°)

Hexagonal (P)

Monoclinico Monoclinico de
Simples (P) Base Cenfrada (C)

Figura 2.10: Esquema das 14 redes de Bravais. Adaptado de [45].
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Tabela 2.2: Os 7 sistemas cristalinos com seus respectivos eixos e angulos axiais [46].

Sistemas Cristalinos Eixos Angulos Axiais
Ctbico a=b=c a=p=~v=90°
Tetragonal a=b#c a=LF=~v=90°

Ortorrémbico a#b#c a=L0=v=90°
Monoclinico a#b#c a=vy=90%0%#90°
Triclinico aZb#c a # B # v #£90°

Hexagonal a=b#c a=p=090°;y=120°
Romboédrico a=b=c a=p=rvy+#90°

Com trés pontos nao colineares em uma rede de Bravais é possivel definir um plano [46].
Porém, este plano precisa ser orientado e localizado nesta rede. Desta forma, em 1839,
William Hallowes Miller determinou que descreve-se a orientag¢ao de um plano fornecendo-
se um vetor normal a este plano [49], com algumas regras estabelecidas: 1) Encontrar as
intersegoes sobre os eixos a, b e ¢ em termos das constantes da rede. 2) Tomar os inversos
destes nimeros e reduzi-los a trés menores inteiros de mesma razao. O resultado é colocado
entre parentéses, da seguinte forma: (hkl) [46], conforme a figura 2.11.

c
A

11 [k

1/k

1/h Plano (hk/)

a

Figura 2.11: Plano representado pelos indices de Miller (hkl) nas coordenadas a,b e c.

Adaptado de [50].

A estrutura cristalina dos materias pode ser determinada por diversas técnicas atuais,
sendo a difracao de raios X uma delas, a qual podem fornecer informagoes a respeito da

estrutura cristalina do material, como: tipo de rede, parametros de rede, orientacao do
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cristal, dentre outros [45].

2.4 Difracao de raios X (DRX):

O raio X é uma radiacao eletromagnética que possui como principal caracteristica
pequenos comprimentos de onda. Ele foi descoberto por Wilhelm Conrad Roéntgen em
1895 enquanto trabalhava com tubos de raios catédicos evacuados de Hittorf-Crookes [45].

Toda particula carregada ao ser acelerada emite radiacdo eletromagnética. Dentre as
diversas formas de producao de raios X, o que tem-se em difratometros de pequeno porte
é um tubo contendo um filamento que é estimulado através de uma corrente elétrica a
produzir brilho e consequentemente emitir elétrons. Uma diferenga de potencial é aplicada
entre o catodo e o &nodo, com o objetivo de acelerar estes elétrons. Ja em alta velocidade,
o elétron atinge um alvo metalico sendo desacelerado. Esta desaceleracao causa a emissao
de fétons de raios X de forma continua [51]. Esquema em 2.12.

Feixe de
Eléhions \ Ampola de vidio

laca

Filarmento Meldlica

‘Tncandascente

Figura 2.12: Esquema da producao de raios-X. Adaptado de [52].

Ainda, ao atingir o alvo metalico, os elétrons podem penetram em camadas mais
profundas de um atomo, interagindo com os orbitais mais internos. Desta forma, se a
energia recebida for da ordem da energia de ligacao destes elétrons, este sera ejetado da
sua camada, deixando uma lacuna, que serd preenchido por um elétron de camada mais
externa. Quando este elétron de uma camada mais externa decai, ocorre a liberacao
de energia em forma de raio X caracteristico, processo esquematizado na figura 2.13.
Como estas transigoes discretas ocorrem entre as camadas L e K, e M e K temos que a
radiacao caracteristica serd descrita como K, e Kz, a qual por estar relacionada aos niveis
de energia dos atomos do alvo apresenta uma emissao consideravelmente mais intensa e

monocromatica [51].

25



* Fton de ralos X
Elétron ejetado . Fditon de raios X
©

& . - o . u 3
. o
o = - ©
& # - &
Elétron
IRcidente Py & ' L] L4
[
C — C - .. ©
« * . » ¢ ¢ Nicleo' g 1 Hiscleo' 4
o Moed . . o K ¥
L
L P P w
M L o M o o M - o &
o ©
© b ©

Figura 2.13: Esquema da geragao de um féton de raios X [53].

Esta radiacao tem algumas propriedades, como: propagag¢ao em linhas retas, absorcao
exponencial pela matéria, ser imutavel diante de campos elétricos e magnéticos, producao
de fluorescéncia e fosforescéncia em algumas substancias e velocidade de propagacao ca-
racteristica [45]. Além de apresentar a emissao superposta de dois espectros (conforme os
dois processos ja descritos acima), esquematizado na figura 2.14: Um espectro continuo,
contendo diversos comprimentos de onda que sao gerados como consequéncia da desa-
celeracao dos elétrons e, um espectro caracteristico, contendo os comprimentos de onda

caracteristicos do material atingido [45].
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Figura 2.14: Representagao do espectro de emissdao superposto de raios X [51].

Quando um feixe de raio-X deixa a fonte, todas as suas ondas de raios-X encontram-se
em fase. Ao atingir um material cristalino, este feixe incidente pode ser parcialmente
difratado na superficie e, também pode atingir camadas mais internas deste material,
percorrendo distancias maiores. Estas distancias dependem do espagamento entre duas
camadas atomicas, desta forma, pode-se dizer que o feixe sofre difragdo e o material atua

como uma grade dispersiva [54], representado em 2.15.
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Fonte de raio-X ! Detector

Figura 2.15: Difracdo dos feixes de raios X em uma rede cristalina. Adaptado de [54].

Quando os feixes sdao difratados podem formar perfis de interferéncias construtivas
ou destrutivas [54], esquematizado na figura 2.16. A interferéncia destrutiva resulta em
amplitude zero e ocorre quando a diferenca das distancias percorridas pelos feixes for de
meio comprimento de onda. Enquanto que, a interferéncia construtiva ocorrera se, para
cada feixe, a diferenca das distancias percorridas for um multiplo inteiro do comprimento

de onda [45].

/\ - Interferéncia
\/ Construtiva
\—/ Interferéncia

180° Fora __ Destrutiva
/\ de fase

Figura 2.16: Fenomeno de interferéncia. Adaptado de [55].

A diferenca das distancias percorridas pelo feixe, pode ser analisada geometricamente.
Observando a figura 2.15, tem-se que a distancia entre JE equivale a distancia EK e a
soma dessas distancias precisa ser multiplo inteiro do comprimento de onda, para que a

interferéncia seja construtiva. Logo:

JE+ EK =2JE = n)\ (2.8)

Como sinf = JE/BE. Ao substituir JE na equacgio 2.8, obtem-se a Lei de Bragg em

2.9, jad que BE é a distancia entre os planos atomicos, conhecida como d.
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2dsin § = n\ (2.9)

0 é o angulo da radiacao incidente, A o comprimento de onda incidente e n a ordem de
difracao.

Experimentalmente existem diferentes arranjos experimentais possiveis. O arranjo
experimental utilizado neste trabalho consiste em uma fonte de raios X cujo espectro
gerado nao é monocromatico, conforme ja visto na figura 2.14. Esta radiacao passa por
uma fenda e atinge a amostra como um todo. Ao ser difratada, é direcionada para um filtro
cuja funcao ¢ remover a radiacao continua e a radiagao referente a linha K3, permitindo
a passagem apenas da linha referente a K,. Este feixe entdao é colimado e captado por
um detector. Este detector pode ser movido ao longo de um goniémetro, para cobrir a

faixa de dngulos medidos [45], segundo a figura esquematica 2.17.

Circulo do
. Goniémetro

Fonte de
Raios-X
Filtro e "\ Detector
Colimador _ .5+
Fenda )

)29
Amostra T/

Figura 2.17: Esquema do funcionamento de um difratémetro de raios X.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sera explanado a preparacao das amostras de L-alanina: comercial,
solugoes aquosas em diferentes concentragoes, solugao aquosa com diferente valores de pH
e cristais de L-alanina crescidos em solugoes aquosas com diferentes valores de pH. Bem
como, as configuracgdes utilizadas para as técnicas de espectroscopia Raman e difratome-

tria de raios-X.

3.1 L-alanina policristalina:

Adquiriu-se o aminoacido comercial com 99,4% de pureza (Zhejiang Chemicals), o qual

foi utilizado em todas as medidas.

3.1.1 Solucoes aquosas do aminoacido L-alanina:

O aminoécido L-alanina possui limite de solubilidade em dgua de 16,7g/100mL &
25°C [19], valor este utilizado apenas para crescimentos de cristais. Para andlise das
solugbes aquosas, realizou-se uma concentra¢do maxima de 1 mol/L, correspondente a
8,9¢/100mL, garantindo uma dilui¢do completa do soluto baseado no modo de preparo

adotado. Modo este que sera descrito nas subsegoes correspondentes.
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- a pH neutro:

Solugoes aquosas de 1 mol/L foram preparadas pesando, primeiramente, 0,8909 +
0,0001g de L-alanina em uma balanga analitica cuja precisao é de 0,01 mg (A&D Company,
série 202) e adicionando em um béquer contendo 10mL de dgua ultra pura (Milli-Q, Direct-
Q).

Em seguida, levou-se o béquer contendo a solugao, para um agitador mecanico (Cor-
ning, PC 420) na velocidade 7 por 1h30min para garantir uma dilui¢ao total do material,
minimizando o corpo de fundo. As medidas de espectroscopia Raman foram realizadas

logo em seguida.

- com variagao de pH:

Utilizando a solugdo aquosa de 1 mol/L, preparou-se 20 mL e aferiu-se o pH com o
auxilio de um pHmetro (mPA-210) com precisao £0,01 e temperatura (com precisdo de
+0,2°C), calibrado com solucao tampao de pH 4, 7 e 10, respectivamente. Para a solugao
neutra, obteve-se um pH de 6,09+0,01 a 25,0+0,2°C.

Separando em duas solugoes de 10 mL (valor minimo para a medida no pHmetro), foi
possivel adicionar os reagentes escolhidos com base na literatura [7,56], Acido Cloridrico
(HC]) e Hidréxido de S6dio(NaOH), ambos com uma concentragao de 1 mol/L que foram
adicionados com o auxilio de uma pipeta de 0,204+0,01 mL.

As medidas de espectroscopia Raman foram realizadas em pontos caracteristicos da
curva de titulacao do L-alanina: Ponto isoelétrico~ 6,09, 6,09 > pH > 2,34, pK, = 2, 34,
pH < 2,34, 6,09 < pH < 9,69, pK;, ~ 9,69 e pH > 9, 69.

A solucao foi agitada por aproximadamente 10 minutos, posteriormente, repousou
mais 10 minutos. Desta forma, nao notou-se variacdo do pH apdés um periodo de 24

horas.

3.1.2 Crescimento de cristais em diferentes pH:

A técnica de evaporagao lenta do solvente foi utilizada para o crescimento dos cristais
de L-alanina, sendo as solugoes neutras, acidas e basicas preparadas conforme descrito nas
subsecoes acima. Utilizou-se a concentracao méxima de solubilidade da L-alanina, equiva-

lente & 16,7g/100mL, ou seja, 1,8 mol/L, concentragio esta considerada saturada. J& que,
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a medida que ocorre a evaporacao do solvente, esta solucao tende a ficar supersaturada,
privilegiando o crescimento de cristais. Como os reagentes utilizados para as solugdes com
diferentes valores de pH possuiam a mesma concentragao da solugao aquosa, optou-se pelo
Acido Clorfdrico (HC1) e o Hidréxido de Sédio (NaOH) também de 1,8 mol /L.

Apébs o preparo de 3 solugoes de 10 mL, o pH dos béqueres foram aferidos em: pH
= 6,17 (neutro), pH = pK, = 2,34 (4cido) e pH = pK; = 9,69 (bésico). As solugdes
foram entao tampadas com papel aluminio furado e condicionadas em uma sala com
temperatura fixa de 21°C.

A solucgao neutra apresentou pequenos cristais apos sete dias. Sendo retirado entdo, o
cristal da figura 3.1 (b) apds 28 dias. Porém, as solugdes dcida e basica, ndo apresentaram
nenhum precipitado. Sendo necesséario a utilizagdo do método de insercao de sementes
apés 14 dias, o qual consiste na adicao de cristais comerciais de L-alanina nas solucoes,
com o intuito de torné-las mais saturadas.

Apés 22 dias da insergao de sementes, o cristal da figura 3.1 (c¢) foi obtido da solucao
basica. Ja para a solucao acida, somente apds 36 dias para a formagao do cristal da figura

3.1 (a).

‘HHIIIH‘HI||||||U||||| |II|I]llll’llll]llll’llllll jHHlllHlHHIHHIHH
0 1 2 0 1 2 0 1 2

(a) (b) (c)
Figura 3.1: Cristais de L-alanina crescidos em: (a) pH 2,34, (b) pH neutro e (c) pH 9,69.

Desta maneira, o periodo final de crescimento foram de 28 dias para a solu¢do neutra,
36 dias para a solugao bésica e 50 dias para solucao acida.

As andlises por espectroscopia Raman foram realizadas tanto na amostra em cristal,
como na macerada, as quais apresentaram um espectro semelhante. Como os cristais
apresentam direcao preferencial, ja que crescem orientados, optou-se por trabalhar com o

material macerado.
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3.2 Espectroscopia Raman:

Todas as amostras foram medidas em um microscépio Raman confocal (SENTERRA,
Bruker), conhecido como p-Raman, pertencente ao Complexo de Centrais de Apoio a
Pesquisa (COMCAP-UEM) equipado com trés lasers de excitagao (532, 633 e 785 nm).

Para a realizacao das medidas utilizou-se o laser de excitacao 532 nm e poténcia
nominal de 20 mW com o intuito de reduzir os efeitos de luminescéncia. Cada espectro
Raman foi gerado por meio de uma média de 15 varreduras em um mesmo ponto na
amostra com tempo de integracao de 10 segundos, focado por uma lente objetiva de
magnitude de 20x, com uma resolucao espectral de 3-5 cm ™!, obtidos no intervalo de 290
a 1740 em~!. Ainda, a abertura confocal foi em formato de fenda retangular de 50x1000

pm, sendo o detector uma camera CCD (charged-coupled device) refrigerada a -85°C.

Figura 3.2: Espectrometro confocal Raman similar ao utilizado para as medidas. Adap-
tado de [57].

3.3 Difracao de raios-X (DRX):

As medidas foram realizadas em um difratometro de raios-X (D2 Phaser, Bruker),
semelhante ao da figura 3.3 pertencente a Universidade Estadual de Maringa (UEM) -
Campus Goioeré, cujo responsavel é o Prof°. Dr. Ronaldo Celso Viscovini. A radiagao
incidida foi CuKa sobre a amostra em po6 condicionada em um porta-amostra o qual seréd

detalhado abaixo.
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Figura 3.3: Difratémetro de raios-X similar ao utilizado para as medidas [58].

A amostra comercial e o cristal macerado crescido em meio acido foram condicionados
em um porta-amostra padrao do equipamento e os difratogramas foram obtidos com a
amostra em rotacao a 30 RPM, com 0,02° de passo, com 26 de 5° a 50° e velocidade de
varredura de 5s/passo.

J& as amostras neutras e bésicas foram condicionadas em um porta-amostra de vidro,
onde uma pequena quantidade amostra foi necessaria para a obtencao do difratdégrama.
Como consequéncia disto, nao foi possivel rotacionar a amostra. Os difratogramas foram
coletados com 0,02° de passo, com 260 de 5° a 80° e velocidade de varredura de 5s/passo,
assim como para as outras amostras.

Apesar de todas as amostras estarem sujeitas ao efeito de diregdo preferencial, e o
fato de rotacionar a amostra durante a medida auxiliar na reducao deste efeito, isto nao
foi possivel para algumas amostras justamente devido a quantidade de material, o qual

necessitou de outro porta-amostra, impossibilitando a rotacao da mesma.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo é destinado a apresentacao dos resultados obtidos para as amostras do

aminoacido L-alanina e suas respectivas analises.

4.1 Caracterizacao do L-alanina comercial por espec-
troscopia Raman:

O espectro do aminoacido L-alanina comercial foi caracterizado por meio da técnica de
u-Raman, em temperatura ambiente, com o intuito de identificar os modos vibracionais e
atribui-los aos respectivos grupos funcionais do material. Este espectro esta apresentado
na figura 4.1 e foi normalizado utilizando como referéncia o pico de maior intensidade em
851 em~!. Isto foi necessirio para uma melhor visualizacdo e futuras comparacoes com

0s outros espectros.
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Figura 4.1: Espectro Raman do aminoacido L-alanina comercial.

E possivel observar uma deformacio assimétrica de NHy (6, NH3) em 1649 cm™

[59], uma deformagao simétrica em 1546 cm™" [60] e em 1498 cm ™! [59], além de uma
deformagao do tipo balango (rNHj ) em 1237 e 1146 em™! [61]. A banda em 1146 cm™!
ainda sofre contribuicio de uma deformacido do NHy (§NH5) [59]. Por fim, atribui-se
uma tor¢ao de NH; (rNH3) em 480 cm™" [61,62].

Em 1596 cm ™! a banda ¢ associada ao estiramento assimétrico de CO5 (v,sC O3 ) [61]

L ocorre o estiramento simétrico de CO5 (v,CO3)

enquanto que, em 1408 e em 1358 ecm™
[56,61]. A banda em 920 cm™! resulta em um estiramento entre o carbono e o grupo
carboxilico (vCCOy) [61,63]. A medida que em 772, 652 e 531 em ™" hé a predominancia
de deformagoes de CO;, como: deformacdo do tipo abano (wCO5) [61], deformagcao
(0CO5) [61] e deformagao do tipo rotagao (rCOy ) [61,62], respectivamente.

No intervalo de 1305 a 1482 em™! ocorre a predominancia de modos vibracionais
relacionados ao C'H. Para 1482 cm™! tem-se uma a deformagao do CH [60] enquanto
que, em 1461 cm™! hd a deformagao assimétrica do C'Hz (8,,C H3) [59,61,63]. Os picos

localizados em 1378 e 1358 em ™! sdo caracterizados pela deformacao simétrica do C'Hsy

(60,CHs3) [56,59,61,63]. Além de em 1305 cm ™! existir apenas a deformagao do grupo CH
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(6CH) [56,59] e, adicionalmente, em 1020 ¢m ™! uma deformacio do tipo rotagao para o
CH; (rCHs) [61].

Para frequéncias mais baixas, aparecem os modos vibracionais caracteristicos da es-
trutura molecular, como: estiramento assimétrico de CCN (v,sCCN) [59] combinado
com estiramento de CN (vCN) em 1112 em™" [61]. Em 851 em™" o estiramento simé-
trico de CCN (v;CCN) [59], estiramento de CCHs (vCCHj3) [61] e estiramento de CC
(vCC) [63]. Além da torcao de C'H3 somado com uma vibragdo molecular do esque-
leto [61], em 398 em ™!, que ainda pode ser considerado como uma deformagao [59]. Além
de uma deformagao de CCNC (JCCNC) [62] em 324 e 295 cm™!. Por fim, detectou-se
também uma tor¢ao de CHz em 295 cm ™! [59,62].

Os centros das bandas obtidos e suas atribuicoes encontradas na literatura estao exi-

bidos na tabela 4.1 a seguir.

Tabela 4.1: Atribuicao dos modos vibracionais do aminoacido L-alanina.

N° de Onda (cm™) Atribuigoes
1649 5us NH; [59]
1597 VasCO; [61]
1546 5,NH [60]
1498 SNH; [59)
1482 5CH [60]
1461 50sC Hy [59,61,63]
1408 1, CO; [61]
1378 5,CHy [59]
1358 5,CHs [61,63] / v,CO5 [56]
1305 SCH [56,59]
1237 rNH; [61]
1146 SNH{ [59] / rNH [61]
1112 VesCCN [59] / vCN [61]
1020 rC Hs [61]
920 vCCO; [61,63]
851 v, CON [59] | vCOCHs [61] | vOC [63]
772 wCO; [61]
652 5CO; [61]
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531 rCO; [61,62]

480 TNHf [61,62]
398 TCHj + Skel [61] / dskel [59]
324 JCCNC [62]
205 SCCNC [62] / 7CH; [59,62]

4.2 Solucoes aquosas:

A solubilizagao total da amostra para uma andalise futura com variacao de pH é fun-

damental para que nao haja contribuicao do espalhamento oriundo das particulas nao

solubilizadas no espectro. Para isto, designou-se uma concentracao maxima de 1 mol/L

para a andlise das solugdes por espectroscopia Raman, cujo espectro encontra-se na figura

4.2 e foi normalizado em 1630 cm ™.

Figura 4.2:
mol/L.
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Espectro Raman da solugao aquosa de L-alanina com concentragao de 1

Esta solucao apresentou um pH de 6,27, préximo ao ponto isoelétrico do aminoéacido,

no qual o L-alanina apresenta sua forma eletricamente neutra, chamada de zwitterion,

com férmula quimica dada: CH;CH(NH; )COO™.
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Na figura 4.3, foi apresentado a comparagao entre o espectro do aminoécido diluido

em agua (b) com a dgua pura (a), ambos normalizados em 1630 cm™!.
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Figura 4.3: Espectros Raman: (a) da dgua pura e (b) da solugao aquosa de L-alanina.

Como pode-se observar, na figura 4.3 (a), a dgua liquida gera uma banda larga de

Raman, por volta de 1630 em~!.

Esta banda estd associada ao estiramento de OH
(vOH) [64]. Logo, por ser uma banda caracteristica da agua, a qual ndo deve apresentar
deslocamentos, todos espectros de solugoes foram normalizados justamente neste niimero
de onda.

Como a andlise comparativa entre os espectros 4.1 e 4.2, se da observando o centro
do pico, um a um e analisando as suas respectivas posigoes, a figura 4.4 (a) apresenta o

espectro normalizado em 851 em™! e a figura 4.4 (b) estd normalizado em 1630 cm™!.
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Figura 4.4: Comparacao entre os espectros Raman (a) L-alanina comercial e (b) solugao
aquosa de L-alanina em 1 mol/L.

Algumas mudancgas sao perceptiveis no espectro, como a auséncia de alguns modos
vibracionais devido a vizinhanca aquosa, tornando alguns picos quase imperceptiveis,
como é o caso dos picos 295 e 480 cm~! [65]. A ndo observagao destes picos podem
ser consequéncia do espalhamento Raman causado pelas moléculas de agua, as quais
podem deixar alguns modos menos Raman ativos, sem que haja extingdo destes modos
vibracionais. Além disto, este espalhamento resulta em uma sobreposicao aos picos do
aminoacido nas suas regioes de vibracao, como em aproximadamente 1630 cm ™~

Ainda, quando a agua é adicionada, pode intensificar alguns outros modos vibracionais
que eram pouco Raman ativo, como é o caso do pico 1378 em™t. Moléculas de dgua vi-
zinhas ao aminoacido podem influenciar na frequéncia de vibracao também, ocasionando
deslocamentos no espectro, tanto para ntimeros de onda maiores, quanto menores, po-
dendo ou nao alterar os modos vibracionais. Como é o caso do pico em 1358 em ™! que foi

1

deslocado para 1354 em ™', mantendo o mesmo modo de vibragao: v,C Oy [65]. J4, o pico

em 1237 que deslocou-se para 1215 cm ™! alterando apenas a simetria do modo vibracional,
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de forma simétrica para assimétrica, 7., N H3 , acoplado a uma deformacio assimétrica do
carbono do radical [65]. Apesar de alguns deslocamentos estarem dentro do limite de
resolucao do equipamento, pode-se garantir tal variacao por meio da reprodutibilidade,
ou seja, a repeticdo de uma medida para uma mesma amostra.

Para o pico em 1137 em ™!, Hernandez et al. concluiram que o modo vibracional N H3"

permanece, mas de forma assimétrica, assim como em 1215 em ™.

Enquanto que, para
1003 em™!, 0o modo existente é acoplado as seguintes vibragoes: v,COO~ e vCCH [65].
Em 847 em ™! os modos vibracionais do pico em 851 em ™! foram mantidos, acoplando
apenas o modo vibracional de deformagao do COO™ no plano [7].
Por fim, podemos inferir que a solubilizagdo em agua nao ocasionou em quebras de

ligacbes quimicas, mantendo caracteristicas vibracionais semelhantes ao espectro do L-

Alanina cristalino.

4.3 Variacao do pH nas solucoes aquosas:

Primeiramente, realizou-se uma curva de titulagao, semelhante a figura 1.6, utilizando

o procedimento descrito na secao materiais e métodos. Esta curva pode ser visualizada

na figura 4.5.
14
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Figura 4.5: Curva de titulagdo do aminodcido L-Alanina, valor do pH em funcao da
quantidade de reagente adicionado.

Desta forma, para solugoes acidas cujo pH<pl, a medida que a solugdo aquosa é
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titulada com o reagente acido, este reagente se dissocia no meio. Como neste caso, o
reagente trabalhado é o 4cido cloridrico (HC!l) com concentragao de 1 mol/L, a sua
dissociacao serd completa, por ser um acido de caréter forte e resultard em fons H™ e Cl~
livre na solugao.

Quando o 4cido dissociado entra em contato com o aminodcido, o fon H" tende a ligar-
se ao oxigénio que estd conectado com a carbonila, de forma a gerar o grupo carboxilico,

COOH (ver figura 1.4). Esta transferéncia pode ser expressa pela reagao 4.1.

CH;CH(NH{)COO™ + HCl — CH;CH(NH{)COOH + CI- (4.1)

Desta maneira, a molécula de L-alanina torna-se protonada e a molécula de C'l~ con-
tinua dissociada na solucao, de forma a posicionar-se muito proxima das moléculas de
NHT* em razao da sua eletroafinidade com fons positivos [66].

A figura 4.6 apresenta os espectros em funcao do pH, normalizados em 1630 cm ™!,

desde a forma neutra com pH=6,27 (figura 4.6 (a)) até a forma catidonica pH=1,87 (figura
4.6 (d)).
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Figura 4.6: Espectros Raman das solugoes aquosas do L-alanina: (a) pH ~ pl = 6,27 (b)
pH > pK, (c) pH = pK, (d) pH < pK,.
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Como na regiao do pK ha um equilibrio entre as espécies doadoras e receptoras, o
pH torna-se mais resistente a variacao quando comparado com as outras regioes da curva
de titulagdo. Esta regiao é conhecida como tamponante e, para o L-alanina nao é tao
evidente pois nao possui resisténcia em se manter no valor de pK, quanto para outros
aminoacidos, como a glicina, que pode ser usada como solugao tampao [66]. A partir
deste valor, pK, as formas catidnicas e anionicas tornam-se predominantes na solucao.

As mudancas ocorridas para valores proximos do pK, sao facilmente observaveis no

! na figura 4.6

espectro. A primeira delas foi o surgimento de uma banda em 1723 c¢m™
(c). Esta banda é atribuida ao estiramento da dupla ligacdo entre carbono e oxigénio
(vC' = O) que tornam-se Raman ativa devido ao ion H* agregado a este grupo funcional,
no caso, o 4cido carboxilico [7,56]. Uma nova banda surge em 1261 cm ™! referente & um
estiramento de carbono e oxigénio (vC' — O) [7], corroborando o processo de protonagao
do aminoéacido.

1

Além disto, outra mudanga ocorre na banda em 847 em ™", a medida que o pH diminui,

sua intensidade tende a reduzir também. E, ocorre surgimento de uma banda adjacente,

1 que apresenta um comportamento contrario: aumento da intensidade con-

em 823 cm~
forme a reducao do pH. Isto se deve ao fato de que, ao diluir o aminoacido em solucao
aquosa, juntamente com os modos vibracionais ja existentes, foi notado uma deformacao
no plano do COO~. Entao, conforme ocorre a titulacdo da solu¢ao, menos modos vi-
bracionais deste tipo sdo detectados e um novo modo vibracional agrega-se ao espectro.
A nova banda apresenta uma deformacao no plano entre o carbono e duas moléculas de
oxigénio (60 — CO) além de uma interagao entre os atomos COH [7]. Ainda, o mesmo

1

comportamento para o pico em 847 cm ™! foi no notado em 776 em~!. Conforme o pH

decai, este modo tende a reduzir produzindo o surgimento de um novo pico em 751 em !
que aumenta sua intensidade devido a reducao do pH. O primeiro estd relacionado com
uma deformagao do tipo abano (wCOj ), enquanto o segundo, associa-se uma deformagao
do tipo abano para o CH (wCH) e uma tor¢ao de CC (rCC) [7].

Para valores de pH>pl, a medida que a solugdo aquosa ¢ titulada com o reagente
basico, este reagente se dissocia completamente no meio, por ser uma base de carater
forte, assim como o HCl. A base utilizada para tal titulagdo foi o Hidroxido de Sodio

NaOH) com concentracao de 1 mol/L. Em sua dissociacao libera um fon Nat e OH~
( G G

para a solucao.

42



Quando esta base entra em contato com o L-alanina, o fon H™ pertencente ao grupo
NH3 ¢ liberado e conecta-se com o OH~ da solucdo, gerando uma molécula de agua

(H50) , conforme a reagdo expressa em 4.2 apresenta e indicada na figura 1.4.

CH,;CH(NH)COO™ + NaOH — CH;CH(NH,)COO™ + Nat + H,O  (4.2)

Desta maneira, a molécula do aminoacido torna-se desprotonada, devido a perca de
um préton e a molécula de Na™' continua dissociada na solucao, posicionando-se ao redor
das moléculas de C'O5 por causa da atracao entre seus fons.

A figura 4.7 apresenta os espectros em funcao do pH, normalizados em 1630 cm™!,

desde a forma neutra com pH=6,27 (figura 4.7 (a)) até a forma aniénica pH= 9,88 (figura

4.7 (d)).
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Figura 4.7: Espectros Raman das solugoes aquosas do L-alanina: (a) pH ~ pl = 6,27 (b)
pH < pK, (c) pH = pK, (d) pH > pK,.

Para as solugoes basicas, ocorreram mudancas diferentes nos modos vibracionais quando
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comparada a solucao acida (figura 4.6). Isto porque, agora, o grupo envolvido é a amina
(NHy). Em aminoacidos zwitteriénico ou anioénico ocorrem fortes interacoes eletroes-
taticas entre o grupo carboxilato e um céation metélico, como o Na*t, podendo levar a
formacgao de pontes salinas estaveis que tem o poder até de transitar o aminoacido neutro
para o zwitteridnico quando em fase gasosa [7].

Acredita-se que em razao desta estabilidade no aminoacido quando em forma anio6nica,
espera-se notar menores alteragoes espectrais quando comparado as solugoes acidas. As
duas principais mudancas estao relacionadas ao surgimento de duas bandas muito proé-

ximas ao pico em 1112 em ™.

A primeira em 1137 em™!, no espectro da figura 4.4,
era um ombro atribuido a uma deformacao do tipo rocking do grupo NH; . Este ombro
deu origem a uma banda, a qual foi atribuida a uma deformacgao do tipo abano do grupo
NH, (wN Hy) [7]. J& para a banda em 1076 em ™, ela foi atribuida a uma deformagao
do radical (6C' Hs) acoplada a um estiramento entre as moléculas de carbono e nitrogénio
(vCN) [7].

Por fim, para ambos os espectros, figura 4.6 e 4.7, o deslocamento de algumas bandas
foi notério. Em espectros vibracionais estes deslocamentos podem estar associados a
diversos fatores, como: mudanca do comprimento de ligagao, mudanca da frequéncia
de vibragao sendo um dos principais motivos para isto, a mudanga da massa efetiva da
molécula devido a acoplamento de ions ou moléculas aos grupos funcionais. E, até mesmo
por variacao dos angulos de ligacoes.

Conhecendo agora o comportamento das solugoes diante a variacao de pH, é possivel
a realizagao do crescimento de cristais de L-alanina, pela técnica de evaporacao lenta, nos

mesmos meios utilizados e em valores de pH muito proximos ao pK, e ao pK,.

4.4 Crescimento de cristais:

Devido a alta aplicabilidade de cristais organicos em diferentes areas, conforme ja foi
abordado na secao 1.4. Estes materiais sao promissores no desenvolvimento tecnologico
e afins. Logo, é de extrema importancia o seu estudo, bem como, a sua caracterizacao.
Para isto, as técnicas de espectroscopia Raman e difratometria de Raios-X (DRX) foram
utilizadas. A primeira, com o intuito de analisar possiveis mudancgas moleculares diante

a variacao de pH e, a segunda, com o objetivo de estudar possiveis mudancas estruturais.
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Primeiramente, é necessario o conhecimento prévio do material trabalhado. Sendo
assim, a caracteriza¢ao do aminodcido, a temperatura ambiente ( 24°C) via espectroscopia
Raman, pode ser encontrada na secao 4.1. Também, o difratograma do L-alanina e seus
respectivos planos cristalograficos podem ser visualizados na figura 4.8, normalizado em

20,6°.

Comercial
CIF: 2104782

012)

Contagem Normalizada

260 (Graus)

Figura 4.8: Difratograma de Raios-X do aminoacido L-Alanina em comparacao com a
CIF n°. 2104782.

Os indices de Miller (hkl) deste difratograma foram obtidos por meio da ficha padrao,
Crystallographic Information File (CIF) n° 2104782 adquirida em Crystallography Open
Database (COD), cujo acesso é online e gratuito.

Esta ficha foi utilizada para comparar e identificar a fase do L-alanina obtido por
meio do equipamento, que indica, assim como as referéncias, que o L-alanina pertence ao
sistema cristalino ortorrémbico com 4 moléculas por célula unitaria e de grupo espacial
P21212; [67].

De posse dos resultados do material comercial realizou-se entao a diluicao do mesmo
em meio aquoso, titulou-se esta solugdo utilizando os mesmos reagentes (HCl e NaOH)
da solugao com variacao de pH e, esperou o crescimento dos cristais, figura 3.1 (a), (b)

e (c), seguindo detalhadamente os passos descritos na segao 3, por meio da técnica de
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evaporagao lenta de solvente.

Para que as medidas fossem realizadas nestes cristais, foi necessario macera-los. Desta
forma, o espalhamento do feixe torna-se uniforme, evitando que algum modo vibracional
desapareca ou que algum plano cristalografico nao fique evidente.

Na figura 4.9 (a) é apresentada a comparacao entre o espectro Raman do L-alanina
comercial, encontrado na figura 4.1 e, na figura 4.9 (b), o espectro do cristal macerado

crescido em pH neutro e igual a 6,17, ambos normalizados em 851 em ™.
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Figura 4.9: Espectros Raman: (a) L-alanina comercial e (b) cristal crescido em pH 6,17.

Comparando ambos os espectros pode-se notar que nao houve alteragoes significativas
nos modos vibracionais do aminoacido comercial para o cristal crescido em solugao aquosa.
Porém, é necesséario a analise estrutural deste composto, a qual pode ser visualizada por
meio da técnica de DRX, cujo difratograma encontra-se na figura 4.10 e que também,

compara a amostra comercial (figura 4.10 (a)) e o cristal obtido a pH neutro (figura 4.10
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(b)), normalizados em 20,6°.
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Figura 4.10: Difratograma comparando (a) L-alanina comercial e (b) cristal obtido em

pH 6,17.

Comparando os difratogramas das figuras 4.10 (a) e (b) nota-se que sdo similares,

mostrando que o grupo espacial as caracteristicas estruturais se mantiveram para o cristal

crescido. Este resultado corrobora com o obtido pela espectroscopia Raman.

Na figura 4.11 (a-c) encontram-se os espectros Raman para os cristais crescidos em

diferentes pH: 2,34, 6,17 e 9,69, acido, neutro e basico, respectivamente.
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Figura 4.11: Espectros Raman para os cristais crescidos em solugoes de: (a) pH dcido e
igual a 2,34, (b) pH neutro e igual a 6,17 e (c) pH bésico e igual a 9,69.

Como ¢é possivel observar a maioria dos picos permanecem com 0s mesmos centros,
mantendo a mesma configuragdo vibracional do L-alanina comercial. Com excessao do

1 podendo ser equivalente ao pico

“ombro” que manisfesta-se ao lado do pico em 850 cm™
que apareceu em 825 ¢cm ™! na figura 4.6 (b) para a solugao acida.

Como ja visto, o ponto de pK em uma curva de titulagdo corresponde ao ponto o
qual ocorre uma disposicao do material em doar ou receber prétons. Assim, considerando
o pH em 234, a solucao acida do L-alanina estaria entre as espécies neutras e acidas.
Segundo o principio de Le Chatelier, o qual diz que em um sistema em equilibrio, ao
sofrer uma perturbacao, responde de forma a minimizar o efeito da mesma [68], pode
existir uma preferéncia do cristal em crescer da forma zwitterionica, com uma pequena
porc¢ao estando protonada.

A figura 4.12 (a-c) mostra os difratogramas para os cristais crescidos em solugoes

acida, neutra e basica, respectivamente. Comparando os cristais crescidos em solugao

acida (figura 4.12(a)) e bésica (figura 4.12(c)) com o crescido em solugdo neutra (figura

48



4.12(b)) nota-se um pico em aproximadamente 26 ~ 10° e 23° no cristal acido, o que pode

estar associado a uma mudanca na estrutura do aminoacido cristalino.
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Figura 4.12: Difratogramas de raios-X obtidos para cristaisobtidos de solugoes de (a) pH
acido e igual a 2,34, (b) pH neutro e igual a 6,17 e (c¢) pH bésico e igual a 9,69.

Para melhor entendimento das modificagbes estruturais foram crescido cristais em
valores de pH que ultrapassassem os valores pK, tanto em acido quanto em base, sendo
pH = 2,19 (4cido) e pH = 9,87 (bésico). O procedimento foi semelhante ao descrito no
capitulo 3 deste trabalho e os cristais podem ser visualizados na figura 4.13 (a) e (b), pH
acido e pH basico, respectivamente. O cristal acido precisou de 55 dias para atingir a

forma da foto enquanto que o cristal basico, precisou apenas de apenas 28 dias.
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Figura 4.13: Cristais de L-alanina crescidos em: (a) pH 2,19 e(b) pH 9,87.

Os espectros Raman obtidos para o pH acido e béasico podem ser vistos na figura 4.14
(a) e (c), respectivamente, os espectros também sao de cristais macerados. Na figura
4.14 (b) encontra-se o espectro do cristal neutro macerado para comparacdo. Todos
normalizados na banda de maior intensidade: 831 em ™!, 850 em ™! e 851 em ™.
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Figura 4.14: Espectros Raman para os cristais crescidos em (a) pH acido e igual a 2,19,
(b) pH neutro e igual a 6,17 e (¢) pH bésico e igual a 9,87.
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Observando o espectro do cristal obtido em solu¢ao acida, os picos com (*) quando
comparado com a figura 4.6 (referente as solugoes aquosas com pH acido), tiveram um
comportamento muito parecido, com pequenos deslocamentos, possivelmente devido a
interagdo aminoacido - solugdo. O surgimento de uma banda referente a C' = O em
1675 cm™! [7], o pico em 1212 ¢m™! referente a uma deformagao assimétrica do tipo
rocking do N H3 [65]. Além do pico em 831 que foi atribuido ao estiramento da cadeia
principal (assim como no aminoacido comercial, tabela 4.1) acoplado a uma deformagao
entre carbono e o oxigénio (60 — CO) [7]. Ainda, em 759 em™!, o modo vibracional
pode ser atribuido ao acoplamento de uma torgao de carbono com carbono (7CC') e uma
deformagao do tipo abano para o CH (wCH) [7]. Porém, as mudangas na regiao de 1250
a 1640 cm™! e, entre 290 e 700 em ™! ainda nao foram explanadas na literatura.

J& para a parte basica, nao foram observadas alteracoes vibracionais significativas,
como no espectro da solugao aquosa com pH bésico, figura 4.7. Isto pode estar relacionado
com as pontes salinas estdveis, como dito anteriormente, formadas devido ao fon Na* que
forcam o aminodcido manter-se na forma zwitterion [7]. Sendo assim, espera-se que sua
estrutura seja equivalente.

Portanto, pode-se analisar o difratograma destes cristais que esta na figura 4.15. O
difratograma (a), normalizado no pico de maior intensidade 9,3°, é referente ao cristal
crescido no pH = 2,19, o difratograma (b), normalizado em 20,6°, é do cristal crescido em
pH neutro (pH = 6,17) e por fim, em (c) tem-se o difratograma do cristal crescido & pH

= 9,87, normalizado em 20,6°.
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Figura 4.15: Difratogramas de raios-X obtidos para cristais crescidos em solugoes de (a)
pH 4cido e igual a 2,19, (b) pH neutro e igual a 6,17 e (c) pH bésico e igual a 9,87.

Como é perceptivel, o cristal acido tem seu difratograma diferente quando comparado
ao cristal neutro. Esta mudanga, segundo Garcia et al. estd relacionado com a formacao
de dimeros! 4cidos. Estes dimeros podem acarretar em uma reducao do niimero de picos de
difragdo devido & uma orientacao mais restrita do cristal de L-alanina [7]. Esta orientagao
pode ser resposével por gerar cristais no formato de agulhas [7], como na figura 4.13 (a) e,
ao comparar com os resultados obtidos para outros aminoécidos, como a Glicina, pode-se
inferir que o L-alanina precipitado a partir de solu¢des aquosas com pH acido, cristaliza-
se como cloreto de alaninio [7]. Fase esta ainda nao identificada por meio de fichas
cristalograficas nas bases de dados gratuitas.

Conforme observado anteriormente, tanto os modos vibracionais como a estrutura do
cristal basico de L-alanina ndo mudou mediante a variacao de pH. Mas, Garcia et al.

descrevem mudancas tipicas da desprotonacao do aminoécido, assim como foi examinado

IDimero é um nome dado a uma molécula que surge devido a interacéo intermolecular de duas molé-
culas idénticas que estdo préximas e mais juntas quando comparado as outras [69].
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na solucao aquosa com pH basico, para espectros de infravermelho e para os difratogramas
de raios-X. Em seus difratogramas, os autores observaram formagao de sédio alaninato
com carbonato de sédio residual com pH = 13 [7]. Desta maneira, acredita-se que seja
necessario uma nova tentativa de crescer cristais com um valor de pH>9,87.

Apontando apenas para o fato de que, o modo de preparo dos materias do artigo [7] e
deste trabalho foram diferentes. Garcia et al. por meio de uma incubadora com agitacao
orbital continua evaporaram completamente o solvente da solugao, adquirindo o material
ja em po. E, neste trabalho houve o crescimento dos cristais por meio da evaporagao lenta

de solventes e posteriormente a sua maceracao.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
FUTURAS

Neste trabalho abordamos a interacao do pH com o aminoéacido L-alanina, por meio
da espectroscopia Raman, cuja regido espectral abordada esteve entre 290 & 1800 ¢m ™!,
com o objetivo de analisar as altera¢oes nos modos vibracionais ocasionados por este fator
externo.

Conforme a solugao aquosa do aminoacido foi titulada, as mudancgas nos modos vi-
bracionais foram notérios. Para pH < pl ocorreu o processo de protonagdo do L-alanina,
o qual um fon H™' da solucdo interagiu com o aminodcido formando o grupo carboxi-
lico. Também, para pH > pl ocorreu o processo de desprotonacgiao, o qual um fon H*
pertencente ao grupo N Hj foi liberado para a solucdo, interagindo com o OH~ do rea-
gente basico para formar H,O. Processos estes que foram detectados por meio da técnica
utilizada. Além das mudancas espectrais observadas para estes grupos funcionais, fo-
ram também observadas outras alteragoes, como mudancas na cadeia lateral e na cadeia
principal, isto devido a modificagdo na configuragdo molecular.

Paralelamente ao estudo das solugdes com variacao de pH, foram crescidos cristais em
diferentes valores de pH (pH ~ pK,, pH ~ pK,, pH < pK, e pH > pK}), por meio da
técnica de evaporacao lenta de solvente. Estes critais foram também analisados por espec-
troscopia Raman, os quais nao apresentam mudancas significativas na regidao proximo ao

pK. Enquanto que, para os valores extremos de pH, foram observados apenas mudancas

relacionadas a protonagao do aminodcido, ja que para a desprotonagao, segundo a litera-
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tura, ocorre a formacao de pontes salinas estdveis com o fon Na™, o qual pode impedir o
aminoacido de transitar para forma desprotonada, mantendo a estrutura zwitterion.

Complementarmente as andlises por espectroscopia Raman, por tratar-se de cristais,
optou-se pela realizacdo de medidas de difragdo de Raios-X (DRX), com o intuito de
analisar possiveis mudancas estruturais ocasionadas pela variacdo do pH. Assim como
para a espectroscopia Raman, as mudancas estruturais foram detectadas apenas para os
cristais crescidos em solugoes acidas, os quais possivelmente cristalizam-se como cloreto de
alaninio. Para os cristais crescidos em solugoes basicas, mantem-se a estrutura zwitterion.

Desta forma, a espectroscopia Raman demonstrou-se eficaz em fornecer informagoes
a respeito das alteracdes moleculares tanto para as solugoes aquosas com variagao de pH
quanto para os cristais crescidos. Bem como, a técnica de DRX demonstrou-se 1util na
identificacdo de mudangas em nivel estrutural para as amostras cristalinas.

Entre as perspectivas de trabalhos futuros, pretendemos realizar um crescimento com
pH>9,87 para tentar identificar mudancas geradas por meio do pH bésico na conforma-
¢do molecular e estrutural do aminoacido L-alanina. Também, pretende-se orientar e
caracterizar estes cristais por meio do DRX, difracao de Laue e técnicas de imagem.

Por fim, pretende-se conduzir analises a cerca do comportamento 6ptico destes cristais,
de forma que estes cristais possam contribuir de forma positiva no estudo de materias
6pticos nao-lineares organicos. Além disto, espera-se que o estudo da solubilizagdo do
aminoacido em diferentes valores de pH possa auxiliar na investigacao e caracterizagao

destes cristais.
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