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Resumo

O conhecimento de propriedades fisicas e quimicas dos aminoacidos
€ essencial para suas utilizagcbes nas areas farmacéuticas, alimenticias,
entre outras. Com este intuito, o objetivo deste trabalho foi realizar um
estudo sobre possiveis transicoes de fase, em nivel molecular, da solugéo
aguosa do aminoacido L-Alanina em meios &cido e basico. Para tal, utilizou-
se a técnica de Espectroscopia FT-Raman a qual permite uma analise
gualitativa a respeito dos modos vibracionais de um composto. Comparando-
se os resultados obtidos, foi observado forte influéncia do meio acido, na
cadeia lateral do aminoacido. A técnica de FT-Raman mostrou-se uma
ferramenta promissora para analise de alteracbes moleculares nas solucdes
de L-Alanina em diferentes meios.

Introducao

O L-Alanina é um dos 20 aminoéacidos encontrados na natureza, e
como caracteristica principal dos aminoacidos, também possui um grupo
carboxilico (COOH) e um grupo amina (NH). Seu radical € um grupamento
metil (CH3), que tem por propriedade definir o0 aminoacido e o caracterizar
em tamanho, carga elétrica, polarizabilidade, propriedades quimicas,
Opticas, funcionais e estruturais. Atua principalmente no processo de
construcdo e manutencdo de proteinas, auxiliando na formacdo dos
neurotransmissores e na regulacéo de glicose. Em solug¢des aquosas de pH
neutro, os aminoacidos podem exibir distribuicdo de carga neutra, porém
com a variacao de pH podem passar exibir forma protonada e desprotonada,
ocasionando em modificacdes moleculares no aminoacido [1].

Materiais e métodos
Preparacdo de Amostra:

Foi analisado inicialmente o aminoacido L-Alanina (Sigma Aldrich) em
pé6 com 99,5% de pureza, posteriormente as analises da L-Alanina
solubilizada em agua, e por fim as solugcbes aquosas em meio acido e
basico. Na solugdo aquosa de L-Alanina utlizou-se como limite, a
solubilidade maxima do aminoacido de 1,875 mol/L [2]. Ja para as analises
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em meios acido (HCL a 1 mol/L) e basico (NaOH a 1 mol/L) utilizou-se 1
mol/L de solucdo aquosa de L-Alanina.

Todas as solugdes foram preparadas adicionando agua ultra pura
(tipo I - Milli-Q) com a ajuda de um agitador magnético (Corning, modelo PC
420), na velocidade 6 por 30 min, adicionando-se aos poucos 0 aminoacido,
até a concentracdo desejada. Para as solucdes acidas e basicas, foram
adicionados além da agua, o 4cido e a base até o pH desejado.

Espectroscopia Raman:

Os espectros foram obtidos por meio da espectroscopia Raman por
transformada de Fourier (FT-Raman), utilizando-se um espectrometro de
FTIR (Bruker, modelo Vertex 70) acoplado ao moédulo Raman (Bruker, Ram
[l module) com excitagcdo 1064 nm.

Os parametros experimentais utilizados foram: 128 varreduras por
espectro no solido e nas solu¢cdes aquosas e, 500 nas solucbes acida e
béasica. Poténcia nominal de 500 mW, resolucdo espectral de 4 cm™ e
intervalo espectral de 4000 a 400 cm™. Estas condi¢es de medida foram as
que minimizam contribuicdes de luminescéncia e espalhamento Rayleigh,
além disso com a menor relacéo sinal-ruido em todos os espectros.

Resultados e Discusséo

O policristal L-Alanina foi caracterizado por FT-Raman e as
atribuicdes referentes as bandas Raman foram baseadas na literatura [3][4].
Cada banda Raman refere-se aos modos vibracionais da amostra. Estas
bandas caracteristicas podem alteradas quando uma perturbacéo acarreta
mudancas em nivel molecular na amostra, ou seja, pode haver mudanga no
modo vibracional, o qual pode ser observado em um espectro pelo
deslocamento, aparecimento e/ou desaparecimento de bandas. Estas
caracteristicas podem ser analisadas como possiveis transicoes de fase em
aminoacidos.

A Fig. 1(A) apresenta os espectros Raman da solu¢do aquosa de L-
Alanina comparada a agua pura e ao aminoacido em pé. Ja nas Fig. 1(B) e
(C) uma comparacao entre a solucdo aquosa e a mesma solubilizada em
meios basico e acido, respectivamente.

Nota-se na Fig. 1(A) que agua liquida possui um par de bandas largas
de Raman, uma centrada em aproximadamente 1600 cm™ e outra de 3200
& 3400 cm™ [5], sendo a primeiro referente a uma deformacéo angular (&
OH) e o segundo, associado ao estiramento (v OH), porém os demais picos
na solucdo aquosa possuem 0s mesmos centros atribuidos a L-Alanina em
pd. Os pequenos deslocamentos ocorridos nos espectros das solucdes de L-
Alanina, como é o caso do pico 852 cm™ que passou a ser 848 cm™ e,
também, 1409 cm™ que se tornou 1413 cm™, pode estar relacionado com a
transferéncia de carga envolvendo o grupo carboxilico e o grupo amina [6].
Deve-se observar que em 500 cm™ ocorre um aumento na intensidade que
esta relacionado a um espalhamento intenso por parte da solucéo.
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Fig. 1. Espectros Raman normalizados das solucdes de L-Alanina (L-Ala)
em meios (A) neutro, (B) basico e (C) acido.

J4 para as solucdes acidas, apresentada na Fig. 2(C), o pH
equivalente a 2,340 seria 0 ponto de pKa do aminoacido, sendo o pKa a
medida correspondente a tendéncia com que um grupo cede um proton, e o
pH igual a 1,036 foi escolhido pois é uma regido onde a solucdo esta
protonada e todas as intera¢cdes moleculares ja foram efetivadas.

Sendo assim, ao comparar o centro dos picos nos espectros da
solucdo aquosa e as solugbes contendo 4&cido, nota-se pequenos
deslocamentos nos picos referentes aos modos vibracionais de CHjs. Isto
pode estar relacionado a um dipolo formado entre a prépria molécula e toda
a sua vizinhanca, causando alteracdes moleculares, pois, a atracdo e
repulsdo entre diferentes ions pode acarretar em mudancas nos modos
vibracionais, observados na espectroscopia Raman. Também, na banda 852
cm™, que se refere ao estiramento entre o carbono principal do aminoécido e
o radical metil do L-Alanina, ha uma evidéncia de que o acido realmente tem
forte influéncia na cadeia lateral do aminoécido, de forma nao reversivel,
pois impede que a molécula retorne a sua configuracdo original quando se
encontra protonada. N&o foram verificadas alteragbes moleculares com
relacdo a cadeia principal do L-Alanina.

Em contrapartida, a solugdo bésica, Fig. 1(B), apresenta pequenos
deslocamentos no radical, ocorrida também, devido a influéncia de cargas
da vizinhanca na prépria molécula. Porém, a banda em 852 cm™ permanece
inalterada, tanto para o pKa quanto para a solucdo desprotonada, sendo
possivel, a pressuposicdo que a base ndo gera danos ao modo vibracional
do radical. Sendo assim, espera-se mudancas na cadeia principal do
aminoacido, principalmente, no agrupamento amina, pois quando o pH é
basico, o grupo amina € que fica responsavel por receber protons da
solucdo. Isto é observado nas proximidades de 3200 cm™ e 1600 cm™ [7],
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que ndo permitiu a visualizacdo devido a grande influéncia da agua no
espectro.

Conclusbes

Conclui-se que a Espectroscopia FT-Raman pode ser utilizada como
técnica para analise de possiveis transicdes de fase em solucdes aquosas
de L-Alanina em meios béasicos e acidos, mediante a andlise de alteracdes
em nas bandas Raman permitindo identificar mudangas em nivel molecular,
e localizando as altera¢cdes no radical ou na cadeia principal da L-Alanina.
Deste ponto de vista € possivel o emprego da técnica de FT-Raman para
outros aminoacidos, e ainda podendo ser realizados estudos para a
verificagdo de transicdes de fase moleculares em fungdo de outros
parametros, como variacao de temperatura.
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