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Resumo: ESTUDOS CONFORMACIONAIS DE ESTERES METILICOS DE
ALGUNS AMINOACIDOS ATRAVES DAS ESPECTROSCOPIAS NO
INFRAVERMELHO, DE RMN E CALCULOS TEORICOS

Palavras chave: anélise conformacional, acoplamento, teoria da solvatacéo,
ésteres de aminoacidos

Este trabalho apresenta estudos teoricos e experimentais sobre estabilidade
conformacional de ésteres metilicos de alguns aminoacidos (glicina, alanina,
prolina e acido aspartico) por meio de espectroscopia vibracional e calculos
tedricos da estrutura eletrbnica. Os calculos tetricos foram efetuados com o
método ab initio em nivel MP2 e com o da Teoria do Funcional de Densidade
(“DFT”) com diferentes conjuntos de bases e com corre¢cdo de energia do ponto
zero “ZPE”, disponiveis no pacote Gaussian03. Determinaram-se as energias e
geometrias dos conférmeros mais estaveis na fase vapor e com a inclusao dos
efeitos do solvente. Os espectros no infravermelho na regido do estiramento
fundamental do grupo carbonila e no seu primeiro “overtone”, em solventes de
diferentes constantes dielétricas, assim como o comportamento dos acoplamentos
Jun € Jen em solucéo foram utilizados para determinar o numero e as populacoes
dos rotdmeros presentes. A andlise conjunta dos dados permitiu avaliar quais séo
os fatores responsaveis pela estabilidade conformacional nos ésteres de
aminoacidos estudados. No caso do éster do acido aspartico realizou-se um
estudo detalhado RMN de 'H e '3C a fim de verificar se os acoplamentos JuH €
Jon, dos grupos CH e CH, apresentavam variacdo com a mudanga da populacédo
dos conférmeros, uma vez que os hidrogénios do grupo CH; sédo diastereotdpicos,
portanto apresentam deslocamentos quimicos diferentes e acoplam entre si. Estes
dados foram tratados pelo programa Models juntamente com as geometrias
previamente otimizadas, o que forneceu informagdes detalhadas sobre o

comportamento conformacional da molécula em solugédo e também no vapor.
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Abstract: IR, NMR AND THEORETICAL INVESTIGATION ON THE
CONFORMATIONAL ANALYSIS OF SOME AMINO ACIDS METHYL ESTERS

Keywords: conformacional analysis, coupling, amino acid esters, solvation theory

The present work reports a theoretical and experimental study on the
conformational analysis of some amino acid methyl esters (glycine, alanine, proline
and acid aspartic) through IR and NMR spectroscopy, and theoretical calculations.
The results from ab initio calculations of energy and structure for the main
conformers were performed with the Gaussia03 program using MP2 and DFT
theory including ZPE corrections and salvation effects. The infra-red spectrum in
solvents with wide range of dielectric constants as well the behavior of couplings
constants Jyy and Jcy in solution were used to determine the number and the
populations of the rotamers in solution. The analysis of the data allowed the
evaluation of the factors responsible for conformacional stability in the studied
compounds. For the acid aspartic ester, a detailed investigation was performed
using the through Models program, with the optimized geometries from Gaussian
combined with experimental couplings constant values, which yielded detailed
information on the conformacional behavior of the molecule in solution and also in

the vapor.
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1. INTRODUCAO

1.1 Conformacéao

Os elétrons de uma ligacdo servem nao somente como seu esqueleto, mas
também como um sistema nervoso rudimentar. Eles revelam os efeitos de
perturbacdes locais de outros centros, mais ou menos efetivos, dependendo da
distdncia e geometria. Portanto, em principio, muitos nucleos em moléculas
podem sentir a presenca de um atomo ou grupo fortemente eletronegativo ou a
aproximagao de outra molécula, ou ainda a mudanga na densidade eletrénica que

acontece quando ligacdes sao formadas ou quebradas. '

Na pratica estes efeitos sédo localizados e é isso que da origem aos efeitos
estereoeletrénicos. Eles podem causar profundas mudangas na conformacao
molecular e em mecanismos de reacao e sao fundamentais para o entendimento
da relacdo entre estrutura e reatividade. Os efeitos estereoeletrénicos tipicos
envolvem uma interagéo eletrénica, que estabiliza uma conformagéo ou um estado
de transicdo e sao observados somente quando a geometria correta é
alcancada. 2

O estudo do isomerismo conformacional de uma grande diversidade de
compostos levou a proposicdo de um correspondente grande numero de efeitos
conformacionais, quando nao é possivel explicar os resultados apenas em termos
de efeitos estéricos. Esses efeitos tém sido denominados de efeito gauche, efeito
anomeérico, efeito “orelhas de coelho”, etc. Além desses, ha os de natureza
puramente eletronica como interacdes de orbitais através das ligacdes e através
do espaco, interacdes superjacentes, etc. 8

1.1.1 Analise conformacional

Analise conformacional é o estudo detalhado do arranjo espacial dos atomos de
uma molécula, isto é, a estrutura tridimensional de uma molécula. O conceito de
analise conformacional foi introduzido por Barton, em seus trabalhos

fundamentais. A premissa basica da analise conformacional baseia-se no fato de

1



as propriedades fisicas e quimicas de um composto estarem intimamente

relacionadas com a conformagao adotada. *

Inicialmente os principais métodos de determinagdo de conformagédo das
moléculas eram baseados em métodos quimicos, que nem sempre produziam
resultados inequivocos. A partir da segunda metade do século passado os
métodos fisicos foram introduzidos na determinacao estrutural com bastante éxito.
Entre os métodos utilizados estdo as técnicas de difracdo (raios-X e elétrons) e
toda variedade de métodos espectroscopicos (microondas, infravermelho, RMN,
Raman, ultravioleta). Uma grande quantidade de informacéao € obtida, em adicao,
pela determinacdo dos momentos de dipolos. Estes métodos sdo de importancia
fundamental para a analise conformacional, porém em alguns casos o estudo
experimental ndo € possivel, ou ainda hoje pode sozinho ndo ser totalmente
conclusivo a respeito da conformagdo exata de uma determinada substancia.
Assim a utilizacdo de técnicas teoricas tem sido cada vez mais utilizada e tem
oferecido informacdes cada vez mais precisas em relacdo a conformagédo de um

composto. *

O mais importante principio da analise conformacional € que a rotagdo sobre a
ligacdo simples nao é livre, mas restringida pela barreira de energia, que depende
dos substituintes. Conformagdes alternadas s&o preferidas, quando grupos
volumosos estdo presentes, resultando em uma conformagao antiperiplanar ou
anti. As preferéncias sédo facilmente entendidas em termos de repulsdo estérica
entre 0s grupos, as quais sdo de fato interagcdes entre orbitais preenchidos
(ligantes) e, portanto, sdo repulsivas. Porém interagces entre orbitais ligantes e
antiligantes favorecem a estabilizacdo de uma conformacédo em relacdo a outra,

na qual estas interagdes nao poderiam ocorrer. 2

A determinacdo da conformacao preferencialmente adotada por moléculas em
solucéo é de importancia 6bvia, por exemplo, no caso de polipeptidios. Espera-se
que para esta classe de compostos a atividade bioldégica que possuem esteja
diretamente relacionada com a conformacdo adotada em solugdo. Estas

moléculas sédo, no entanto, relativamente complexas, e uma resposta definitiva



para os problemas suscitados por estes estudos devem aguardar primeiramente
por uma teoria coerente e eficiente sobre os efeitos do meio no equilibrio

conformacional para moléculas mais simples.

Uma abordagem a respeito da analise conformacional de aminoacidos, objetivo
deste trabalho, sera feita no final deste capitulo (item 1.5).

1.2 UtilizagGes da Espectroscopia de RMN em Analise Conformacional

Dentre os diversos métodos de estudo da conformacdo de moléculas, a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) vem sendo largamente
utilizada na determinagcdo das preferéncias conformacionais dos compostos, e
especialmente na determinacado de equilibrios conformacionais em solucdo com

bastante sucesso.

O uso da espectroscopia de RMN no estudo de equilibrios conformacionais
iniciou-se com o trabalho classico de Garbisch ® baseado no método de Eliel para
a determinacdo das propor¢des dos conformeros do bromociclohexil,  em que o
deslocamento quimico dos conférmeros foram determinados através de medidas

feitas em modelos rigidos, no caso o derivado 4-terc substituido.

CeH11Br(axial) CeH11Br(equatorial),

Entretanto, essa metodologia até entdo estabelecida baseada no estudo das
constantes de acoplamentos ou nos deslocamentos quimicos do hidrogénio em
posicdo o, era aplicavel a cicloexanonas o-heterossubstituidas ou a sistemas
rigidos semelhantes. Isto porque ela utiliza derivados de estrutura rigida, modelos
ancoméricos (do grego ovaykewv = fixado por lei ou destino), ’ para a
determinacao dos deslocamentos quimicos ou das constantes de acoplamento
dos conférmeros individuais. Além de esse procedimento ter recebido inumeras
criticas, ® ele ndo é aplicavel a sistemas alifaticos para os quais ndo se tem os

modelos rigidos correspondentes.

Por outro lado, tem sido observado que as constantes de acoplamento,
especialmente a vicinal °J e a 4, apresentam marcante dependéncia com a

conformacdo e que os efeitos do solvente nas constantes de acoplamento,
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incluindo os anisotrépicos, sdo muito menores do que aqueles devidos a
mudancas conformacionais e por isso sdo mais confidveis nos estudos de
isomerismo rotacional.?® O acoplamento “Jun, € como foi verificado mais
recentemente também *Jur e 2Jcr, por exemplo, sdo facilmente medidos com alta

precisdo e exibem uma grande dependéncia relativa com o solvente. ™

Assim, o0 uso da variacao da constante de acoplamento com o solvente, associado
a calculos da energia de solvatacdo e a calculos tedricos das energias e
geometrias dos conférmeros conduziram a elaboracdo de um método
extremamente confiavel e preciso para a andlise de equilibrios
conformacionais. ' Dentre os compostos estudados por esse método podemos
citar as cicloexanonas, as acetonas e acetatos de metila cujos resultados foram

obtidos com bastante éxito.

1.2.1 Determinacéao do Isomerismo Conformacional a partir das

Constantes de Acoplamento

Os fundamentos para essa determinagcdo se encontram bem estabelecidos e
descritos na literatura.? "2 Sua aplicagdo na pratica iniciou-se nos anos 90 com um
trabalho de Abraham sobre fluorcetonas'® em conjunto com o nosso laboratério
de Fisico-Quimica Orgéanica. Estudos posteriores com outros sistemas

comprovaram a aplicabilidade e precisdo deste método 1320,

1.2.2 Efeitos do meio no equilibrio conformacional

A diferenca de energia entre isbmeros rotacionais € quase sempre muito pequena
(0-3 kcal/mol) e como a energia de solvatacdo de um soluto polar em um meio
polar tem no minimo essa magnitude, chegando nao raramente a ser muito maior,
é de se esperar que a mudanca do meio afete o equilibrio conformacional
consideravelmente. De fato, ha muitos compostos que apresentam uma inversao
populacional com a variagdo do meio, isto é, o conférmero mais estavel em
solventes pouco polares nao € o mesmo conférmero mais estavel em solventes

muito polares.



Consideremos uma molécula em equilibrio entre dois rotdmeros A e B. Se as

populacdes dos dois rotameros em algum solvente (S) sao na e ng, temos que:

~ B
K = ng/na = exp(-AG®/RT) (1)
ng+ Np = 1

onde, AG® ¢ a diferenca de energia livre para o equilibrio em um dado solvente
(S). A nomenclatura adotada utiliza a foram sobrescrita para indicar o meio

(v=vacuo, s=solvente) e subscrita para indicar o estado.

Para este equilibrio diferenca de energia em dois solventes ou entre a fase vapor
e um solvente, sera dada por:

SAG = AGY - AGS

Neste caso podem ser feitas algumas simplificacdes, como a troca de 3AG por
dAE. Esta simplificacdo baseia-se nas equacdes fundamentais da fisico-quimica
para os gases perfeitos (H=E+ RT e G=H — TS), e no fato de as consideracdes
serem feitas apenas para a variagcdo de solventes (meio) sem mudanca de

temperatura.

Sera assumido que a diferenca de entropia entre os estados A e B ndo é afetada
pelo meio, isto é, 3AS é nula. E muito comum em estudos de equilibrios
conformacionais a consideracdo de que no equilibrio AS é zero em todos os
solventes. No entanto, para a proposta apresentada neste trabalho nao é
necessario fazer essa drastica consideracao, ja que na verdade serd utilizado dAS.
De fato existe uma notéria dificuldade na obtencao de valores exatos de AS, e
muitas das estimativas de variacdo de entropia no equilibrio em questao estao
dentro do erro experimental observado. Portanto neste caso a consideragdao de

que 5AS=0 parece ser bastante razoavel. '

Assim, baseando-se nestas consideragdes a equacao acima pode ser reescrita,

SAE = AEY - AES



Torna-se necessario entdo calcular apenas a variagao de Ea - Eg com o solvente.

Dentre os métodos estaticos, o0 método da variacao do solvente em RMN é o mais
indicado nestes casos. Vamos considerar a sua aplicacdo apenas as constantes
de acoplamento J. Em um experimento estatico, a escala de tempo da técnica
experimental é tal que a interconversao entre os rotdmeros ocorre durante uma
simples medida, fornecendo um valor medio de J. No equilibrio entre Ae B, Ja e Js
sao os valores de J para esses rotameros. Entao, teremos:

Jobservado = NAJA + NeJB (2)

Os valores de Ja e Jg serdo utilizados para obter o valor de AE® para este sistema.
O processo comumente usado € obter os valores de J em funcdo da temperatura
T e do solvente. O gréfico de J versus T € uma curva de quatro parametros
desconhecidos AE®, AS, Ja € Jg, sendo usualmente AS=0. Com isso tém-se

apenas trés parametros desconhecidos: AE®, Ja e k.

No trabalho descrito nesta tese realizou-se medidas sempre a uma mesma

temperatura e, portanto, doravante vamos considerar apenas o efeito do solvente.

Os valores da medida Jops @ uma dada temperatura T e em um dado solvente (eq.

1 e 2), podem ser expressos por:
Jobs = (Ja + KB)/(1 + K)
onde: K = (Jops - Ja)/(Js - Jobs) 3)
Para este equilibrio nés temos que:
na = 1/[1 + exp(-AE/RT)]
e ng = exp(-AE/RT)/[1 + exp(-AE/RT)] (4)
com isso uma fungéo ¢ é formada e € dada por:
6 =2 (Jobs - Nada - NeJ)? (5)

a qual é minimizada computacionalmente pela variagdo dos valores de AE®, Ja e
Js.



Na préatica, um valor arbitrario de AE" é introduzido e os valores de na e ng sé@o
calculados para cada solvente pela equacao 4. Estes, quando combinados com os
valores experimentais de Jyps € a equacgao 2, fornecem os valores de Ja € Jg, 0S
quais, quando introduzidos na equacéo 5, conduzem ao valor de ¢. AE® é variado
até que o valor minimo de ¢ € encontrado, o qual define o melhor valor de Ja e Jg.
Estes calculos sao realizados através do programa Bestfit, que permite obter os
valores de J para cada rotdmero individual. Para obter a populacdo destes
rotdmeros em solucdo se faz necessario o célculo da energia de solvatacao que é

feito pelo programa Models.

Convém salientar que estes programas foram elaborados pelo Professor Abraham
da Universidade de Liverpool, ndo se acham publicados e foram concedidos por
ele em carater reservado, como parte do programa de intercambio que mantém

com 0 nosso laboratorio.

1.2.3 Teoria do efeito do solvente, modelo do campo de reacao
(MODELS)'2

Neste tratamento a energia de solvatacdo de uma molécula é dada pela inclusao
dos campos de reacao de dipolo e quadrupolo e também por um termo direto
dipolo-dipolo para levar em conta a falha da teoria do campo de reagdo de

Onsager em meio muito polar.

Com essas consideracées a energia de solvatacdo de uma molécula em um
estado A, por exemplo, é a diferenca de energia entre a fase vapor (Ep") e em

algum solvente (EAS) de constante dielétrica € e é dada pela equacao 6

EaY - EaS = kax/(1 - Ix) + 3hax/(5 - ) + bf [1-exp(-bf /16RT)] (6)

onde x = (g - 1)/(2e + 1); | = 2(np? - 1)/(np® + 2); np é o indice de refracdo; T é a
temperatura (K).

O primeiro termo é devido ao dipolo do soluto (ka = pa?/a®, pa é o dipolo do soluto)
e o segundo termo o quadrupolo do soluto (ha = ga?/a°, qa € o quadrupolo do
soluto) e a é o raio do soluto. O terceiro termo é o termo dipolo-dipolo em meio



muito polar, onde b = 4.30(1.5a/r%)(ka +0.5ha)"? e f =[(e-2)(e+1)/ €]? para e > 2 e
zero para & < 2. O raio do soluto é obtido diretamente do volume molar (Vy) do
soluto (VwN = 47a%3) onde N é o nimero de Avogadro. O volume molar pode ser
obtido da densidade do liquido puro, se conhecida, ou diretamente no programa
de aditividade de volumes atémicos. Similarmente, o indice de refragdo do soluto
pode ser inserido se conhecido ou calculado diretamente de contribuicbes aditivas.

Para uma molécula em um estado B uma equacéo similar € obtida diferindo
somente nos valores de kg e hg. Subtraindo as duas equacgdes obtém-se a
quantidade requerida experimentalmente AEY-AES=[(EAY — EA®) - (Eg¥ - Eg°)] ou
seja para um dado valor de AEY, o programa calcula AES, que determina as

proporcoes dos conférmeros em um solvente S.

1.3 Calculos Teodricos de Orbitais Moleculares

Os métodos da estrutura eletrbnica empregam as leis da mecanica quantica ao
invés das leis da fisica classica como base para seus calculos. Os métodos da
estrutura eletrénica podem ser semi-empiricos ou ab initio. Os métodos semi-
empiricos usam parametros derivados de dados experimentais para simplificar os
céalculos. Por outro lado, os métodos ab initio ndo utilizam nenhum parametro
experimental, apenas os valores de poucas constantes fisicas: velocidade da luz,
massa e carga do elétron e dos nlcleos e a constante de Planck. ?'

No caso de moléculas simples, os calculos ab initio sdo os que tém sido mais
utilizados e fornecem informagdes a respeito das diferencas de energia entre os
conférmeros mais estaveis, os momentos de dipolo e as geometrias de cada

possivel conférmero no vacuo. %

Dentre os métodos ab initio, o método Hartree-Fock (HF) produz um modelo
razoavel para um grande numero de sistemas moleculares. Porém, a teoria
Hartree-Fock tem suas limitacdes; elas surgem principalmente do fato que esta
teoria nao inclui um tratamento dos efeitos da correlagao eletrénica, ou seja, nao
leva em consideracao as interacdes entre os elétrons, pois os elétrons, em um

sistema molecular, interagem entre si e tendem a se permanecer afastados.



Para suprir esta limitacdo, um grande numero de métodos foram desenvolvidos,
0s quais incluem alguns efeitos de correlacao eletronica. Dentre eles, podemos
destacar o método MP2 (teoria de perturbacdo de segunda ordem Moller-
Plesset)?® o qual contabiliza as interagdes instantaneas dos pares de elétrons com
spins opostos.?! Portanto, calculos com teoria MP2 ou outros métodos que levam
em consideracao as correlacoes eletrénicas fornecem resultados mais precisos,
principalmente em se tratando da geometria molecular e energias, pois ha uma
diferenca consideravel nas geometrias obtidas para uma determinada molécula
quando se faz uso da teoria HF e quando se utiliza a teoria MP2. Porém, a teoria
MP2 necessita de recursos computacionais mais sofisticados, pois seu calculo é

mais complexo e requer um tempo maior de maquina.

Atualmente, uma terceira classe de métodos da estrutura eletronica, os métodos
da teoria do funcional de densidade (DFT) tém sido amplamente empregados.
Estes métodos sdo similares aos métodos ab initio em muitos aspectos. O método
DFT alcanca melhor precisdo do que a teoria HF com somente um modesto
aumento de custo (tempo de processamento), porém muito menor do que o MP2.
Os métodos DFT também incluem alguns dos efeitos de correlagdo eletrénica

muito menos dispendiosos do que os métodos de correlacéo tradicionais.

Com isso, os métodos DFT, mais especificamente o método Becke3LYP,
fornecem geometrias iguais ou melhores do que o método MP2, pois esta teoria
necessita de menos recursos computacionais e, portanto conjuntos de bases mais
sofisticados podem ser empregados. 2’

Os métodos descritos acima tém sido utilizados em nosso laboratorio com

resultados bastante satisfatorios. '*2°

1.3.1 Inclusdo do Efeito do solvente

Os métodos citados anteriormente sdo empregados para calcular parametros
como a energia e a geometria da molécula no estado ‘vapor’ (ou no vacuo), ou
seja, sem considerar qualquer interacdo com o meio externo a ela. Para calcular

estes parametros tentando simular o efeito que meio exerce sobre eles, utilizamos



modelos que descrevem o efeito da solvente na molécula. Estes efeitos em alguns
casos podem ser bastante expressivos, uma vez que efeitos eletrostaticos, por
exemplo, sdo muitas vezes significativamente menos importantes em moléculas
colocadas em um meio com constante dielétrica muito alta, em relacdo a mesma

no vapor. ?'

Uma familia de modelos que descrevem sistemas em solucdao sdo os chamados
SCRF (do inglés self-consistent reaction field), ou métodos de campo de reacao
auto-consistentes. Esses métodos descrevem o solvente como sendo uma
constante continua e uniforme ¢: o campo de reacao, onde o soluto é colocado
em uma cavidade de solvente.?" A interagdo entre a carga do soluto, ou melhor, o
campo produzido no volume externo ocupado pelo solvente e o préprio solvente
(descrito como um dielétrico polarizavel) é representado em termos de carga de
superficie aparente (o) espalhada pela superficie da cavidade. Como resposta, tal
carga produz um novo campo, chamado de campo de reacao, que pode modificar
0 estado anterior da distribuicdo de carga do soluto (se considerarmos este
constituido de cargas pontuais nao fixas). A acao combinada entre o campo do
soluto e o campo de reacdo do solvente pode ser tratada analiticamente a fim de
se obter o resultado final, quando a distribuicdo de cargas de ambos, soluto e
solvente estarao equilibradas. 24

As aproximacdes SCRF diferem pelas varias definicbes de cavidade e de campo
de reacdo. O modelo mais simples é o modelo de campo de reagdo de Onsager. %
Neste método o soluto ocupa uma cavidade esférica e fixa de raio a dentro do
campo do solvente, onde o dipolo da molécula induzira o dipolo no meio. O
solvente e o soluto sédo estabilizados pela interacdo entre os dipolos do soluto e o
dipolo induzido no solvente. Assim, os sistemas com dipolo igual a zero ndo seréao
solvatados por esse modelo.?’

O modelo PCM (polarized continuum model), sigla em inglés para o modelo de
polarizagdo continua de Tomasi %° define a cavidade como sendo a unido de uma
série de esferas atdbmicas interligadas. Esta cavidade é cercada por um meio
dielétrico continuo, representando o solvente, que pode ser caracterizado por suas
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propriedades especificas macroscépicas (densidade, constante dielétrica, indice
de refracdo, etc.). O efeito da polarizacdo do solvente é representado
numericamente, computado pela integracdo numérica das cavidades atémicas que
até certo ponto é uma aproximagédo analitica do modelo de Onsager. O IPCM
(PCM de densidade isoeletrbnica) define a cavidade como sendo uma superficie
de densidade isoeletronica da molécula. E calculada por um procedimento
interativo. Esta superficie € uma forma um pouco mais natural e intuitiva para a
cavidade, uma vez que corresponde a forma reativa do soluto, a promover maior
interacao soluto-solvente, num grau tdo bom quanto o possivel (ou seja melhor do
que a simples e pré-definida forma de esfera ou apenas um conjunto de esferas

sobrepostas).?’ O modelo PCM (e suas diversas formas atualizadas *"%)

€ hoje
amplamente utilizado na descricdo do efeito do solvente na energia e barreira
conformacional de diversos solutos, os quais ndo sofrem transformag6es quimicas

em solucéo.

Além dos modelos de SCRF de Onsager 2°, e PCM %, o estudo de solvatacdo de
aminoacidos emprega varios outros métodos, tanto continuos (implicitos) quanto
os métodos discretos (explicitos). Os mais empregados além dos ja citados sao
baseados nos métodos de polarizacdo continua, entre eles o Modelo de
Solvatagdo-8 (SMX, solvation model X, X=1,...,8) *, COSMO (conductor-like
screening model) **, GCOSMO (generalized conductor-like screening model) *° e

SVP(solvation with volume polarization) %

que tentam solucionar problemas de
interacdes eletrostaticas e nado eletrostaticas entre solvente e soluto, que

envolvem a melhor descricdo do meio, construgéo da superficie da cavidade, etc.

Também bastantes empregados no estudo de aminoacidos sdo os métodos
discretos. ***® Estes métodos (também chamados de explicitos, estudos de
microssolvatacdo) sdo muito empregados e importantes no estudo da solvatacao
quando a molécula apresenta forte interacdo com o solvente, ou seja, nos casos
que ha formacdo de ligacdo de hidrogénio entre solvente e soluto, e
principalmente quando a molécula do soluto é altamente carregada, como € o
caso de um aminoacido na sua forma zwiteribnica, uma vez que as equacdes

usadas nos modelos continuos, ndo sao adequadas para estes sistemas.
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E possivel incluir os efeitos de solvatacdo em calculos de propriedades
moleculares e também de reacbes em solucdo, usando eficientes modelos
baseados no tratamento do solvente como um meio continuo. Alguns podem ainda

combinar o tratamento do meio como continuo e discreto 373°

(o solvente é
explicito na primeira camada de solvatacao e posteriormente tratado com o
método continuo). Os que descrevem o solvente levando em consideracdo as
interacdes intermoleculares soluto-solvente, os modelos discretos, dependendo do
namero de moléculas de solventes utilizadas podem fazer uso de calculos de
mecanica molecular ou ainda calculos hibridos de mecanica quantica/dindmica

molecular para otimizar a estrutura da molécula.

Por causa do aumento da atividade nessa area, recentemente muitos artigos de
revisdo foram publicados tratando do assunto.?*30-3240%2 Tantos trabalhos na area
mostram ao mesmo tempo a importancia e a dificuldade de se desenvolver um

modelo de solvatacdao mais geral e preciso para descri¢cao dos efeitos do solvente.

No presente trabalho o modelo utilizado para os calculos incluindo o efeito de
solvatacdo € o IEFPCM (Integral-Equation-Formalism Polarizable Continuum
Model ) #, que é o modelo padrdao do pacote Gaussian03. Nesta versdo do
modelo geral do PCM, as principais modificacdes sdao em relacdo as funcgdes
utilizadas para determinar a carga aparente de superficie que é colocada na
cavidade do solvente para representar a polarizagdo do meio. Essa mudanca
permite uma utilizagdo mais ampla desse modelo, em sistemas de solventes
padrées caracterizados por permissividade escalar até dielétricos anisotrépicos,

como cristais liquidos e polimeros.

1.4 Observagoes Gerais

A determinacao do equilibrio conformacional pelo método elaborado em conjunto
com o nosso laboratério, descrito ao longo deste capitulo, tem sido aplicado com
éxito a compostos que apresentam como substituinte um ndcleo magneticamente
ativo (fluor) e cujas constantes de acoplamento com o hidrogénio e com o carbono

sao relativamente grandes. Assim um proximo desafio seria a sua aplicagdo em
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sistemas sem a presenca desse substituinte, como é o caso dos compostos

propostos neste trabalho.

A grande vantagem da utilizagdo do método proposto em relacdo ao da
espectroscopia no infravermelho é que ele ndo apresenta as dificuldades inerentes
a esta ultima. Assim, no caso do infravermelho, as principais fontes de erro do
método sdo a consideracdo de que a banda do grupo carbonila apresenta o
mesmo valor de absortividade molar para os dois conférmeros e a ocorréncia da
ressonancia de Fermi, que resulta numa banda adicional na regido do estiramento
do grupo carbonila, além da forte superposicdo das bandas dos dois conférmeros
dificultando a sua deconvolucéo.

1.5 Aminoacidos

O comportamento conformacional de aminoacidos € de importancia crucial para
entender a dindmica dessas moléculas na formagao de polipeptidios e proteinas.*’
Nos ultimos 20 anos, tem crescido o interesse no estudo dessas biomoléculas em
condices isoladas, por exemplo na fase vapor. Assim, embora a fase vapor esteja
longe de representar as condicdes in situ do meio condensado no qual as reagdes
bioquimicas ocorrem, importantes propriedades intrinsecas dessas moléculas
podem ser estudadas neste estado sem sofrer a interferéncia do meio onde elas
estdo inseridas, uma vez que € dificil distinguir na fase condensada, quais

propriedades sdo verdadeiramente intramoleculares.*®

Aminoacidos no estado sélido exibem uma estrutura bipolar zuiteribnica
(“zwitterion”) a qual ndo ocorre nas cadeias de polipeptideos.*” A maioria dos
aminodcidos ocorre predominantemente na sua forma neutra na fase gasosa ou
em um estado isolado. As interacbes com a vizinhanga (intermoleculares) através
de ligagbes de hidrogénio levam a uma consideravel estabilidade da forma bipolar,
quando comparada com a forma neutra. Portanto, para obter essas estruturas
neutras, os estudos devem ser realizados na fase vapor, essencialmente livre de

interagdes intermoleculares.*’*%*
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As dificuldades d6bvias dos estudos experimentais na fase gasosa sao causadas
pelos altos pontos de fusdo, associados a baixa pressdao de vapor dos
aminoéacidos.*” Métodos de aquecimento foram empregados somente para o

estudo de dois aminoacidos, na fase gasosa, a glicina® e a alanina.”

Como um método alternativo, a dissipacdo a laser, oferece uma maneira de
vaporizar um composto organico solido, na qual a rapida dessorcao produzida
pela energia do pulso de laser previne a decomposicdo térmica causada pelo

método de aquecimento.®?

Mesmo com essas dificuldades, nos ultimos 10 anos varios estudos, tedricos e

experimentais, da estabilidade conformacional de aminoacidos vem sendo

realizados na fase gasosa.*’*%%*"!

47,55-58,69-71

Dentre os aminoacidos mais estudados,

49,58-62 54,58,63,64,67,68

podemos destacar a prolina, glicina, alanina, valina,*®

serina®® e 4cido aspartico.®®

Devido aos problemas dos altos pontos de fusdo e baixa pressédo de vapor dos
aminodcidos a maioria dos estudos do comportamento conformacional de alguns

56,58, ,59,62,64.68,70 Eogag estudos foram realizados

deles sé@o exclusivamente tedricos.
com o emprego de diferentes métodos e conjuntos de bases, dos quais 0s
métodos que mais foram utilizados sdo o de correlacdo eletronica Moller-Plesset
de segunda ordem (MP2) e a Teoria do Funcional de Densidade (DFT) utilizando o
funcional B3LYP. Dentre os conjuntos de bases, as bases de Pople contendo
funcoes difusas [6-31++g(d,p) e 6-311++g(d,p)] sdo as mais empregadas , uma
vez que as fungdes difusas permitem uma melhor descricdo do grupo carboxila

com carga negativa.

Destes, alguns poucos estudos empregam calculos teoricos, em diferentes niveis
de teoria, juntamente com dados experimentais na fase gasosa provenientes

principalmente da espectroscopia vibracional no infravermelho 49:5361.66.67.69

e
espectroscopia rotacional no microondas.***®>* Essa escassez de informacgdes

experimentais se deve aos problemas apresentados anteriormente.

Recentemente pdde-se observar um aumento substancial no nimero de trabalhos

tedricos sobre a solvatagdo de aminoacidos. Explorar as preferéncias
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conformacionais em solucao de pequenos aminoacidos, como a glicina e a alanina
é de fundamental importancia para o entendimento de moléculas mais complexas
de grande importancia biolégica. * De fato, os trabalhos mais recentes empregam
em sua maioria estudos tedricos de solvatacao de tais

com pOStOS. 26,37-39,43,44, 46,66,72,73

Por outro lado, estudos experimentais da estabilidade conformacional de
aminoacidos em solventes organicos e mesmo em agua sao pouco explorados.
No caso dos solventes organicos essa restricdo se deve ao fato dos aminoacidos
serem insollUveis na maioria dos solventes organicos, ao passo que em agua a
grande limitagdo se deve ao fato da forte interagdo intermolecular entre o
aminodacido e a agua através de ligacoes de hidrogénio. Outro fator limitante é que
em solucao aquosa a forma encontrada do aminoacido nao é a neutra, mas sim a

bipolar.

Para aumentar a solubilidade dos aminoacidos em solventes organicos uma
alternativa seria realizar a esterificacdo dos mesmos. Com isso dois problemas

seriam resolvidos: a solubilidade e a auséncia da forma bipolar.

Estudos realizados em nosso laboratério tém mostrado que acidos acéticos e
acetatos de metila o-substituidos apresentam praticamente os mesmos
conférmeros estaveis, tanto na fase vapor como em solugélo.74 Portanto, a
mudanca da funcdo acido carboxilico para éster ndo exerceria uma influéncia
significativa na estabilidade conformacional. Tem sido também observado que a
rotacdo em torno da ligagdo O-CHs, que geraria dois conférmeros adicionais, s-cis
e s-trans em relacdo a ligacdo C=0, podem ser descartados, uma vez que a
superficie de energia potencial (“PES”) para o acetato de metila, calculada em
nivel B3LYP/6-31G(d,p), mostrou que o conférmero s-cis é mais estavel que o s-
tfrans por 7.8 kcal mol’ sugerindo que os ésteres metilicos ocorrem apenas na
conformacao s-cis.

Como pode ser observado na literatura um dos aminoacidos mais estudados é a

47,55-58,69-73

prolina. Isso se deve ao fato da prolina ser o Unico aminodcido

contendo um grupo amino secundario fazendo parte de um anel flexivel de cinco
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membros. O residuo de prolina ocorre em maior freqliiéncia que dos demais
aminodcidos, normalmente como parte de uma seqiéncia repetitiva (por exemplo,
o colageno é formado principalmente por glicina e prolina). A revisao dos trabalhos
tedricos ja publicados demonstra que a ordem de estabilidade dos conférmeros da
prolina é fortemente dependente do nivel de teoria usado, gerando inclusive
controvérsias quanto a origem da estabilidade conformacional.

26,37,38,43,45,49,58-62,66

Um outro aminoacido muito estudado € a glicina, pois € o

aminodacido mais simples e o Unico onde o carbono o ndo € um carbono quiralico.

A L-alaning,394446:54.58.63,64,67.68

também extensivamente investigada, é o
aminoacido mais simples que contém um carbono quiralico, cujo comportamento
conformacional tem sido também alvo de estudos tanto em solu¢cdo como na fase

gasosa.

Por fim, o acido aspartico, também alvo da investigacdo feita neste trabalho,
apresenta-se como um aminoacido de grande importancia no comportamento de
sistemas biologicos, sendo considerado residuo com alto grau de envolvimento
nesses sistemas. De acordo com o Protein Data Bank, residuos deste aminoacido
tem ocorréncia de 5% nas proteinas. Sem duvidas a conformacdo desses
residuos deve contribuir expressivamente para a forma tridimensional das
proteinas, podendo alterar sua estrutura e funcdo num sistema bioldgico ativo.
Além disso, alguns estudos tém demonstrado que o acido aspartico esta
diretamente relacionado com a funcado de receptor em proteinas. O estudo do
acido aspartico mostra-se atualmente de grande importancia em varios campos de
pesquisa incluindo medidas de decomposicdo de proteinas, seletividade de

anticorpos, estudos da doenca de Alzeimer, entre outras #1012,

1.5.1 Peptideos

Os peptideos sdao biomoléculas que contém de dois a dezenas de residuos de
aminodcidos unidos entre si através de ligacdes peptidicas’™. A ligacdo peptidica é
formada pela remocao de elementos de agua (desidratacdo) de um grupo OH da
carboxila de um aminoacido e de um H do grupo a-amino de outro, exemplo tipico

de reacao de condensagao. No entanto para tornar a reacao termodinamicamente
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mais favoravel, o grupo carboxila precisa ser quimicamente modificado ou ativado,

de forma que o grupo hidroxila possa ser eliminado mais prontamente.

] ;
HyN— ?PCH—CD)H—N}I—CH—CDDH
Extremicade H Extremidade
Brninoterminal Carboxitertninal

Esquema 1. Representacdo de um polipeptideo. Os peptideos sdo nomeados a
partir do residuo aminoterminal, o qual é, por convengéo, colocado a esquerda. A
ligacdo peptidica aparece em destaque.

Quando um pequeno numero de aminoacidos € reunido através de ligacoes
peptidicas, a estrutura é chamada de oligopeptideo, e quando muitos aminoacidos
sdo reunidos o produto é chamado de polipeptideo. As proteinas podem ter
milhares de unidades de aminoacidos. Embora os termos “proteina” e
“polipeptideo” possam ser algumas vezes intercambiaveis, as moléculas referidas

como polipeptideos geralmente tém peso molecular abaixo de 10.000 Daltons’®.

Peptideos sao moléculas extremamente diversificadas em termos funcionais.
Muitos atuam como horménios ou fatores liberadores destes, enquanto outros séo,
neurotransmissores, toxinas, antibiéticos naturais, adocantes ou substratos de
proteases. Nenhuma generalizagcdo pode ser feita com relacdo aos pesos
moleculares de peptideos e proteinas biologicamente ativos em relacdo a suas
funcdes. Peptideos de ocorréncia natural variam em tamanho, entre dois a muitos
milhares de residuos de aminoacidos. Mesmo os menores podem ter efeito
biolégico importante, como € o caso do dipeptideo comercial sintético éster
metilico de L-aspartil-L-fenilalanina (o adocante artificial mais conhecido por
aspartame) ou da bradicinina (nove residuos de aminoacidos) que inibe a
inflamacdo nos tecidos. Todo o conhecimento nessa area comegou a ser
acumulado a partir da década de 50, quando muitos peptideos biologicamente
ativos foram descobertos e tiveram suas estruturas quimicas determinadas. Estas
descobertas geraram um enorme interesse por esta classe de compostos e por
metodologias para seu isolamento, anadlise, purificacdo, identificacdo e
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quantificacdo, as quais passaram a ser sistematicamente estudadas e

aprimoradas”.

Dipeptideos estdo sendo cada vez mais utilizados como modelos no estudo da
conformacao de peptideos, uma vez que representam a menor unidade estrutural
para a analise de padrbes estruturais recorrentes como, por exemplo, folhas-p na
modelagem de peptideos. Dentre a enorme possibilidade de combinagdes entre
0s aminoacidos, alguns dos mais estudados sao provenientes da combinacao
entre a alanina e a valina uma vez que ambos 0s residuos apresentam cadeia
lateral alifatica (metila e isopropila respectivamente), com caracteristicas nao polar
e hidrofébica, que resulta em uma unidade importante e recorrente na estrutura
interna de proteinas soluveis e de hélices transmembréanicas. Também muito

estudados sao os dipeptideos contendo residuos de prolina e serina’’.

Recentemente muitos estudos tém sido feitos em torno da superficie de energia
potencial de dipeptideos. O alvo € encontrar uma maneira de prever-se a
conformacao preferencial de oligo- e polipeptideos compostos de aminoacidos de
ocorréncia natural. A maioria dos aminoacidos (com excec¢do da glicina e da

prolina) podem ser relacionados a alanina com substituicdo da cadeia lateral.

NH,
X1 \J;“b o
HQCz/ \FC/

OGP

Esquema 2 Alanina com o grupo C-terminal protegido (GP), e possivel
substituicdo da cadeia lateral(Z)

A conformacado dos residuos de aminoacidos pode ser caracterizada a principio
por quatro angulos de torcao : ¢, v, x1 € %2, 0 que leva a uma superficie de energia
potencial com quatro variaveis independentes. : E= E(¢, v, %1, %2). Se as variaveis
forem separadas entre os angulos diedros da cadeia lateral e do esqueleto central
do residuo, entdo pode-se construir duas curvas de energia potencial 2D: E=

E(¢, v) e E=E (1, x2). A primeira, envolvendo os angulos de tor¢cao do esqueleto
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central do residuo, € a mais importante para a determinacao da conformacao do

polipeptideo e é referida freqiientemente como “mapa de Ramachandran”.”®

A maioria das estruturas de peptideos publicadas recentemente tem grupos
protetores em ambas as terminagdes, sendo as mais populares modificacdes a
inclusdo dos grupos protetores fenila e aminoisobutila. Uma saida interessante
para simulacao de interagdes com vizinhos aminoacidos é a inclusdo de grupos
acetila do lado aminoterminal e N-metila do lado carboxiterminal, o que resulta na

formacao de ligacdes peptidicas nas terminacdes dos peptl’deos.79

Em uma serie de artigos ja foi mostrado que a preferéncia conformacional do

angulo diedro ¢ desses dipeptideos (de aminoacidos com as terminacoes
protegidas por grupos acetila e N-metila)®
81-83

sao similares aqueles residuos

84,85 e em

presentes em pequenos peptideos. em proteinas denaturadas
regides enoveladas de proteinas nativas.®® A determinacdo de preferéncias
conformacionais de dipeptideos em solucdo aquosa € também de grande
importéncia para o entendimento da estrutura de proteinas, e € alvo de muitas
publicacbes Experimentalmente, os dados que relatam as preferéncias
conformacionais desses dipeptideos sdo baseados principalmente em constantes
de acoplamento de RMN. Recentemente, porém, o uso da espectroscopia
vibracional também tem sido usada com eficiéncia para a determinacdo das

808790 sendo a maioria desses

preferéncias conformacionais dessas moléculas,
estudos focados em di- e tripeptideos ndao protegidos. A principal vantagem
apontada do uso de outras técnicas espectroscépicas, em relacdo ao uso da
RMN, no estudo desse sistema é a escala de tempo desta ultima ser muito longa

(~1ms) em relacao ao tempo de interconversao dos possiveis conférmeros.

Recentemente a dependéncia da conformagdo em relacdo ao meio tem sido
estudada por espectroscopia de infravermelho e simulacdo de dindmica molecular,
utilizando-se agua e tetracloreto de carbono e foi verificada a dependéncia da
freqiiéncia da amida em relacéo ao solvente utilizado.®” Dipeptideos de glicina e
alanina em solugcdo aquosa foram estudados por espectroscopia Raman e

h91-92

dispersédo de Rayleig e uma diferenca de entalpia de aproximadamente 4,4
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kd/mol entre os dois conférmeros mais estaveis, e de 12 kd/mol em relagédo ao

primeira e a terceira conformagdes mais estavel foi encontrada.

O grande volume de trabalhos encontrados na literatura com modelos de
dipeptideos demonstra sua relevancia nao s6 na elucidagdo do mecanismo de
enovelamento de proteinas®, assim como sua importante contribuicio para a

determinacao de estrutura secundaria e terciaria de polipeptideos.
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2. OBJETIVOS

O principal objetivo desse trabalho foi o de estudar o comportamento
conformacional de ésteres derivados de alguns aminoacidos, através de calculos
tedricos em diferentes niveis de teoria (MP2 e DFT/B3LYP), bem como obter
dados experimentais da freqiiéncia de vibragdao no infravermelho do grupo C=0
em solventes organicos de diferentes polaridades. Os resultados obtidos foram
comparados com os estudos prévios, realizados na fase gasosa, para verificar se
existia alguma mudanga na estabilidade conformacional, quando se passava da
fase gasosa para o estudo em solucdo e também de &cido para éster. Os
aminoacidos escolhidos (Esquema 3) foram a prolina, glicina, alanina e &cido
aspartico. No caso do éster do acido aspartico foi realizado um estudo detalhado
de RMN de 'H e C para verificar se os acoplamentos Juy € Jon, entre os
hidrogénios dos grupos CH e CH;, apresentavam variagdo com a mudanga da
populacdao dos conférmeros, ressaltando que os hidrogénios do grupo CH, sao
diastereotopicos e portanto apresentam deslocamentos quimicos diferentes e

acoplam entre si.

O O O O
HZN\/”\ H,N | | HO
OH OH w/\OH OH
N\ CH; 0] NH,
H
Prolina Glicina Alanina Acido aspirtico

Esquema 3. Estrutura dos aminoacidos que foram estudados

Na segunda etapa do projeto iniciou-se o estudo de um dipeptidio formado a partir
de dois dos aminoacidos estudados anteriormente, a alanina e a glicina. Foi feita
uma busca pelos minimos energéticos dos variados angulos diedros a fim de
identificar os possiveis conférmeros dessa molécula. Esta etapa do projeto tem
como objetivo principal dar inicio a uma série de estudos conformacionais de di- e

tripeptideos a serem realizados futuramente em nosso grupo de trabalho.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Instrumentacao

A instrumentagéo basica utilizada na realizag&o do trabalho esta listada a seguir:
-Espectrometros de RMN Varian: Gemini 300; INOVA 500 MHz e Bruker 250MHz;

-Micro computadores Pentium IV HT de 2,8 GHz, 2,0GB de RAM com sistema
operacional FreeBSD com interface grafica KDE e os programas Gaussian03 e
Molden;

-Cromatégrafo a gas acoplado ao espectrometro de massa (GC/MS QP5000
SHIMADZU);

-Espectrémetro de Infravermelho (BOMEN MB100);

-Bombas de vacuo

3.2. Solventes

Para a andlise conformacional proposta neste trabalho foi necessaria a utilizagéo
de solventes com variadas constantes dielétricas tais como: CCls, CHCI3, CH2Cls,
CH3CN e DMSO.

Na obtencdo dos espectros ressonadncia magnética nuclear foram utilizados
solventes deuterados (Cil, Aldrich).

Para os espectros de infravermelho utilizaram-se solventes previamente secos de
qualidade P. A.

Na sintese e na extracdo dos compostos foram utilizados solventes de qualidade
técnica previamente purificados ou P. A.

3.3 Obtencéao dos espectros na regiao do infravermelho

As amostras foram preparadas a concentracdes entre 0,03 e 0,05 M em diferentes
solventes previamente secos (CCls, CHCI3, CH2Cl> e acetonitrila). Os espectros
foram adquiridos utilizando celas de NaCl com espacador de 0,5 mm e resolugcéo
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de 1,0 cm™ com 32 ou 64 acumulagdes. Para a aquisicdo do espectro do primeiro

overtone utilizou-se uma cela de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico.

O estiramento do grupo carbonila que apresentava bandas sobrepostas foi
deconvoluido computacionalmente utilizando o programa GRAMS/32 disponivel

no equipamento.

3.4. Obtencéo dos espectros de RMN de 'H e de '*C

3.4.1 Preparacao das amostras para a obtencao dos espectros

As amostras foram preparadas pesando-se cerca de 20 mg do composto para os
espectros de 'H e 30 mg para os espectros de °C, os quais foram dissolvidos em
0,7 mL de solvente. Os solventes utilizados na obtencao dos espectros foram
CCl4/CeDg, CDCl3, C2D2Cls CD3CN e DMSO-ds.

Todas as amostras foram filtradas antes da aquisicdo dos espectros, pois a
presenca de particulas sélidas impele a solucao um campo nao homogéneo, o que

impede o ajuste correto do ‘shim’.

3.4.2. Condicdes tipicas dos espectros de RMN de 'H

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em condicdes padrdo de operacao.
Frequéncia: 250, 300 ou 500 MHz, dependendo do equipamento utilizado;

Trava: sinal de deutério do solvente, no caso de tetracloreto de carbono foi
utilizado benzeno-dg (adicionado no solvente na proporcao de 1:10)

Como referéncia interna utilizou-se TMS;
Temperatura 22 °C;

Largura de varredura (SW): 3000Hz ou 5000 Hz, dependendo do

equipamento;
Numero de pontos de dados: 32 K;
NuUmero de transientes acumulados: 32;

Largura do sinal do TMS a meia-altura: 0,3 a 0,7 Hz;
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3.4.3. Condicdes tipicas dos espectros de RMN de '*C

FreqUéncia: 125 MHz,

Trava: sinal de deutério do solvente, no caso de tetracloreto de carbono foi

utilizado benzeno-dg;

Como referéncia interna utilizou-se TMS;
Temperatura 22 °C;

Largura de varredura (SW): 15000 MHz — 25000 Hz;
Numero de pontos de dados: 64 K;

Numero de transientes acumulados: 512 a 1028;
Numero de pontos na transformada (fn): 256 K;

Resolucao digital média: 0,1Hz/ponto.

3.5 Calculos tedricos

3.5.1Gaussian

Os calculos ab initio para os compostos em estudo foram realizados com o
programa GAUSSIAN 03,% utilizando os computadores disponiveis para calculo
no laboratério. As superficies de energia potencial foram obtidas utilizando a
Teoria do Funcional de Densidade (DFT) utilizando o terceiro parametro hibrido de
troca de Becke e os funcionais de correlagdo de Lee, Wang e Par (B3LYP) com
diferentes conjuntos de bases em alguns casos: 6-31g(d,p); 6-311++g(d,p); cc-
pVDZ; aug-cc-pVDZ e aug-cc-pVTZ. Para obtengdo das superficies de energia
potencial variou-se o angulo diedro em andlise de 0° a 360°, sendo a geometria da
molécula otimizada a cada 10° obtendo-se assim os graficos de energia em
funcdo do angulo diedro.

Para os conférmeros obtidos pelos minimos energéticos destes graficos foram
feitos calculos de energia e geometria e ainda célculos vibracionais obtendo-se
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também a energia do ponto zero (ZPE).** Na maioria dos casos empregou-se o
método DFT B3LYP, nestes calculos. Para estes conférmeros também foram
feitos célculos de energia incluindo o efeito do solvente pelo método PCM
[Introducédo 1.3.1], disponivel como método pré-definido no pacote do Gaussian03,

a partir das geometrias previamente otimizadas.

Ainda para os conférmeros mais estaveis, também com energias e geometrias
previamente otimizadas, foram feitos calculos de NBO (natural bond orbital)® para
avaliar quais intera¢des entre orbitais sdo responsaveis pela estabilizacao relativa
entre eles. Estes calculos foram feitos com o programa NBO disponivel no

Gaussian03.

Para descrever os orbitais atdbmicos, os quais formam os orbitais moleculares,
foram empregados os conjuntos de bases de Dunning aug-cc-pVDZ e aug-cc-
pVTZ [“correlation consistent polarized Valence Double Zeta (DZ) e Triple Zeta
(TZ)’]. Esses conjuntos de bases incluem fungdes difusas adicionais (prefixo aug),
as quais sao importantes para levar em conta a natureza difusa dos pares de
elétrons ndo ligantes do nitrogénio e do oxigénio. Também foram utilizados
conjuntos de funcdes de base de Pople com funcdes de polarizacédo (funcdes d
para os atomos pesados e p par<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>