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RESUMO

Devido a grande importancia do acido aspartico, ja que o mesmo é
encontrado na forma de N-Acetilaspartato em concentracdes elevadas na urina de
pacientes com diferentes problemas neurologicos, um exemplo é a doenca de
Canavan, a qual vem sendo associada a concentracdes elevadas de N-
Acetilaspartato no fluido cerebroespinal despertou-se o0 interesse em estudar o
equilibrio conformacional de compostos com estruturas semelhantes ao mesmo. O
foco deste estudo foi realizar uma investigacdo estrutural do composto N-
Acetilaspartato de dimetila (NAA) e dos seus derivados, N-Metilaspartato de dimetila
(NMA) e N,N-Dimetilaspartato de dimetila (NDA), determinando as geometrias mais
estaveis e as populagcdes dos conféormeros envolvidos no equilibrio na fase isolada e
em solucdo. Para a realizagdo dos célculos DFT, utilizou-se o pacote de programas
Gaussian 03. As superficies de energia potencial (SEPs) foram obtidas com nivel de
teoria HF/6-311G e os pontos de menor energia, assumidos como possiveis
geometrias mais estaveis, as quais foram otimizadas com o nivel de teoria
B3LYP/cc-PVTZ. Para a estrutura do NAA, encontrou-se sete geometrias mais
estaveis. O conférmero majoritario do NAA apresentou uma populacéo relativa de
31,9% do equilibrio. Para a estrutura do NMA, encontrou-se dez geometrias. O
conférmero majoritario apresentou uma populacao relativa a 35,4% do equilibrio. No
caso da estrutura do NDA, obteve-se também sete geometrias. O conférmero
majoritario apresentou uma populacdo relativa a 46,5% do equilibrio. Além do
equilibrio em fase isolada, avaliou-se estas estruturas com céalculos de solvatacéo e
observou-se que as populacbes dos conférmeros foram alteradas, porém os
mesmos conférmeros majoritario em fase isolada, continuaram majoritarios em
solucdo. A fim de confrontar os dados te6ricos com dados obtidos
experimentalmente, estes compostos foram sintetizados e, portanto realizadas
analises espectroscopicas de RMN a qual analisou-se as constantes de

acoplamento 2J e 3J e no IV, realizou-se a deconvolucdo da banda da carbonila.

Palavras-chave: N-Acetilaspartato de dimetila. Analise Conformacional. Calculos

Tedricos.



ABSTRACT

Due to the great importance of the aspartic acid, since it is found in the
Dimethyl N-acetylaspartate in high concentrations in the urine of patients with
different neurological problems, an example is Canavan disease, which has been
associated with elevated concentrations of N-acetylaspartate in cerebrospinal fluid, it
inspired the interest of studying conformational equilibrium of compounds with
structures similar to Dimethyl N-Acetylaspartate. The focus of this study was to
research the compound structural Dimethyl N-acetylaspartate (NAA) and their
derivatives Dimethyl N-Methylaspartate (NMA) and Dimethyl N, N- Dimethylaspartate
(NDA). The principle was to establish the most stable geometries and populations of
conformers involved in the equilibrium phase and isolated in solution. To perform
DFT calculations, we used the Gaussian 03 software package. The potential energy
surfaces (SEPs) were obtained with B3LYP/6-311G level of theory and the points of
lowest energy, made possible as more stable geometries which were optimized with
the level of theory B3LYP/cc-PVTZ. For the structure of the NAA, we found seven
more stable geometries. The majority conformer of NAA showed a population of
31,9% on balance. For the structure of the NMA met ten most stable geometries. The
majority conformer population showed a 35,4% on the balance. As for the structure of
the NDA, it also met seven most stable geometries. The majority conformer
population showed a 46,5% on the balance. Besides the equilibrium phase alone
was evaluated with these structures and solvation calculations it was observed that
populations of conformers were changed, but the same major conformer being
isolated majority remained in solution. In order to compare the theoretical data with
experimental data, these compounds were synthesized therefore performed NMR
spectroscopic analysis which analyzed the coupling constants 2J and 3J and IV, held

the deconvolution of the carbonyl band.

Keywords: Dimethyl N-acetylaspartate. Conformational analysis. Theoretical

calculations.
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GTO Orbital do tipo Gaussian, do inglés “Gaussian Type Orbitals”
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1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

Atualmente, hd uma grande discussdo para a minimizacdo de residuos,
tanto na area da pesquisa como na industria. Nessa preocupacgdo, surgiu a area da
Quimica Computacional que utiliza os principios da ciéncia da computacdo em
conjunto com os métodos da mecanica quantica para simular ou até mesmo
resolver uma variedade de fendmenos quimicos.

A Quimica computacional tem dado suporte para as diversas areas da
quimica, tem se destacado como uma ferramenta poderosa para a previsdo de
propriedades e reatividade de inUmeros compostos, poupando, em muitos casos,
tempo e recursos envolvidos em etapas experimentais (FARIAS, 2005). Os
softwars que sdo usados rotineiramente para calcular propriedades moleculares em
uma grande variedade de aplicacdes quimicas, que incluem o desenvolvimento de
farmacos e medicamentos, a quimica atmosférica e do meio ambiente, a
nanotecnologia e a ciéncia dos materiais (ATKINS et al., 2011).

A area da computacdo vem se desenvolvendo rapidamente nos ultimos
tempos o0 que permitiu a expansao do campo de aplicacdo da quimica tedrica
através do desenvolvimento de novas metodologias e recursos, bem como a maior
acessibilidade a equipamentos com um bom desempenho em processamento e
transmisséo de dados.

Hoje em dia, a quimica computacional € amplamente utilizada no estudo de
novos materiais como o CaTiO3, um mineral conhecido como perovskita, que é
largamente investigado devido ao seu alto potencial para aplicacdes tecnoldgicas,
como por exemplo, a melhoria de dispositivos 6pticos (ORHAN et al., 2005). Outro
exemplo é o estudo conformacional de moléculas que apresentam alguma atividade
bioldgica. Assim, a modelagem molecular é utilizada no desenvolvimento de novos
farmacos e também no estudo de biomoléculas. E uma ferramenta importante e
pode ser utilizada no planejamento racional de novos medicamentos. Ela permite a
obtencdo de propriedades especificas de uma molécula que podem influenciar na
interagéo com o receptor (RODRIGUES, 2001).

Com isso, surgiu o interesse no estudo computacional de compostos

derivados do &cido aspartico, que € um dos vinte aminoacidos conhecidos que
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foram codificados pelo DNA para a constituicdo das proteinas, e que tem um papel
relevante no sistema neurolégico (TANIGUCHI, 2000).

1.2 Revisao Bibliografica

1.2.1 N-Acetilaspartato de dimetila e seus derivados N-metilicos

Aminoacidos e compostos correlatos vém sendo o foco de varios estudos de
cunho experimental e tedrico. O &cido aspéartico (Figura 1.a) € um aminoacido néo
essencial em mamiferos, tendo uma possivel fungdo de neurotransmissor excitatério
no cérebro. Na literatura, ndo foi encontrado nenhum estudo sobre a andlise
conformacional de alguns derivados do acido aspartico que sdo os ésteres: N-
Acetilaspartato de dimetila (NAA), N-Metilaspartato de dimetila (NMA) e do N,N-

Dimetilaspartato de dimetila (NDA) demonstrados na Figura 1.

Figura 1 - Estruturas dos compostos: (a) acido aspartico; (b) NAA; (c) NMA e (d) NDA.

0
[
NH, O N 0
HO\)\/\ O\)\/\
H oH T o~
0
(a) (b)
H3C\N/H o HaCc. CHs
“ o T o”
o) o)

Fonte: A autora.

O N-Acetilaspartato é encontrado em concentracdes elevadas na urina de
pacientes com diferentes problemas neurolégicos. Um exemplo € a doenca de
Canavan, uma deterioracdo psicomotora, a qual vem sendo associada a

concentragdes elevadas de N-acetilaspartato no fluido cerebroespinal, no plasma e
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na urina, acumulando-se no cérebro devido a deficiéncia da aspartoilacilase, que é a
enzima responsavel pela conversdo de N-acetilaspartato em aspartato no
organismo. Estudos mostraram que o N-acetilaspartato € um importante marcador
para deteccdo de distarbios do sistema neuroldgico. Tanto o aumento como a
diminuicdo desse composto no cérebro acarreta danos a massa branca e cinzenta
(GADIAN, 1995; GRODD et al., 1990).

O D-aspartato existe no cérebro dos mamiferos, e € responsavel pela
transmissdo sinaptica nativa, o N-metil-D-aspartato (D-NMA) é um subtipo de
receptor. Em primeiro lugar, o D-aspartato existe no cérebro em concentrages
baixas de micromolar para submillimolar. A elevada concentracdo de D-aspartato
estd presente durante o desenvolvimento neonatal. Estes estudos demonstraram
gue a rapida transmissao sinaptica excitatéria no cérebro de mamiferos € mediada
principalmente através dos receptores a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-
isoxazolepropionato e N-metil-D-aspartato, dois grandes subtipos de receptores
glutamato ionotrépico. Esses receptores sao onipresentes no cérebro e
desempenham um papel importante em praticamente todas as funcfes do sistema
nervoso central. Sendo que o0 L-glutamato é o predominante
neurotransmissor nativo para ambos 0s receptores citados acima.
Jd& o L-aspartato e a glicina sdo importantes ligantes nativos participantes
na ativacéo do receptor N-metil-D-aspartato (GONG et al., 2005).

A cetamina, um anestésico que € derivado da Fenciclidina (PCP), age
diretamente no receptor N-metil-D-aspartato. A PCP é uma substancia interessante
sob o ponto de vista patofisioldgico, pois produz uma psicose semelhante a
esquizofrenia. Outros sintomas, ndo associados a esquizofrenia, também podem ser
observados, devido a cetamina ser um agente bloqueador seletivo dos canais
operados pelo D-NMA, quando acontece esse bloqueio ocorre algumas
consequéncias no ceérebro como distorcbes espaciais e temporais, e na
personalidade, como impulsividade e agressividade. A cetamina exerce efeitos
inibitérios uma vez que bloqueia o canal dos receptores D-NMA excitatorios, ou seja,
a cetamina faz com que ocorra um bloqueio impedindo a entrada do calcio para o
interior da célula (Figura 2) (RANG et al., 2007).



21

Figura 2 - Principal sitio de agdo do farmaco Cetamina no receptor NMDA. Este receptor é
multimérico, com canais i6nicos regulados por ligantes. Os farmacos podem agir como
agonistas ou antagonistas no local do receptor do neurotransmissor ou em sitios
moduladores associados ao receptor. Eles também podem agir para bloquear canais

ibnicos em um ou mais sitios distintos.

“Simo SITIOS MODU-
RECEPTOR LADORES

Na* Antagonistas
Ca?* daglicina

- Glicina

#)~ Poliaminas

Aniagonistas
das poliaminas

Férmacos bloquea-
dores do canal
¥
Receptor NMDA

Fonte: RANG et al., 2007.

Além disto, sabe-se que tanto o receptor NMDA como o precursor Oxido
nitrico (NO) estdo envolvidos na termorregulacdo e também desempenham papéis
importantes em alguns dos efeitos da morfina (ULUGOL et al., 2000).

Os derivados N-metilicos dos aminoacidos sdo compostos naturais, exibindo
uma vasta gama de efeitos bioldgicos, em parte como componentes de produtos
naturais. Inicialmente acreditava-se que as formas opticamente ativas do NMA eram
apenas compostos artificiais, contudo, foram isolados a partir de numerosas plantas
e tecidos animais. Em especial, o NMA tem atraido atencdo devido a sua acédo
agonista sobre o glutamato (GONG et al., 2005; BOROS, 2007). No caso do NDA,
nao foi encontrado na literatura relatos sobre sua atividade biolégica até o momento,
porém surgiu o interesse no estudo tedrico, para observar que tipos de interagfes
ocorrem quando ha mais um grupamento metila ligado ao nitrogénio do grupamento
amina. Além do NDA, os outros dois compostos, NAA e NMA também néao foram

encontrados relatos na literatura sobre estudos tedricos.
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1.3 Anélise conformacional

Os grupos ligados apenas por ligagdes sigma (o), podem sofrer rotacdes em
torno desta ligacdo. Os arranjos moleculares resultantes da rotacdo s&o
denominados conformacdes. Assim, cada estrutura possivel é chamada de
conférmero. Quando se faz uma andlise das variacGes de energia obtidas em cada
conférmero, esse estudo € chamado de analise conformacional (SOLOMONS;
FRYHLE, 2010).

Nos trabalhos sobre analise conformacional, existem varios softwares que
sdo utilizados, a principio qualquer propriedade observavel pode ser calculada,
contudo, os objetos de maior interesse estdo em propriedades como a energia total
molecular e 0 momento de dipolo (SOLOMONS; FRYHLE, 2010).

Por exemplo, na molécula de etano a rotacao em torno da ligacao C-C leva a
diferentes conformacdes, incluindo, as conformacdes alternada e eclipsada.
Entretanto, essas conformacfes ndo tem a mesma estabilidade. Na conformacéao
eclipsada, os atomos de hidrogénio estdo mais proximos e, portanto, é a
conformacao menos estavel. Ja na conformacéo alternada, os atomos de hidrogénio
estdo os mais distantes possiveis entre si, 0 que a torna a conformacao mais estavel
(Figura 3).

Figura 3 — Conformacdes do etano: (a) eclipsada e (b) alternada.

H
H H HH Ho Sl oy
H\‘ ‘\H H H H>—(
) \ H H H
H H H H H

(@) (b)
Fonte: SOLOMONS; FRYHLE, 2005; CLAYDEN et. al., 2000.

As conformacdes, alternada e eclipsada, ndo sdo idénticas em energia e
isso pode ser observado em um diagrama mais conhecido como Superficie de
Energia Potencial (SEP), que mostra a variagdo de energia do sistema com o giro da
ligacdo C-C (Figura 4). Este diagrama mostra a diferenca de energia entre as
conformacdes que é de aproximadamente 12 kJ mol™, sendo que, a conformacéo
alternada apresenta um potencial minimo de energia, enquanto que a conformacéo

eclipsada representa um maximo de energia. Isto significa que, a conformacéo
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eclipsada ndo é uma conformacdo estavel, visto que qualquer ligeira rotacao ira

conduzir a uma conformacdo de menor de energia, a conformacgao alternada

(CLAYDEN et. al., 2000).

Figura 4 - Variagdo de energia acompanhada pela rota¢cédo da ligacdo C-C do etano.

Energia Potencial

Rotacdo

Fonte: SOLOMONS; FRYHLE, 2012.

Pesquisadores da Universidade de Rutgers demostraram por meio de

calculos de mecanica quantica que a maior estabilidade da conformacéo alternada

no etano sobre a conformacgéo eclipsada deve-se principalmente a superposicao

favoravel entre os orbitais ligantes sigma (o) da ligacdo C-H em um carbono e os

orbitais antiligantes sigma (0*) vazios no carbono adjacente. Esse fenémeno

também €& chamado de hiperconjugacdo, ou seja, ocorre a deslocalizacdo de

elétrons de um orbital ligante preenchido com um orbital adjacente vazio (Figura 5)

(VOJISLAVA; GOODMAN, 2001).

Figura 5 - Estabilizacdo hiperconjugativa vicinal por sobreposi¢do entre um orbital ocupado e uma
orbital desocupado em dois grupos metila.

A

C-H '

orbital antiligante

Energia

Fonte: VOJISLAVA; GOODMAN, 2001.
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Assim sendo, o termo Anadlise Conformacional abrange dois aspectos
amplos:

e Determinacgéo da estrutura molecular e
¢ Energia relativa de cada conférmero.

Com estes dois aspectos, 0 objetivo € encontrar quais interacdes controlam
a relativa estabilidade de uma conformacao frente outra. O estudo conformacional,
em outras palavras, procura entender porque uma determinada molécula adquire
certa geometria e ndo outra. Sao varias as ferramentas que podem ser utilizadas
para a analise conformacional (ELIEL; WILEN; MANDER, 1994), e normalmente sao
selecionadas de acordo com 0s compostos objetos de estudo e do tipo de
investigacdo a ser realizada. Estas informagBes sdo importantes em Quimica
Medicinal, dependendo das conformacdes, elas podem indicar de que forma os
grupamentos funcionais estéo orientados, descobrindo assim aspectos relevantes de
como a molécula pode interagir com um receptor especifico, uma vez que a
conformacdo mais estavel deve estar em maior nUmero durante o processo de
interacdo com o receptor (RODRIGUES, 2001). Assim como, a analise do
comportamento conformacional de aminoacidos naturais € de grande interesse, pois
sua estrutura e mobilidade conformacional determinam a variedade e a
especificidade funcional das proteinas e polipeptidios (LESARRI et al., 2003).

Estdo sendo criadas ferramentas para visualizacdo, manipulagéo, andlise,
comparacao, construcdo de estruturas quimicas e alinhamento de estruturas
primarias de proteinas. Outras ferramentas auxiliam na identificacdo de sitios de
ligacdo no interior ou na superficie de macromoléculas através da identificacdo de
propriedades como hidrofobicidade e regido acessivel ao solvente. A selecdo de
possiveis ligantes também pode ser feita por softwares que determinam a energia
relativa da ligacao receptor-ligante (RODRIGUES, 2001).

1.3.1 Calculos tebricos

A quimica computacional foi reconhecida em 1998 quando J.A. Pople e W.
Kohn, receberam um prémio Nobel de Quimica pelo desenvolvimento de técnicas
computacionais para a elucidacao da estrutura molecular e da reatividade (ATKINS
etal., 2011).
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O ramo da quimica computacional pode, apesar de algumas divergéncias,

ser dividido em dois grupos (FARIAS, 2005).
e quanticos e
e nao-quanticos.

Os métodos quanticos sdo baseados nos conceitos da mecanica quantica e
sao classificados como: métodos ab initio, semi-empiricos e Teoria do Funcional de
Densidade (DFT). Enquanto os métodos n&o-quanticos sao baseados nas
consideracdes da mecanica classica, como exemplo desse método pode-se citar a
mecanica molecular (FARIAS, 2005). Neste projeto foram utilizados os conceitos da
mecanica quantica.

Em 1926, o fisico austriaco Erwin Schroédinger propds uma equacao para se
obter uma funcdo de onda de qualquer conjunto de particulas, ou seja, resolvendo
esta equacao obtém-se informacdes sobre propriedades e a evolucdo temporal do
sistema. Pensava-se que 0s movimentos dos atomos e particulas subatdémicas
pudessem ser expressos mediante as leis da mecéanica classica, mas a partir do
século XIX, indicios experimentais mostraram algumas falhas da mecanica classica
guando era aplicada ao movimento de particulas tdo pequenas como os elétrons.

Assim, com o passar dos anos, com a evolucdo das teorias, foram surgindo
conceitos e equacles apropriadas para descricdo dos movimentos das particulas,
esse conceito entdo foi chamado de mecanica quantica. Nessa teoria, todas as
propriedades de um sistema exprimem-se em termos de uma funcéo de onda que se
obtém pela resolucdo da equacdo de Schrodinger (Eg. 1). No caso geral, essa
equacao pode ser escrita como (ATKINS, 2008):

A
H\|J qu (Eq. 1)

Onde H é o operador Hamiltoniano do sistema e representa o operador da

energia total (soma da energia cinética e potencial do sistema) (Eq. 2),

H=T, +T, +V, +V., +V,y 0. 2)
onde T e V representam as energias cinética e potencial, respectivamente, e 0s
indices N e e referem-se aos nudcleos e elétrons. W é a funcdo de onda, E
representa a energia do sistema. A funcdo ¥ é funcdo das coordenadas do sistema
considerado. Assim, devido a natureza essencialmente esférica dos &atomos,

coordenadas esféricas polares (r, © e @) sdo geralmente empregadas nas equacoes
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ao invés das coordenadas cartesianas (X, y e z). Assim, a funcdo de onda, pode ser
escrita como uma fungédo das coordenadas ¥ (r, © e @) (Eq. 3) (ATKINS et al.,
2011, apud FILHO, 2008):
Y, ©, ) =R(r) Y(B, ®) (Eq.3)
A funcdo de onda ¥ € uma funcdo dos elétrons em relacdo ao nucleo.
Como o préprio nome diz, ela descreve o elétron como uma onda, sendo uma
descricdo probabilistica do comportamento do mesmo (ATKINS, 2008). A partir da
formulacdo de Schrddinger, desenvolveram-se varios métodos para resolvé-la,
sendo que, essa mesma equagao somente poderia ser exatamente resolvida para o
atomo de hidrogénio, por apresentar somente um elétron na sua eletrosfera.
Resolvendo a equacdo para uma funcdo de onda monoeletronica (atomo de
hidrogénio) é necessario separar o movimento eletrénico do movimento nuclear,
esse conceito é chamado de Aproximacgdo de Born-Oppenheimer e tem como base,
de que os nucleos apresentam massa muito superior a massa dos elétrons, e
consequentemente o movimento eletrdbnico € maior do que o movimento dos
nucleos, assim trata-se o nucleo como fixo para resolver a equacao de Schrddinger
para os elétrons correspondentes a separacao nuclear. Em seguida, escolhe-se uma
outra separacdo e repete-se o calculo, e assim por diante. Dessa forma, pode-se
explorar como a energia de uma molécula varia com o comprimento da ligacao e
obter-se uma SEP (Figura 6) (ATKINS et al., 2011, apud ANDRADE, 2012).

Figura 6 - Superficie de energia potencial (SEP).

E(R)

(R)

Fonte: apud ANDRADE, 2012.
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O conceito de estrutura quimica esta diretamente ligado ao conceito de
superficie de energia potencial, devido as estruturas referentes aos estados
eletrbnicos estarem relacionados a minimos na SEP. Assim, a etapa de otimizacao
da geometria consiste na busca por minimos ou maximos (apud ANDRADE, 2012).

Porém, quando se tem sistemas multieletrénicos, a equacéo de Schrodinger
nao pode ser resolvida analiticamente, mesmo utilizando a aproximagdo de Born-
Oppenheimer. Um procedimento adotado para simplificar o problema é separar o
sistema de N-elétrons em N sistemas monoeletrénicos, cujas solucdes analiticas sédo
conhecidas. Na Equacgédo 4, o primeiro termo é a atragdo nuclear e o segundo é o
efeito médio da repulsdo entre os varios pares de elétrons (ATKINS et al., 2011,
apud FILHO, 2008).

Ver (r) =V (r) + S(r) (Eq. 4)

Entretanto, ainda existe o problema do aparecimento da repulsao
intereletrénica (Figura 7) , ou seja, cada elétron é considerado como estando sob a
influéncia de um potencial médio devido a todos os outros elétrons do sistema.

Impedindo a separacéo nas variaveis (ATKINS et al., 2011; apud FILHO, 2008).

Figura 7 - Representacdo da interpretacdo fisica do termo de repulsdo coulombiana. O elétron no

orbital W, experimenta uma repulsdo de um elétron no orbital ¥,,..

Fonte: ATKINS et al., 2011.

Assim, para sistemas multieletrbnicos, em 1928, um fisico chamado
Douglas Hartree, desenvolveu uma metodologia para calcular funcées de onda totais
de atomos multieletronicos. Esse método é conhecido como método de campo auto-
consistente (SCF) de Hartree-Fock (HF), que constitui a base dos métodos ab initio,

isto é, a partir do inicio, onde a solu¢do é alcancada sem referéncia a dados
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experimentais como ocorre no caso dos métodos semi-empiricos. Dentro da teoria
da estrutura eletrbnica esse método é o que possui precisdo bastante aceitavel
(CRAMER, 2002; BURKEY et al., 1983; apud ZARAMELLO, 2011).

Este modelo permite o estudo das moléculas dentro da aproximacédo dos
Orbitais Moleculares (OM). Desse modo, a funcdo de onda total de um sistema é
descrita por um conjunto de fungBes mateméticas que representam os orbitais
moleculares. Apesar do método HF ser uma boa aproximacao, é necessario ter em
conta as suas limitacbes. Uma delas reside no fato de nao incluir os efeitos de
correlacao eletrbnica; ou seja, ndo sdo consideradas as posi¢cdes dos elétrons em
cada instante (BURKEY et al., 1983; apud ZARAMELLO, 2011). Outra limitac&o
desse método estd na solucdo numerosa das equacdes HF para sistemas
moleculares, que € uma tarefa dispendiosa mesmo para computadores poderosos.
Assim, foi necessaria uma modificacdo da técnica antes que o procedimento
pudesse ser de utilidade para os quimicos (ATKINS et al., 2011).

Com isso, em 1951, C.C.J. Roothaan e C.G. Hall obtiveram uma forma de
resolver as equacfes de HF que ao final, ficou conhecida como as equacdes de
Roothaan. O método Hartree-Fock tornou-se bastante usual e confiavel para
calculos atbmicos, no entanto, para célculos com moléculas, somente as
contribuicdes efetuadas por Roothaan e Hall que sugeriram que as funcdes spins-
orbitais moleculares, poderiam ser escritas como uma Combinagéo linear de orbitais
atomicos (LCAO). Nesta contribuicdo, os Orbitais Moleculares passaram a ser
representados por Conjuntos de Base ou Func¢des de Base, descritos com maiores
detalhes na subsecao seguinte (ATKINS et al., 2011; CRAMER, 2002; ROOTHAAN,
1951; apud BOCCA, 2008; apud ZARAMELLO, 2011).

1.3.2 Conjunto de Bases

O método HF, anteriormente mencionado emprega um conjunto de base,
gue definem um nivel de teoria (YOUNG, 2001). Nos céalculos computacionais, um
conjunto de base é um conjunto de fungBes matematicas utilizadas para representar
os orbitais moleculares. A teoria do orbital molecular (TOM) descreve os orbitais
moleculares como combinacdes lineares de orbitais atdbmicos, como ja foi descrito na

subsecao anterior, isso foi uma contribuicdo de Roothaan que determinou um
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conjunto de autofuncbes do operador de Fock, serve para definir exatamente o
orbital espacial individual ¥; (Eq.5):

N
V= Zcﬁd¢;f

=1 (Eqg. 5)

Em que yi representa o i-esimo orbital molecular, C,; séo os coeficientes da
combinag&o linear, ®, o p-ésimo orbital atbmico, e N o nimero de orbitais atomicos.
Orbitais atdbmicos séo solucdes da equacdo de Hartree-Fock para um determinado
atomo, podemos citar como exemplo as fungbes de onda para um simples elétron no
atomo. Mais tarde o termo orbital atbmico foi substituido por “fungdo de base”
(ATKINS et al., 2011; apud BOCCA, 2008).

Dois tipos de funcdes de base tém sido amplamente utilizados. Orbitais
atdmicos do tipo Slater (STO), embora fornecam representacfes razoaveis de
orbitais atémicos, sdo de dificil trato mateméatico. Por outro lado, as funcbes
atbmicas do tipo Gaussiano (GTO) vém substituindo amplamente os orbitais de
Slater e esta sendo mais utilizada em calculos ab initio.

Compensando o fato de uma Unica fungéo Gaussiana ndo fornecer uma boa
representacdo de um orbital atdmico, esse tipo de funcdo é facil de manusear
porque o produto de duas Gaussianas é outra Gaussiana: combinacbes de
Gaussianas podem ser usadas para fazer boas aproximacfes a orbitais atdmicos
(apud RODRIGUEZ, 2007).

Os conjuntos de base sdo nomeados conforme o niumero de funcdes de base
para cada orbital atbmico. Uma base com apenas uma funcdo para cada orbital
atdmico é denominada base minima. Uma base com duas funcfes ou dois conjuntos
contraidos para cada orbital € denominada duplo-zeta (DZ,), uma base com trés
funcBes ou trés conjuntos contraidos é denominada triplo-zeta (TZ), e assim por
diante (apud ANDRADE, 2012).

Ha varias notagBes descritas na literatura para representar um conjunto de
base, as mais conhecidas sdo as bases de Pople, as quais sao representadas por
um conjunto de numeros, como exemplos temos: STO-3G, 6-21G, 6-31G, 6-31G*, 6-
31+G*, 6-311G, 6-311+G**, dentre outras possiveis combinacdes. No caso do
conjunto 6-31G, o numero 6 indica que existem uma funcdo de base do tipo s
consistindo de seis fun¢des gaussianas, ja o numero 31 indica que existem duas

funcdes de base do tipo s e p consistindo de trés e uma fungbes gaussianas
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respectivamente. As notacdes (+) e (*) sao utilizadas quando queremos adicionar
aos célculos, funcdes difusas e de polarizacdo, respectivamente, as quais
geralmente sdo acrescentadas com o objetivo de produzirem maior flexibilidade na
funcdo de onda e melhores resultados para as propriedades calculadas (YOUNG,
2001; apud BOCCA, 2008).

Dunning e colaboradores propuseram conjuntos de bases capazes de
descrever melhor a energia de correlacdo. Estas bases, conhecidas como
Consistente com a correlacdo (CC), sdo construidas de forma que contribuem com
quantidades similares para a energia de correlacdo que sao incluidas no mesmo
estagio, independente do tipo de funcdo (DUNNING; HAY, 1976; apud ANDRADE,
2012).

O tamanho das bases de Dunning depende do numero final de funcdes
contraidas, sendo possiveis as seguintes fungbes: cc-pVDZ, cc-pVTZ, cc-pVQZ, cc-
pV5Z e cc-pV6Z (consistente com correlacao e valéncia polarizada com duplo, triplo,
quadruplo, quintuplo e séxtuplo zeta, respectivamente) (DUNNING; HAY, 1976; apud
ANDRADE, 2012).

Assim sendo, com a escolha do conjunto de funcédo de base e o método,
tem-se o nivel de teoria, com isso, pode-se realizar um determinado célculo. Cada
molécula apresenta uma caracteristica diferente e isso faz com que seja aplicado um
nivel de teoria especifico para cada molécula. Dependendo do nivel de teoria
utilizado pode se ter maior precisdo e exatiddo do calculo, porém, se o nivel de
teoria for elevado sera necessario um tempo maior de calculo e também um esforco
computacional maior, pois consome mais tempo de maquina. Com isso, é sempre
necessario avaliar antes de comecar um calculo, a escolha de um nivel de teoria que
seja adequado para a molécula de estudo e os equipamentos disponiveis para

realizacdo do célculo.

1.3.3 Teoria do Funcional de Densidade (DFT)

Um método que ganhou consideravel fundamentagcdo nos ultimos anos,
tornando-se uma das mais utilizadas nos célculos de estrutura molecular, & a Teoria
do funcional de densidade (DFT). O termo “funcional” que aparece no nome vem do
fato de a energia de uma molécula ser uma funcéo da densidade eletrdnica e esta,

por sua vez, € uma funcdo da posicao dos elétrons (ATKINS et al., 2011).
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A DFT apresenta uma metodologia tedrica que tenta resolver a equacgédo de
Schrédinger baseada na densidade eletronica, por sua vez, nao depende da funcao
de onda, mas sim da densidade eletronica, um observavel fisico. A DFT tem como
principal vantagem sobre o método HF o fato de contemplar a correlacéao eletrénica,
0 que ndo € possivel no método HF. Outra vantagem da DFT é ser mais rdpida
computacionalmente do que outros métodos correlacionados como, por exemplo, o
MP2 e 0 MP4, isso permite que sistemas com um grande nimero de atomos possam
ser tratados usando DFT (DUARTE et al., 2007; SZABO; OSTLUND, 1989; apud
FERREIRA, 2010).

Em 1993, A. D. Becke propés uma formulagdo para a energia de troca e
correlacdo de maneira a ser definida em termos de uma mistura da energia de troca
de Hartree-Fock e a energia de correlacdo e troca da DFT, por isso sendo
denominados de funcionais hibridos. A aproximacdo de Becke para a energia de
correlacao e troca permite levar a diferentes formulagdes. Por exemplo, a energia de
troca e correlacdo pode ser escrita por meio de trés parametros em termos da
energia de troca de HF e energia de correlacao via VWN ou LYP, o hibrido funcional
mais conhecido € o B3LYP, sigla que identifica 0 uso do funcional troca-correlacéo
de Becke no qual esta incluido o funcional de correlagédo desenvolvido por Lee,Yang
e Parr (BECKE, 1988; LEE; YANG; PARR,1988).

Fazendo um breve comentario sobre os métodos semi-empiricos, estes que
sdo inspirados no mesmo formalismo dos métodos ab initio, mas parte de seus
parametros sao ajustados a dados experimentais. A vantagem dos calculos semi-
empiricos € que sdo muito mais rapidos quando comparados aos célculos ab initio,
porém seus resultados podem néo ser exatos e algumas propriedades podem ser
preditas erroneamente (CRAMER, 2002). Os calculos semi-empiricos utilizam
paramétros experimentais, jA os calculos ab initio ndo usam parametros
experimentais em seus calculos. Ao invés disso, seus calculos s&o baseados nas
leis da mecénica quantica e em algumas constantes fisicas como: velocidade da luz,
massa, carga do elétron e constante de Planck (FORESMAN; FRISCH, 1996). A
confiangca nos métodos DFT e semiempiricos se torna particularmente importante
guando o custo dos calculos torna os métodos ab initio impraticiveis: esse € o caso

para compostos inorganicos e organometalicos (ATKINS et al., 2011).
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1.3.4 Superficie de energia potencial, otimizacao e frequéncia de geometrias

O primeiro célculo a ser realizado € para a construcado das SPEs, as quais
sdo obtidas a partir de um célculo que combina o giro de um angulo diedro com o
calculo de energia da geometria, este procedimento é convencionalmente chamado
de scan. A analise destas superficies revela quais sdo as geometrias de menor
energia. Em busca da confirmag¢éo dos minimos de energia séo realizados célculos
de otimizacao e frequéncia. As otimizacdes S80 necessarias para que as estruturas
mais estaveis da superficie de energia potencial se convertam em geometrias de
menor valor energético. Para todos os valores de energia dos conférmeros fez-se a
correcdo da energia do ponto zero (ZPE). Esta correcéo é realizada com o calculo
de frequéncia, que além do ZPE, € capaz de caracterizar a geometria como um
‘real” ponto de minimo através da inexisténcia de frequéncias imaginarias
(CRAMER, 2002, apud FIORIN, 2006), ou seja, a energia no ponto zero é uma
correcdo da energia eletronica, no zero absoluto (0 K) devido os efeitos vibracionais.
A energia total pode ser o somatério da eletrbnica com a energia do ponto zero
(FORESMAN; FRISCH, 1996). A Figura 8 descreve a sequéncia de calculos

descritos acima.

Figura 8 - Esquema que descreve a sequéncia de célculos: 1. Calculo de scan, giro do angulo diedro;
2. SPE; 3. Geometria de menor energia; 4. Célculo de otimizagdo; 5. Calculo da correcao

da energia do ponto zero (ZPE).
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Os célculos de otimizacdo das geometrias de minimos obtidas nas SEPs,
normalmente sdo realizadas em fase isolada, contudo, esses mesmos célculos
podem serem realizados na presenca de um solvente. Grande parte da quimica,
incluindo reacfes quimicas e toda a Bioquimica, ocorre em fase liquida. H4 muito
tempo é conhecido que o solvente afeta ndo s6 a velocidade das reacdes, mas
também pode mudar completamente o produto de uma reacdo. Na década de 90
ocorreu um forte crescimento na pesquisa de modelos para descrever o efeito do
solvente, e esse esfor¢o prossegue nos dias atuais. Entre as abordagens que tém se
destacado para descrever a termodinamica de solvatacdo, os modelos em que o
solvente é descrito como um continuo dielétrico tém sido os mais utilizados
(PLIEGO, 2006).

Neste projeto, o modelo utilizado foi o método do continuo polarizavel (PCM)
desenvolvido por Tomasi (TOMASI; MIERTUS; SCROCCO, 1981). Este método é
bastante simples e fornece resultados concordantes com dados experimentais.

A ideia basica do modelo continuo € que as diversas moléculas do solvente
podem ser substituidas por um continuo dielétrico cuja constante dielétrica seja a
mesma constante do solvente. Dessa forma, cria-se uma cavidade no interior do
continuo na qual o soluto é acomodado e a interacdo do soluto com o continuo
dielétrico representa a interacdo eletrostatica soluto-solvente (Figura 9). Ou seja, a
cavidade molecular é representada por esferas sobrepostas, uma para cada atomo,
cujo raio depende da natureza do atomo. Para obtencdo do potencial eletrostatico
gerado pelo dielétrico, é utilizado o método das cargas aparentes de superficie. A
densidade eletrbnica € determinada por calculos de estrutura eletrénica ab initio, de
forma que a polarizacédo do soluto é incluida. Além disso, a distribuicdo de cargas do
soluto é continua, sendo altamente realista (PLIEGO, 2006).

Apesar deste método ser bastante utilizado, ele apresenta algumas
limitagdes. Um problema que surge em modelos como o PCM é relacionado ao fato
da nuvem eletrbnica escapar para fora da cavidade (PLIEGO, 2006). Em modelos
mais simples essa cavidade é apenas uma esfera dentro da qual o soluto é
acomodado. Nos modelos mais modernos a cavidade & gerada a partir de esferas
centradas nos atomos dando origem a uma cavidade mais realistica do que apenas

uma esfera para a molécula (apud FERREIRA, 2010).
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Figura 9 - ion aménio solvatado por um continuo dielétrico de constante dielétrica .

Fonte: apud FERREIRA, 2010.

Outra limitacdo que é bastante discutida € a falta de interacGes especificas
na interacdo soluto-solvente. Substituir o solvente por um continuo dielétrico € uma
boa aproximacao para os efeitos de longa distancia do solvente. As interacdes de
curta distancia como, por exemplo, ligacbes de hidrogénio ndo sdo descritas por
esses métodos. Por isso, os resultados obtidos por este método, devem ser

analisados tendo em vista essas limitacdes (apud FERREIRA, 2010).

1.3.5 Mapas de Potencial Eletrostético

Os quimicos precisam, também, conhecer a distribuicdo das cargas elétricas
de uma molécula, porque ela afeta as propriedades fisicas e quimicas. Para isso,
usam-se os Mapas de Potencial Eletrostaticos (MPE), na qual a carga é calculada
em cada ponto da superficie da isopotencial e mostrada em cores diferentes. Na
Figura 10 estd demonstrado a simulacdo do mapa de potencial eletrostatico da
molécula de 4gua. A tonalidade azul indica que a carga positiva dos nucleos supera
a carga negativa dos elétrons naquele ponto. A tonalidade vermelha indica o oposto

(ATKINS et al., 2011).

Figura 10 - Simulacao do mapa de potencial eletrostatico da molécula de agua.

Fonte: ELECTROSTATIC..., 2011.
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Assim, com o0s estudos computacionais podem-se identificar regides de
densidades altas ou baixas (ATKINS et al., 2011). Os MEPs, além de mostrar a
distribuicdo das cargas em toda a superficie de uma molécula também podem
determinar a forma da superficie molecular. A forma é determinada pela densidade
de elétrons. A densidade de elétrons depende da composicdo atdbmica e ligacdo
quimica dos a&tomos (MOLECULAR..., 2011).

Muitos programas de visualizacdo molecular permitem a analise de mapas
de potencial eletrostatico com base em célculos de Quimica Quantica. Um desses
programas é chamado MOLEKEL (FLUKIGER ; LUTHI, 2000-2002), que é capaz de
simular superficies de potencial eletrostadtico com base nas informacdes dos
arquivos de saida dos célculos realizados pelo pacote de programa Gaussian 03
(FRISCH et al., 2004). A qualidade dos orbitais moleculares, por sua vez depende
de fatores como o numero de fun¢des gaussianas que sdo usados para descrever
cada orbital atbmico. Um numero reduzido de funcbes gaussianas torna o calculo
muito mais rapido.

Um exemplo de estudo computacional com MPE foi realizado considerando
uma proteina como hospedeiro, com 0 aminoacido serina em um sitio que se liga a
um héspede. Métodos de estrutura eletrénica aplicados a serina podem fornecer a
funcdo de onda eletrénica e a densidade eletrdnica em qualquer ponto da molécula.
A partir da densidade eletrbnica e das cargas sobre os nucleos atdémicos, pode-se
calcular o potencial elétrico em qualquer ponto da molécula. O potencial elétrico
resultante pode ser mostrado como uma SEP, sendo que um potencial positivo é
mostrado em um tom e um potencial negativo em outro, com gradacdes
intermediarias de tonalidades. Um MPE para a serina (NH,CH[CH,OH]COOH é
mostrado na Figura 11 no qual o potencial resultante positivo € mostrado em azul e o
negativo em vermelho (ATKINS et al., 2011).
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Figura 11 - Simulagdo do mapa de potencial eletrostatico da molécula de aminoé&cido Serina.

Fonte: ATKINS et al., 2011.

As regifes ricas em elétrons no aminoacido séo suscetiveis ao ataque por
espécies eletropositivas, e as pobres em elétron por espécies eletronegativas
(ATKINS et al., 2011).

1.3.6 Calculo de NBO

Em célculos computacionais, outra ferramenta utilizada é a investigacao dos
orbitais naturais de ligacdo (NBO). Os célculos de NBOs analisam a funcdo de onda
molecular multieletrdnica em termos de pares de elétrons ligantes localizados (apud
DUCATI, 2006). Os calculos de NBO avaliam a interacdo entre orbitais das
estruturas, ou seja, orbitais existentes entre determinadas ligagdes. Analisando os
calculos de NBO com cuidado, pode-se aprender muito sobre a estrutura quimica,
comparando as estruturas de Lewis e argumentos de hibridacdo com os orbitais
moleculares (WEINHOLD; LANDIS, 2001).

Com esta ferramenta € possivel validar com maior precisdo, que tipo de
interacGes pode ocorrer em uma analise conformacional.

A importancia das interacfes hiperconjugativas na Quimica Organica €
atualmente bem reconhecida. S&o muitos os trabalhos na literatura onde as
interacdes hiperconjugativas sédo utilizadas como ferramenta para explicar
caracteristicas conformacionais de sistemas moleculares. Sabe-se também que
estas interagcbes hiperconjugativas afetam as constantes de acoplamento escalar
spin-spin envolvendo nucleos de hidrogénio, carbono, nitrogénio, flor, dentre outros
(SANTOS et al., 2007).
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A analise dos dados fornecidos pelos célculos de NBO é centrada no carater
doador-receptor existente entre os diversos tipos de orbitais: sigma ligante (o),
sigma anti-ligante (oc*), pi ligante (1), pi anti-ligante (1m*), pares de elétrons livres
(NL), além de outros de menor importancia tais como os orbitais de Rydberg (RY) e
os orbitais que envolvem elétrons mais internos (CR) (apud BOCCA, 2006).

A analise dos orbitais naturais de ligagdo compreende uma sequéncia de
transformacdes do conjunto orbitais moleculares canbdnicos {Xj} para Vvarios
conjuntos de orbitais localizados como orbitais naturais atbmicos (NAOs), orbitais
hibridos (NHOs), orbitais de ligacdo (NBOs), e orbitais moleculares localizados
(NLMOs) (apud DUCATI, 2006):

Orbitais canbnicos — NAOs NHOs NBOs NLMOs.

O NBO para uma ligagao localizada o (orbital preenchido) entre dois atomos
A e B (oag) € formada a partir de uma combinacao linear direta entre dois orbitais
hibridos, compostos de um conjunto de orbitais atbmicos efetivos, da camada de
valéncia ha e hg (Eq. 6) (apud ANIZELLI, 2008):

O,z =c h, tcghy (Eq. 6)

A transformacéo geral para orbitais naturais de ligacdo, também conduz a
orbitais desocupados na estrutura formal de Lewis, e que pode ser usado para
descrever os efeitos de nao-covaléncia. O mais importante deles sdo os orbitais
antiligantes 0™ g (orbitais ndo-preenchidos) (Eq. 7) (apud ANIZELLI, 2008):

A interacdo entre um orbital ligante preenchido o e um antiligante nao

preenchido o*, proporciona uma diminui¢do na energia do sistema (Figura 12).
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Figura 12 - Interagédo entre um orbital ligante o e um antiligante o*.

Fonte: apud ANIZELLI, 2008.

Os efeitos de deslocalizacdo néo- covalente (Figura 12) sdo associados com
interacbes do tipo o—c* entre um orbital preenchido (doador) e um orbital nao
preenchido (receptor), e podem ser chamados também como interagdo “doador-

receptor”, “transferéncia de carga”, ou ainda interagdo do tipo “acido de Lewis-base
de Lewis”. A Figura 13 mostra um exemplo dessas interacfes (apud ANIZELLI,
2008).

Figura 13 - Orbital o¢.; doando densidade eletrénica para o*c.y.
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Fonte: apud CEDRAN, 2006.

Na linguagem do método de orbitais naturais, a interacdo entre um orbital
ligante e um antiligante representa a estabilizacdo do sistema, por exemplo, por
conjugacéao ou ligacéo de hidrogénio (apud ANIZELLI, 2008).

Um exemplo simples para demonstrar os orbitais naturais de ligagcao (NBO), a
Figura 14 contém a representagdo dos orbitais sigma ligante (o) e anti-ligante (o) da

ligacdo C-N da formamida, calculados no programa Gaussian 03 (HF/3-21G).



39

Figura 14 - Representagao tridimensional dos orbitais 0 C-N e o* C-N na molécula de formamida.

Fonte: MO vs. NBO...2012.

George Addo e colaboradores (ADDO et al., 2010) observaram que os orbitais
relacionados com a interacdo que ocorre entre a Nitrosamina e o atomo de Ferro do
grupo Heme sao: 1 Ligante na ligagdo N=O (1 n=0); T Antiligante na Ligacé&o
N=O(11* n=0); n&o ligante no Oxigénio (nO); e por ultimo o néo ligante no Nitrogénio

do grupo amino (nN,) conforme demonstrados na Figura 15 (apud ANDRADE, 2012).

Figura 15 - Orbitais moleculares estudados nas N,N-nitrosodimetilaminas.

Orbital TTn=0 Orbital m*n=0  Orbital no Orbital nN;

Fonte: apud ANDRADE, 2012.

1.3.7 Ligacéo de Hidrogénio

De acordo com o conceito convencional de ligacdo do hidrogénio (PAULING,;
1960), uma ligacdo de hidrogénio se forma quando duas moléculas, aceitadora e
doadora de protons atraem-se devido a diferenca de eletronegatividades existente
entre elas formando um sistema, onde X e Y s&o &atomos usualmente

eletronegativos, tais como Nitrogénio (N), Oxigénio (O), Fluor (F) etc., que
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caracteriza a ligacdo doadora de prétons com o terminal positivo de hidrogénio e a
molécula chamada de aceitadora de prétons € caracterizada pelo sitio
eletronegativo Y. A atracdo sofrida pelos dois sitios faz com que as moléculas se
aproximem de modo que os elétrons da molécula aceitadora de prétons sejam
atraidos na direcdo do hidrogénio da molécula doadora de protons (apud SILVA,
2008).

Y+ HX<— Y- - - HX (Eq. 8)

A ligacao de hidrogénio pode ser classificada como interagao intermolecular
ou interacao intramolecular (KOLLMAN; ALLEN, 1972).

A ligacdo de hidrogénio intermolecular ocorre quando o grupo doador de
préton de uma molécula, HX, se associa a um grupo receptor de préton de outra
molécula, Y. Na Figura 16.a, pode-se observar a ligacdo de hidrogénio
intermolecular existentes entre duas moléculas de fenol. Por outro lado, a ligacéo de
hidrogénio intramolecular ocorre quando uma mesma molécula apresenta,
simultaneamente, um grupo doador e o0 outro receptor de proton, como pode ser
visto na Figura 16.b (KOLLMAN; ALLEN, 1972).

Figura 16 - (a) Ligacdo de hidrogénio intermolecular entre dois fendis. (b) Ligacdo de hidrogénio

intramolecular da molécula de 2-amino fenol.

OH..
o= [Br

NH,

(@) (b)
Fonte: KOLLMAN; ALLEN, 1972.

A ligacdo de hidrogénio intramolecular tem um papel fundamental na
estabilizacdo e na manutencdo de estruturas tridimensionais que lhes conferem
caracteristicas tipicas, por exemplo, a forma de uma molécula de proteina é
governada principalmente por ligagcbes de hidrogénio. Quando essas ligagbes se
quebram, perde a funcdo. As proteinas necessitam da manutencdo de suas

estruturas para suas acoes fisiologicas (ATKINS; JONES, 2012).
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As ligagbes de hidrogénio podem classificar-se em muito fortes, fortes e
fracas, dependendo da natureza dos grupos aceitadores e doadores envolvidos.

As ligacdes de hidrogénio podem ser caracterizadas em um intervalo de
energia, sendo que as ligacdes de hidrogénio fracas, apresentam um valor inferior a
1 kcal/mol, tendo como contribuicbes as interagbes do tipo: eletrostaticas e
transferéncia de cargas, enquanto que as ligagdes de hidrogénio fortes apresentam
um maior carater covalente (apud FILHO, 2008). Nas interacfes fortes, devido a
algumas caracteristicas, como a formacéo de anéis estaveis ou devido a presenca
de ligagBes 1 conjugadas a ligacdo de hidrogénio ocorre um fenbmeno chamado
LigacOes de hidrogénio assistida por sistemas conjugados (RAHB) corresponde a
um tipo de interacao investigada por Gilli et al. caracterizada por uma interacao entre
o hidrogénio ligado a um atomo eletronegativo (N ou OH) e outro atomo
eletronegativo da mesma molécula (=0O) conectado por um sistema n conjugado
(O=C-C=C-NH ou O=C-C=N-NH). Gilli et al. sugeriram que certas ligacbes de
hidrogénio podem ser estabilizadas por ressonancia (GILLI et al., 1989).

Uma das maneiras de se determinar a presenca de uma ligacdo de
hidrogénio com calculos tedricos é com a determinacdo da distancia entre as
espécies participantes dessa interacdo. Se esse valor for menor que a soma dos
raios de van der Walls dos atomos interagentes, existird uma ligacdo de hidrogénio.
Desse modo, segundo valores propostos por Pauling (PAULING, 1960) ocorre uma
ligacdo de hidrogénio do tipo OH---OC quando a distancia entre estas espécies é de
no maximo 2,5 A.

Neste projeto, os conformeros podem apresentar ligagbes de hidrogénio

intramoleculares entre o hidrogénio do grupo amino e 0 oxigénio da carbonila.
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1.4 Espectroscopia na Regiéo do IV na Anélise Conformacional

A espectroscopia do infravermelho € uma ferramenta versatil que é aplicada
a determinacéo qualitativa e quantitativa de espécies moleculares de todos os tipos.
(SKOOG, 2002). A porcdo da regidao do infravermelho de maior utilidade para o
quimico organico esta situada entre 4.000 e 400 cm™ (SILVERSTEIN; BASSLER;
MORRILL, 2010).

Na area de espectroscopia na regido do infravermelho, existem trabalhos
recentes que utiizam o IV como ferramenta auxiliar no estudo da analise
conformacional de moléculas (TORMENA; YOSHINAGA; RITTNER, 2005). Nesse
tipo de estudo, as bandas de absorcdo utilizadas sdo as da deformacdo de
estiramento da carbonila (C=0). Em se tratando do isomerismo rotacional desses
compostos, 0 que se observa sdo bandas (C=0) préximas, mas com frequéncias
distintas. O numero de bandas sera referente ao nimero de rotdmeros envolvidos no
equilibrio, pois a frequéncia € uma medida que leva em consideracdo a constante de
forca que pode ser alterada por diversos efeitos como, hibridizacéo e ressonancia. A
variagcdo no momento de dipolo da carbonila acaba afetando a constante de forca e
cada rotamero absorve radiacdo em regodes distintas no infravermelho (TORMENA;
YOSHINAGA,; RITTNER, 2005).

Além de determinar quantos conférmeros existem, analisando a area de
cada banda, a partir da sua deconvolucao, é possivel também observar a tendéncia
do equilibrio com a mudanca do meio (TORMENA; YOSHINAGA; RITTNER, 2005).

Um estudo recente utilizou a espectroscopia do infravermelho como uma
ferramenta auxiliar na andlise conformacional de algumas a-fluoroacetofenonas
(FIORIN et al., 2009). Analisou-se o comportamento da banda da carbonila em
diferentes solventes e observou-se duas bandas, o que confirmou a presenca de
dois rotameros presentes no equilibrio conformacional e comparando com os dados
obtidos nos célculos tedricos, concluiu-se que os resultados teérico e experimental
estavam de acordo.

Outro estudo com cloroacetato de metila (Figura 17) também foi empregado
a espectroscopia do IV como uma técnica auxiliar no estudo conformacional (DOI et
al., 2005; apud FIORIN, 2006).
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Figura 17 - Banda de absorcdo do estiramento da carbonila na regido do fundamental dos rotameros

cis e gauche do cloroacetato de metila em CCl,.
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Fonte: DOI et al., 2005.

Assim sendo, a espectroscopia na regidao do IV foi utilizada neste projeto

como uma das ferramentas complementares para o estudo conformacional.

1.5 Espectroscopia de RMN na Analise Conformacional

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é basicamente
outra forma de espectroscopia de absorcdo. Semelhante a espectroscopia de IV
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1991). Porém, os espectros de RMN
apresentam um maior acervo de informacdes estruturais do que nos espectros de
infravermelho (DYER, 1969). E reconhecidamente a técnica mais importante para a
investigacdo a nivel molecular, permitindo obter informacdo estrutural e dinamica
para qualguer estado da matéria, sendo largamente empregada no estudo
conformacional de moléculas em solventes de diferentes polaridades (HORE, 1995).

O uso da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear no estudo de
equilibrios conformacionais iniciou-se em 1964 com o trabalho de Garbisch, para a
determinacdo das proporgbes dos conférmeros de derivados cicloexanicos
(GARBISCH, 1964; apud FIORIN, 2006).

Em um estudo de equilibrio conformacional, os principais parametros
observados em um espectro de RMN s&o o deslocamento quimico (d) e a constante
de acoplamento (J). Se uma determinada molécula apresenta mais do que uma

conformacdo estavel, cada uma delas apresentard alguns nucleos com ambientes
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quimicos diferentes, sendo assim, tém-se deslocamentos quimicos diferentes e as
constantes de acoplamento sdo afetadas como resultado das mudangas dos
comprimentos e angulos de ligacdo. Isto foi demonstrado por Karplus no caso da
constante de acoplamento vicinal ®Ju4. A Figura 18 (curva de Karplus), ilustra a
relacdo do angulo diedro com a magnitude da constante de acoplamento (HORE,
1995; SILVERSTEIN et al., 2010; apud CEDRAN, 2006).

Figura 18 - Curva de Karplus e Angulo Diedro.

Fonte: apud CEDRAN, 2006.

Sabe-se que o0 angulo diedro entre os nucleos que se acoplam € o
parametro que mais afeta a magnitude da constante de acoplamento, por isso, a
curva de Karplus é fundamental na andalise conformacional. Através dela sabe-se,
por exemplo, que o acoplamento entre dois hidrogénios orientados na posi¢ao axial
tera maior magnitude que dois hidrogénios orientados na posicdo equatorial por
causa do angulo diedro entre estes atomos. Entdo ao analisar-se um espectro,
pode-se deduzir quais sdo os sinais referentes a hidrogénios axiais e equatoriais
pela magnitude do acoplamento observado (MINCH, 1994; SILVERSTEIN
BASSLER; MORRILL, 1991; apud CEDRAN, 2006).

Devido a variagdo do angulo diedro, ocorre 0 isomerismo rotacional sobre
uma unica ligagdo, onde a interconversdo entre os rotdmeros € muito rapida, a
constante de acoplamento (J) observada no espectro de RMN sera representada
como uma media ponderada pela contribuicdo de cada rotdmero, conforme
mostrado na equacéo abaixo:

J=>"nJ;
: (Eq. 9)
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Sabendo-se que: n; é a fracdo molar de cada isémero,
Ji a constante de acoplamento individual.

Como J é o resultado das populacdes dos conférmeros e estas populacdes
podem ser afetadas tanto pela temperatura como pela permitividade do meio,
podemos avaliar a preferéncia conformacional estudando a dependéncia das
constantes de acoplamento com a temperatura e com o meio. Para isto basta
realizar experimentos de RMN a temperaturas variadas em um mesmo solvente ou 0
contrario, fixar a temperatura e utilizar solventes de diferente polaridade (FIORIN,
2006).

Assim, a espectroscopia de RMN a temperatura constante e em solventes
com polaridades variadas, sao utilizados como uma das ferramentas
complementares para o0 estudo conformacional, sendo que a constante de
acoplamento spin-spin *Juy é 0 parametro de maior interesse nesse estudo. Essa
constante é normalmente chamada de acoplamento vicinal, por exemplo, em um
hidrocarboneto tipico, o spin do nucleo de hidrogénio em uma ligagdo C-H é
acoplado aos spins de hidrogénios nas ligacdes C-H adjacentes (Figura 19) (PAVIA
et al., 2010).

Figura 19 - Acoplamento vicinal via trés ligagdes.

3]

Fonte: PAVIA et al., 2010.

Os valores de 3Jyy variam caracteristicamente entre 1 a 20 Hz. As
constantes 3J ,  sd0 sensiveis a trés categorias de caracteristicas estruturais:
a) A natureza dos atomos no fragmento H-X-Y-H;
b) A geometria desse fragmento molecular;
c) A natureza dos outros atomos ou grupos de atomos ligados a X e Y.

O efeito do angulo diedro é talvez 0 mais marcante e certamente o0 que se
tem revelado mais interessante em estudos da estrutura geométrica de moléculas
(GIL e GERALDES, 2002).
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Atualmente, a RMN encontra aplicacfes tao variadas como na identificacao
de misturas e na elucidagédo estrutural de substancias, incluindo macromoléculas
como polimeros e biopolimeros, no estudo da mobilidade e flexibilidade de
moléculas, em cinéticas de reacdes quimicas, no estudo de processos de
biossintese e metabolismo utilizando ndcleos magnéticos como marcadores, entre
outras (GIL; GERALDES, 2002).

Muitas moléculas de interesse farmacolégico sédo etanos 1,2-
dissubstituidos, como por exemplo: acetilcolina, histamina e serotonina. Em
derivados do etano do tipo XCH,CYWZ com os conférmeros estrelas os ndcleos H,
e Hp ndo sao quimicamente equivalentes caso Y#W#Z (Figura 20).

Figura 20 - Derivados do etano do tipo XCH,CYWZ, H, # H.

X X X
W Z Y W Z Y

Ha Hb Ha Hb Ha Hb
Y Z W

(a) (b) (€)
Fonte: GIL e GERALDES, 2002; apud SILVA, 2008.

Neste caso dizemos que os nucleos H, e Hy sdo diastereotopicos. Se W=Z
as formas (b) e (c) tornam-se enantioméricas, ao mesmo tempo em que H, e Hy sédo
equivalentes no conférmero (a); nessas condi¢cdes, o espectro de RMN néo distingue
Ha de Hy em solventes ndo quirais. Nesse Ultimo caso diz-se que os ndcleos H, e Hy
sao enantiotépicos (GIL e GERALDES, 2002; apud SILVA, 2008)

1.6 Célculo da constante de acoplamento

O crescente desenvolvimento de calculos computacionais com base na
mecanica quantica tem ajudado na obtencdo de alguns parametros que antes sO
poderiam ser obtidos experimentalmente (RICHTER et. al., 2010).

Ramsey mostrou que Jyy tem quatro contribuicbes (Equagéo 10), uma sendo
um valor médio do operador diamagnético spin-Orbita (DSO) e as outras trés
contribuicdes de segunda ordem envolvendo o contato de Fermi (FC), o spin-dipolar
(SD) e o operador paramagnético spin-Orbita (PSO) (RAMSEY, 1953; FUKUI, 2010).
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Ynn = " nn + 5P + P%00n + P50y (Eq. 10)

Os FC e SD descrevem as interacdes dos dois spins nucleares via spin dos
elétrons, e os demais, PSO e DSO, ocorrem devido as interagcbes dos spins
nucleares com o momento angular do orbital eletronico (apud CEDRAN, 2006).

Muitos métodos teoricos foram desenvolvidos e outros aperfeicoados para
calcular as quatros contribuicbes (FC, SD, PSO e DSO) que fornecem a constante
de acoplamento nuclear spin-spin. Esses métodos foram aplicados para um grande
namero de moléculas, mostrando bons resultados para varios tipos de constantes de
acoplamentos, tais como, Jun, JeH, Jer, Jur, Jrr (@pud VILCACHAGUA, 2007).

Nesse estudo utilizou-se o calculo da constante de acoplamento para efeito

de comparacdo com os dados obtidos experimentalmente.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal do presente projeto visou a sintese e um estudo do
comportamento conformacional dos compostos NAA, NMA e NDA com o emprego

de célculos tedricos e as espectroscopias de IV e RMN.
2.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar, purificar e caracterizar por RMN de 'H e **C os ésteres N-Acetil-L-
aspartato de dimetila (L-NAA), N-Metil-DL-aspartato de dimetila (DL-NMA) e N,N-
Dimetil-L-aspartato de dimetila (L-NDA) (Figura 1);

- Analisar a banda do estiramento da carbonila do composto DL-NMA por 1V, pela
sua deconvolucéo, observar se hd uma deformidade nessa banda para comprovar a
existéncia de mais conférmeros.

- Analisar as constantes de acoplamento geminal (?Jun) e vicinal ((Jun) dos
compostos L-NAA e DL-NMA sintetizados e comparar com os resultados obtidos
com o emprego dos calculos tedricos.

- Visualizar os scans obtidos com o uso dos calculos quimicos computacionais e
obter as geometrias mais estaveis.

- Realizar calculos de otimizacdo e frequéncia para confirmacao dos minimos de
energia obtidos nos scans.

- Determinar as populacdes dos conféormeros envolvidos no equilibrio em fase
isolada.

- Realizar o estudo do efeito do solvente, utilizando o método PCM.

- Analisar os calculos de NBO, no intuito de tentar explicar a preferéncia
conformacional.

- Obter os mapas de potencial eletrostatico e analisar as regides de altas ou baixas

densidades eletrbnicas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

O presente projeto foi dividido em quatro segmentos:
e sintese dos compostos;
e estudos tedricos;
e experimentos com a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e

e experimentos com a espectroscopia de infravermelho.

3.1 Sintese dos compostos

O éster N-acetil-L-aspartato de dimetila (L-NAA) foi obtido a partir do &cido
L-aspartico, um composto comercial (Aldrich), foi utilizado sem tratamento prévio
(UHLE; HARRIS, 1955; ALBERTSON, 1962; VALENTEKOVIC; KEGLEVIC, 1976;
CHALLIS, 1970). O N-metil-DL-aspartato de dimetila (NMA) foi obtido a partir do
anidrido maléico, um composto comercial (Aldrich), foi utilizado com tratamento
prévio de acordo com a literatura (BOROS, 2007; ZILKHA; BACHI, 1959; GMEINER
et al., 1990, PERRIN e ARMAREGO, 1998). O N, N-dimetil-L-aspartato de dimetila
(L-NDA) pode ser obtido a partir do acido L-aspartico, porém, ndo obteve-se sucesso
nessa sintese, (MEINERS, 1957; VALENTEKOVIC; KEGLEVIC, 1976).

Os solventes utilizados nas sinteses foram todos previamente tratados de
acordo com a literatura (PERRIN e ARMAREGO, 1998).

3.1.1 N- Acetil-L-aspartato de dimetila (L-NAA)

Em um baldo de 25 mL, com 8,4 mL (0,2 mol) de metanol, mantido a
temperatura de -5 °C e com agitacdo magnética adicionou-se lentamente 1,5 mL
(0,01 mol) de cloreto de tionila. Em seguida, deixou-se a mistura reacional sob
agitacdo por um periodo de 5 minutos e adicionou-se 2,0 g (0,01 mol) de &cido
aspartico dividido em pequenas porcdes. Deixou-se a mistura em agitacdo por 3
horas sob resfriamento (-5 a 0 °C). Apés a retirada do banho de gelo, a mistura
permaneceu com agitacdo por 24 horas e ao final desse tempo removeu-se o
metanol com evaporador rotatdrio. O residuo foi diluido com 3,0 mL de &agua
destilada, adicionou-se 3,0 mL de éter etilico e uma solu¢do 0,02 mol (2,0 g) de

bicarbonato de potassio (KHCO3) até atingir pH = 7. Separou-se a fase organica e a
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fase aquosa foi extraida com 3 x 20 mL de éter etilico. A fase organica foi seca com
sulfato de magnésio anidro (MgSQO,), filtrou-se e o solvente foi rotaevaporado.
Tratou-se o residuo obtido com 1,5 mL (0,01 mol) de anidrido acético e aqueceu-se
(90 °C) por um periodo de 15 minutos. Para a purificacdo do composto sintetizado,
fez-se uma filtragdo em silica gel (70-230 mesh) empregou-se como eluente
benzeno/ acetato de etila (1:3). Obteve-se um 6leo amarelo caracterizado como o
éster N-acetil-L-aspartato de dimetila (L-NAA). Para finalizar, deixou-se o produto
obtido sob vacuo (40 mmbar) durante 6 horas, para remocédo completa do anidrido
acético. O rendimento foi de 60% (UHLE; HARRIS, 1955; ALBERTSON, 1962;
VALENTEKOVIC; KEGLEVIC, 1976; CHALLIS, 1970).

RMN de *H — Anexo A.9: 8= 4,69 ppm (dd, CH); 3,63 ppm (s,0CHs); 3,56 ppm
(s,OCHg); 2,83 ppm (t, CH>); 1,90 (s, C=OCHzs) ppm.

RMN de *C — Anexo A.8: 8= 175,8 (C=O(OCHs); 172,2 (C=0O(N)); 1702,2 (C=0);
56,76 (C-0); 51,99 (CH); 38,32 (CH.) ppm.

3.1.2 N- Metil-DL-aspartato de dimetila (DL-NMA)
O composto DL-NMA foi obtido em duas etapas:
Etapa 1:

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, equipado com agitacéo
magnética, adicionou-se 3,8 g (0,04 mol) de anidrido maléico e 25 mL (0,6 mol) de
metanol. Deixou-se em refluxo por 30 minutos. Em seguida, rotaevaporou-se o
excesso do metanol. Ao produto obtido nessa etapa foram acrescentados 10 mL (0,2
mol) de metanol, sob agitagdo magnética e resfriado em banho de gelo. Quando a
mistura reacional alcancou a temperatura de 0 °C, adicionou-se lentamente cloreto
de tionila (4,0 mL; 0,04 mol). Ao término da adicédo, o banho de gelo foi retirado e
deixou-se a mistura em temperatura ambiente sob agitacdo por 45 horas. A solucao
final foi rotaevaporada e obteve-se 4,2 g (0,04 mol) de um soélido branco
caracterizado como o fumarato de dimetila. Além do fumarato de dimetila, os
espectros de RMN de 'H e '3C também apresentaram sinais caracteristicos do

anidrido maléico, assim, realizou-se uma recristalizagdo. Nesse caso, utilizou-se os
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4,2 g (0,04 mol) do fumarato de dimetila e transferiu-se para um Erlenmeyer de 125
mL. Acrescentou-se 50 mL de etanol e aqueceu a mistura até a dissolucao completa
do solido e aqueceu-se o funil na estufa e fez-se em seguida uma filtracdo a quente
utilizando um papel de filtro pregueado, recolhendo o material em um béquer.
Deixou-se a solucdo em repouso até alcancar temperatura ambiente. Os cristais
formados foram filtrados a vacuo e lavados com 10,0 mL de etanol gelado. Por fim,
secou-se 0 solido, pesou-se e obteve-se 1,5 g (35,7%) de um composto
caracterizado como fumarato de dimetila puro (BOROS, 2007; ZILKHA; BACHI,
1959; GMEINER et al., 1990).

RMN de 'H (CDCls) — Anexo A.12: &=6,87 (s, HC=CH); 3,82 (s, OCHs) ppm.

RMN de *C (CDCl3) — Anexo A.14: & = 165,6 (C(=0)0); 133,6 (C=C); 52,6
(CH3(0)) ppm.

Etapa 2:

Em um baldo de fundo redondo 25 mL, adicionou-se cloridrato de metilamina
(1,2 g, 0,01 mol) a solucédo de fumarato de dimetila (1,5 g, 0,01 mol) em piridina (7,7
mL) e aqueceu-se até 100 °C. Adicionou-se a suspensdo, 2,1 mL de trietilamina gota
a gota durante 3 horas. Quando a adicdo foi concluida, a mistura reacional foi
mantida em refluxo durante 2 horas. Em seguida, a mistura foi resfriada e
rotaevaporada e o residuo foi suspenso em acetato de etila. A fase organica foi
separada e a fase aquosa foi extraida com pequenas porcdes de acetato de etila (3
x 20 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro (NaSQ,), filtrou-se,
combinou-se 0s extratos organicos, rotaevaporou-se o solvente. Para a purificacdo
do composto sintetizado, fez-se uma cromatografia em silica gel (70-230 mesh)
empregou-se como eluente acetato de etila e obteve-se 0,812 g (0,005 mol) de um
solido cristalino amarelo caracterizado como DL-NMA. O rendimento foi de 54%
(BOROS, 2007).

RMN de 'H (CDCls) - ANEXO A.16: & = 3,76 (s, OCH3); 3,70 (s, OCHs); 3,58 (t,
CH); 2,65 (dd, CHy); 2,42 (s, NCH3) ppm.
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RMN de *3C (CDCls): - ANEXO A.17: & = 171,5 (C=0); 52,3 (CH,); 52,1 (CH); 59,4
(C-0); 37,5 (CHs); 34,8 (CH3) ppm.

3.1.3 N,N-dimetil-L-aspartato de dimetila (L-NDA)

Etapa 1:

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, adicionou-se 3,0 g (0,009 mol) de
acido L-aspartico em 20,0 mL (0,4 mol) de metanol. Em seguida, deixou-se a mistura
reacional sob agitacdo em banho de gelo 0 °C. Cuidadosamente, adicionou-se gota
a gota 1,2 mL (0,015 mol) de cloreto de tionila. Apos a retirada do banho de gelo,
deixou-se a solucdo sob agitacdo por 45 horas. Decorrido esse tempo o metanol foi
rotaevaporado. Obteve-se 2,3 g de um solido branco caracterizado como o cloridrato
de 1,4-dimetil-L-aspartato, sendo o rendimento de 76,6% (VALENTEKOVIC;
KEGLEVIC, 1976).

Etapa 2:

Em um baldo de fundo redondo de 20 mL, colocou-se 1,0 mL (0,02 mol) de
acido férmico resfriado e adicionou-se, lentamente 1,0 g (0,006 mol) de 1,4-dimetil-L-
aspartato sob agitacdo e aqueceu-se até 90 °C. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL
(0,01 mol) de formaldeido e deixou-se a mistura reacional sob refluxo por 2 horas.
Em seguida, fez-se uma micro destilacdo e basificou-se o residuo com duas gotas
de uma solugéo de NaOH 50% e novamente fez-se uma micro destilagcdo e ao final,
obteve-se 0,4 g de um sélido oleoso de coloracéo castanha ndo caracterizado como
o produto desejado. O rendimento foi de 40% (MEINERS, 1957).

RMN de *H (CDCls) - ANEXO A.22 e A.23.
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3.2 Estudos tedéricos

Todos os célculos foram realizados com o pacote de programas Gaussian
03 (FRISCH, 2004) instalado em um computador alocado na Universidade Estadual
de Ponta Grossa (UEPG), com Processador INTEL® Core™ 2 Quad 2.4 GHz e 4
GB de memodria RAM e software LINUX interface KDE com sistema operacional
KUBUNTU 64 bits versao 9.04.

Em outra maquina, com hardware de 1 GB de memoédria RAM e sistema
operacional WINDOWS 7, realizou-se as demais atividades que necessitavam dos
programas GAUSSIANVIEW 3, ORIGIN 6.1, MICROSOFT OFFICE EXCEL 2007 e do
programa MOLEKEL versao 5.3.

O método envolvido nessa parte do estudo envolveu seis etapas para cada
um dos compostos de estudo:

e Obtencdo de uma superficie de energia potencial (SEP); para construcédo
dessas superficies foi utilizado o nivel de teoria B3LYP/6-311G.

e Com a analise da SEP, efetuou-se uma descricdo rigorosa para
posteriores calculos de otimizacédo e frequéncia visando a confirmacéao
das geometrias de menor energia, utilizando-se o nivel de teoria
B3LYP/cc-pVTZ.

e As conformacdes encontradas foram submetidas a célculos com rotinas
de solvatacdo empregando-se o método PCM, que utilizou como
solvente a agua para os trés compostos e também cloroférmio para o
composto NMA, o nivel de teoria empregado foi o B3LYP/cc-PVTZ.

e Com as geometrias obtidas nos calculos de otimizacdo e frequéncia
foram feitos modelos graficos chamados mapas de potencial eletrostéatico
(MPE), uma ferramenta importante para simular a estrutura molecular e
também observar como as cargas estdo distribuidas na molécula.
Utilizou-se para estes calculos o nivel de teoria HF/6-311g e para simular
estes mapas o programa Molekel verséo 5.3.

e Os calculos de RMN foram realizados para obter a constante de
acoplamento tedrico e assim comparou-se 0s resultados com as
constantes de acoplamento experimentais. Utilizou-se para esses
célculos o nivel de teoria B3LYP/cc-PVTZ para os atomos pequenos,

para atomos grandes B3LYP/epr-iii.



54

e Para finalizar a parte tedrica deste projeto foram realizados calculos de
NBO, estes calculos avaliam a interacdo entre orbitais nas estruturas, o
nivel de teoria utilizado foi B3LYP/cc-PVTZ.

3.3 Experimentos de RMN

Para caracterizacdo dos produtos obtidos em cada reacao, utilizou-se a
espectroscopia de RMN. Os espectros de RMN de 'H e '3C foram obtidos nos
seguintes espectrometros:

1) Espectrémetro Varian, modelo Mercury Plus BB operando a 300,058 MHz
para o nucleo de hidrogénio e 75,457 MHz para o carbono, a 298 K, alocado
na Universidade Estadual de Maringa.

2) Espectrometro Bruker, modelo Avance IlIl operando a 400,131 MHz para o
nacleo de hidrogénio e 100,623 MHz para o carbono a 298 K, alocado no
CLABMU na Universidade Estadual de Ponta Grossa.

3) Espectrometro Bruker, modelo Avance lll operando 600 MHz para o nucleo de
hidrogénio, a 298 K, alocado na Universidade Estadual de Campinas.

Um conjunto de espectros foi obtido com aproximadamente 20 mg do
respectivo composto (L-NAA) em 0,7 mL de 6xido de deutério (D,O) puro. Outro
conjunto de espectros foi obtido pela dissolugdo maxima dos respectivos compostos,
DL-NMA e L-NDA cloroférmio deuterado (CDCI3). Os deslocamentos quimicos ()
foram registrados em ppm em relacdo ao TMS como padrao interno. Para indicar as
multiplicidades foram adotadas as seguintes abreviacdes: (s) simpleto, (d) dupleto,
(t) tripleto e (dd) duplo dupleto. Todos os espectros foram de primeira ordem e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

3.4 Experimentos de Infravermelho

Os espectros foram obtidos em um espectrometro Shimadzu FT-IR Prestige-
21, alocado na Universidade Estadual de Ponta Grossa. Realizou-se a analise do
grupamento da carbonila somente para o composto DL-NMA em cloroférmio, em
uma concentracdo de 0,03 mol/L. O espectro foi obtido usando uma cela de cloreto
de sodio com espacamento de 0,50 mm para andlise da regido do fundamental.
Realizou-se também algumas analises com pastilha de KBr para o L-NAA e DL-
NMA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma melhor anéalise e compreenséao dos resultados obtidos, incialmente
foram apresentados os dados referentes a sintese dos compostos, na sequéncia o
estudo conformacional realizado por meio dos célculos teodricos e para finalizar uma
comparacao entre os dados obtidos teoricamente com os resultados experimentais
de RMN e IV.

4.1Sintese dos compostos

4.1.1 N-Acetil-L-aspartato de dimetila (L-NAA)

Para a sintese do L-NAA, primeiro fez-se uma reacao de esterificacdo, na
qual um &cido carboxilico reagiu com cloreto de acila e um alcool, neste caso, o
acido-L-aspartico foi convertido em L-aspartato de dimetila utilizando metanol na
presenca de pequenas quantidades de cloreto de tionila a baixa temperatura. Para
transformacdo do L-aspartato de dimetila em N-acetil-L-aspartato de dimetila (L-
NAA), fez-se uma acetilacdo com anidrido acético a 90 °C. As condi¢des utilizadas

na sintese podem ser resumidas no esquema apresentado na Figura 21.

Figura 21 - Rota sintética para obtencéo do L-NAA.

o
1. anidrido
MH, O CH,0H MH, O acético )J\NH 0
0 H —» 0 e
= = -~ [:l
H \H)vu\r:. 500l -50C - \n/l\/u\[:I s ofe \H)\/U\D/
o
© 0
Acido-L- aspértico L-aspartato de dimetila L-NAA

Fonte: A autora.

Sendo assim, o composto de partida para a sintese do L-NAA, foi o acido-L-
aspartico. Na etapa da acetilacéo, ap0s a rotaevaporagcéao do solvente obteve-se um
O0leo amarelado. O mecanismo da reacdo de esterificacdo e acetilacdo estdo

demonstrados nas Figuras 22 e 23, respectivamente.
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Figura 22 - Mecanismo para obtencéo do L-aspartato de dimetila (Esterificac&o). (continua)
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(concluséo)

Q' NH,
..A)v'c')c:H;.3
H3CO H B
: O

L-aspartato de dimetila

Fonte: A autora.
Figura 23 - Mecanismo para obtencéo do L-NAA (Acetilag&do). (continua)

o
PPN
o HC O CH,
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(concluséo)

L-NAA

Fonte: A autora.

A estrutura quimica do L-NAA sintetizado foi determinada por espectroscopia
de RMN de 'H e *C. Observou-se a formacdo do produto desejado, entretanto
impuro (Figuras 24 e 25). Os espectros de RMN apresentaram picos caracteristicos
dos compostos utilizados na sintese, como metanol, acetato de etila e acido acético.

Para melhor visualizacdo dos espectros dos compostos sintetizados os
mesmso estdo nos ANEXOS.
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Figura 24 - Espectro de RMN de *H a 300 MHz do composto bruto L-NAA em D,O.
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Fonte: A autora.

Figura 25 - Espectro de RMN de **C a 75 MHz do composto L-NAA em D,O.

e f A&cido acético cdb a Aacido acético

180 160 140 120 100 80 60 40 20 pPpm

Fonte: A autora.

A expansdo dos espectros de RMN de 'H e '°C sera relatada com maiores
detalhes no decorrer dos resultados.

Desta maneira, fez-se a purificagcdo por filtracdo em silica, conforme ja
descrito anteriormente (sec¢édo 3.1.1) e obteve-se um 6leo amarelado caracterizado a

principio, como N- Acetil-L-aspartato de dimetila (L-NAA, Figura 26).
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Figura 26 - Espectro de RMN de *H a 300 MHz do composto L-NAA purificado em DO.

D,O

Fonte: A autora.

Pela anélise do espectro de RMN de 'H da Figura 26, visualizaram-se
quatro sinais caracteristicos da estrutura do L-NAA. Os hidrogénios das duas

metoxilas em 3,76 e 3,71 ppm, o grupo metilénico (CH;) em 2,96 ppm e a metila do

fragmento acetila em 2,03 pmm. O sinal referente ao grupo metino (CH) esta

encoberto pelo sinal interno préximo de 5,00 ppm resultado da troca do D,O. Com a

purificacdo foi possivel detectar a presenca do L-NAA.

Para confirmacdo, realizou-se uma nova tentativa de sintese e fez-se a

purificacdo com a filtracdo em silica gel, novamente obteve-se um 6leo amarelado.
Com a anélise do espectro de RMN de *H a principio o L-NAA foi sintetizado (Figura

27), porém observou-se a presenca de dois sinais que sdo caracteristicos do

anidrido acético em 2,34 ppm e em 1,95 ppm do acido acético, subprodutos formado

da reacéo de acetilagcéo.



Figura 27 - Espectro de RMN de 'H a 400 MHz do composto L-NAA purificado em D,0.
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Fonte: A autora.

Além do espectro de RMN de *H que identificou a presenca de dois sinais

gue sao caracteristicos do anidrido acético e do acido acético, realizou-se analise de

infravermelho e as bandas caracteristicas de tais compostos também foram

observadas no espectro (Figura 28). Na Tabela 1, estdo sendo mostrados os valores
obtidos experimentalmente com os valores da literatura (SPECTRAL..., 2012). Pode-

se destacar inicialmente, a banda alargada em aproximadamente 3484- 2621 cm™

caracteristica da deformacgéo do estiramento O-H, confirmando a presenca do acido

acético, aléem disse, pode-se dizer que nesta mesma faixa estd presente a

deformacéo do estiramento N-H, porém pelo alargamento da banda a mesma nao

pode ser observada.



62

Figura 28 - Espectro de infravermelho em KBr do L-NAA.
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Fonte: A autora.

Tabela 1 - Bandas do espectro de IV do composto L-NAA.

Bandas de Experim?ntal Base de cljados

absorcéo (cm™) (cm™)

C=0 (éster) 1735 1750-1735

C=0 (acido acético) 1705 1730-1700
N-H 1544 1500

C-N 1011 1350-1000

C-O (éster) 1299-1139 1300-1000

C-O (ac. acético) 1325-1204 1320-1210

O-H 3484-2621 3400-2400

Fonte: (SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010; SPECTRAL...,2012).

No espectro de RMN de *3C, também foi verificado 0os mesmos grupos vistos
no espectro de *H. Observou-se a presenca das carbonilas em 179,5, 176,8, 175,8 e
175,6 ppm ( Figura 29.a) referente aos carbonos carbonilicos de ésteres, amida e do
acido acético. Na Figura 29.b, pode-se observar os picos em 56,0 ppm do carbono
do grupamento metino, em 55,4 ppm do carbono metilénico e em 51,9 ppm da
metila, do grupamento amida. Na Figura 29.c, estdo sendo demonstrados 0s picos

em 38,4 e 38,3 ppm dos carbonos das metoxilas, do grupamento éster. Por fim, na
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Figura 29.d, em 24,5 ppm esta o carbono do grupamento metila do acido acético
(SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010; SPECTRAL...,2012).

Figura 29 - Espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto L-NAA em D,O. (a) carbonos
carbonilicos de ésteres, carbono carbonilico do grupamento amida, carbonila do acido
acético. (b) carbono do grupamento metino, carbono metilénico, e da metila do
grupamento amida. (c) carbonos das metoxilas do grupamento éster. (d) carbono do
grupamento metila do acido acético.
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Fonte: A autora.

(d)



64

Na tentativa de remover as impurezas, o anidrido acético e o acido acético,
deixou-se o composto L-NAA em uma bomba de vacuo por 6 horas e o resultado
pode ser visto nas expansdes de todos os sinais que estdo sendo demonstrados a
seguir. Na Figura 30, observou-se que ainda estiveram presentes picos no espectro
de RMN de 'H caracteristicos do anidrido acético e do &cido acético (Figura 31.a e
31.b) e também visualizaram-se quatro sinais caracteristicos da estrutura do L-NAA
apresentado nas expansodes a seguir: Os hidrogénios da metila do fragmento acetila
em 1,96 pmm (Figura 31.c). Os hidrogénios das duas metoxilas em 3,70 e 3,65 ppm,
(Figura 32) e dois dupletos do grupamento metilénico (Figura 33) em 2,90 ppm. Um
duplo dupleto em 4,76 ppm referente ao grupo metino (CH) que néo ficou encoberto

pelo sinal da troca do D,O (Figura 34).

Figura 30 - Espectro de RMN de 'H a 600 MHz do composto L-NAA purificado em D,0.
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Fonte: A autora.
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Figura 31 - Expansdo dos sinais do espectro de 'H (a) acido acético; (b) anidrido acético e (c)

grupamento metila do fragmento acetila.
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Fonte: A autora.

Figura 32 - Expansao dos sinais do espectro de ‘H das duas metoxilas.

Fonte: A autora.

Figura 33 - Expanséao dos sinais do espectro de 'H do grupo metilénico
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Fonte: A autora.
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Figura 34 - Expans&o dos sinais do espectro de *H do grupo metino.
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Fonte: A autora.

1,0

Todos os sinais do espectro de *H apresentados até o momento confirmaram
a formacdo do composto L-NAA, principalmente o sinal relativo ao grupamento
metila do fragmento acetila em 1,96 pmm. Este sinal foi de grande importancia
porque confirma que a acetilagdo foi realizada. Entretanto, ressaltando mais uma
vez, apesar do L-NAA ter sido formado, os espectros de RMN de 'H e os espectros
de IV comprovaram a presenca do anidrido acético e o acido acético. Embora os
problemas apontados foi possivel obter o composto com o método proposto na
literatura (UHLE; HARRIS, 1955; ALBERTSON, 1962; VALENTEKOVIC; KEGLEVIC,
1976; CHALLIS, 1970).
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4.1.2 N- Metil-DL-aspartato de dimetila (DL-NMA)

O composto NMA, foi obtido com a mistura racémica de configuracéao
estereoquimica D e L, seguiu-se a literatura, jA& que para a configuracéo
estereoquimica L, ndo foi encontrada nenhuma outra proposta.

Realizou-se a sintese do composto em duas etapas. As condi¢es utilizadas

durante a Etapa 1 do processo estdo demonstradas na Figura 35.

Figura 35 — Etapa 1 do processo de obtencédo do DL-NMA.
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1. CH30H
| _>3 CH3O/\:/\OH
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0 0 0 0
)k | 1. 50Ck | I
CH;0° —" "\0OH ——>  CH07 N—— \OCH,
2.CH30H, 45h

Fumarato de dimetila

Fonte: A autora.

A primeira etapa da sintese do DL-NMA foi a abertura do anel do composto
de partida, o anidrido maléico, ou seja, ocorre o0 mecanismo de metandlise pela
reacao de substituicdo nucleofilica, na qual o nucledfilo foi o0 metanol, ou seja, a
reacao envolve a conversédo do anidrido maléico para um mono-ester. Em seguida,
fez-se uma reacdo de esterificacdo, na qual um acido carboxilico reage com cloreto
de acila e com um alcool, neste caso, o0 monoéster, transforma-se diretamente no
diéster (fumarato de dimetila), utilizando metanol na presenca de pequenas
qguantidades de cloreto de tionila, a baixa temperatura. O mecanismo das reacoes
esta sendo demonstrado na Figura 36 (metandlise) e Figura 37 (esterificacdo). O
fumarato de dimetila, que s&o cristais brancos foi caracterizado por RMN *H e *3C
(Figuras 38 e 39).
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Figura 36 - Mecanismo da etapa 1.
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Fonte: A autora.

Figura 37 - Mecanismo da esterificacdo etapa 1. (continua)

O O: o :0: O ¥
| AA‘ P S | | &
HCO™ =" "OH C'S ¢l »Heco o O & |
H




69

(concluséo)
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Fonte: A autora.

Pelo espectro de RMN de *H (Figura 38), observou-se os dois sinais
relativos ao fumarato de dimetila, os hidrogénios do grupamento vinilico em 6,87
ppm e os hidrogénios das metoxilas em 3,82 ppm. O sinal em 6,26 ppm mostra que
nem todo anidrido maleico foi convertido em fumarato de dimetila, restando reagente
de partida junto com o produto formado.

No segundo espectro (Figura 39), o espectro de **C, além de verificar os

mesmos grupos vistos no espectro de hidrogénio, identificou-se a presenca de uma
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carbonila em aproximadamente 165,0 ppm referente ao carbono carbonilico de

ésteres.
Figura 38 - Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do fumarato de dimetila em CDCl,.
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Fonte: A autora.

Figura 39 - Espectro de RMN de 3C a 75 MHz do fumarato de dimetila em CDCl..
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Fonte: A autora.

Para solucionar o problema do aparecimento do pico relativo ao reagente de
partida, o anidrido maléico, realizou-se uma recristalizagdo com etanol. Pelo
espectro de RMN de 'H (Figura 40) observou-se que a tentativa de purificacéo,

apresentou o resultado esperado. Os dois sinais demonstraram a presenca do
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fumarato de dimetila: os hidrogénios do grupamento vinilico em 6,87 ppm e 0s
hidrogénios das metoxilas em 3,80 ppm. O sinal em 6,26 ppm do anidrido maléico
nao foi observado apds purificacao.

No espectro de *C (Figura 41), foi verificado 0s mesmos grupos vistos no
espectro de hidrogénio, além da presenca da carbonila em 165,6 ppm referente ao
carbono carbonilico de ésteres. O sinal referente ao anidrido maléico também néo foi

registrado no espectro de **C.

Figura 40 - Espectro de RMN de 'H a 400 MHz do fumarato de dimetila (etapa 1) em CDCl3 ap6s

recristalizacao.
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Fonte: A autora.

Figura 41 - Espectro de RMN de **C a 75 MHz do fumarato de dimetila em CDCl; ap6s

recristalizacéo.
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Fonte: A autora.
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Com a purificagdo do fumarato de dimetila foi possivel utiliza-lo para dar
sequéncia na sintese do DL-NMA. As condi¢des utilizadas durante a Etapa 2 do
processo estdo demonstradas na Figura 42.

A segunda etapa da sintese do DL-NMA foi feita uma reacdo de adicdo
nucleofilica a um composto a, B insaturado, este tipo de reacéo envolve o ataque de
um nucledfilo a uma dupla ligagdo para a formacao de uma nova ligacdo carbono-

nitrogénio, essa reacao € mais conhecida como adicdo de Michael.

Figura 42 - Etapa 2 do processo de obtencdo do DL-NMA.

H_,  CHs
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Fonte: A autora.

Neste caso, a piridina que atuou como uma base abstraindo um préton do
cloridrato de metilamina e gerando um carbanion que atuou como agente
nucleofilico e posteriormente o ataque ao carbono B. O intermediario anidénico
formado foi protonado pelo meio reacional formando o composto N-metil-DL-
aspartato de dimetila (DL-NMA). O mecanismo das reacdes esta sendo demonstrado
na Figura 43 (ZILKHA; BACHI, 1959).

Figura 43 - Mecanismo da etapa 2 da reac&o do composto DL-NMA. (continua)
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(concluséo)
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Fonte: A autora.

Para a sintese do DL-NMA foram feitas varias tentativas de obtencao,
ambas utilizando o fumarato de dimetila (0 produto da primeira etapa) como
composto de partida. Entretanto, ndo obteve-se sucesso, provavelmente devido a
perdas em alguma etapa do processo. Mas, em uma das tentativas, o resultado foi
mais proximo do esperado, observou-se a formacdo de cristais de coloracao
amarela. A caracterizacdo do DL-NMA sintetizado foi determinada por
espectroscopia de RMN de *H e *C e observou-se nos espectros (Figuras 44 - 51)
que ha sinais caracteristicos dos reagentes utilizados na sintese e do composto
desejado (DL-NMA). Por isso, o produto final apresentou-se com cristais,
confirmando a presenca do fumarato de dimetila, ja que na proposta de obtencéo do
DL-NMA, o produto final é relatado como um 6leo amarelo (BOROS, 2007).

Os espectros das outras tentativas de obtencédo do composto DL-NMA estao
apresentados no ANEXO A.
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Figura 44 - Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do DL-NMA em CDCls.
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Fonte: A autora.

As expansfes de todos os sinais estdo demonstradas a seguir. Como ja foi
mencionado anteriormente, ha sinais no espectro de RMN de 'H (Figura 44)
caracteristicos do reagente de partida, o fumarato de dimetila: um simpleto em 3,82
ppm referente aos hidrogénios das metoxilas e outro simpleto em 6,87 ppm relativo

aos hidrogénios do grupamento vinilico (Figura 45).

Figura 45 - Expansao dos sinais do espectro de '*H caracteristico do fumarato de dimetila.
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Os sinais que demonstraram a formacédo do DL-NMA foram: dois simpletos
em 3,76 e 3,70 ppm referentes aos hidrogénios metoxilicos (Figura 46); um terceiro
simpleto em 2,42 ppm dos hidrogénios metilicos (amina) (Figura 47); um multipleto
do grupo metino em 3,58 ppm (Figura 48); dois duplos dupletos cada um relativo a
um hidrogénio do grupo metilénico (Figura 49), e para finalizar uma banda larga em
1,78 ppm caracteristico do hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupo amina (Figura
50).

Figura 46 - Expanséo dos sinais do espectro de 'H dos grupamentos metoxilicos.
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Fonte: A autora.

Figura 47 - Expanséao dos sinais do espectro de 'H caracteristico dos hidrogénios metilicos (amina).
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Fonte: A autora.



Fonte: A autora.
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Figura 48 - Expanséo dos sinais do espectro de 'H do grupo metino.
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Figura 49 - Expanséao dos sinais dos hidrogénios metilénicos.
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Fonte: A autora.

Figura 50 - Expanséo do sinal do hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupo amina.
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Fonte: A autora.
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Todos os sinais do espectro RMN de 'H apresentados até o momento,
confirmaram a formacéo do composto DL-NMA, principalmente aqueles relativos aos
hidrogénios metilénicos e ao hidrogénio do grupo metino, porque é onde ocorre 0
ataque do nucledfilo a dupla ligacdo para formacdo de uma ligacdo carbono-
nitrogénio. Essa observagdo também pode ser confirmada pelos valores dos
acoplamentos geminal (“Juy) e vicinal (3Juy). Em relacdo aos hidrogénios
metilénicos, onde ocorre um acoplamento geminal, ou seja, via duas ligacbes, a
constante de acoplamento apresentou um valor de 2J,,= 15,9 Hz, um valor tipico de
acoplamento geminal de grupos diasterotopicos em sistemas alifaticos aciclicos (9 -
15 Hz) (SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010). Para os
hidrogénios do grupo metino, onde ocorre um acoplamento vicinal, ou seja, via trés
ligacdes, as constantes de acoplamento apresentaram um valor de 3J,.= 6,0 Hz e
3Jbe= 6,9 Hz que esta4 em concordancia com valores tipicos de acoplamento via trés
ligacdes (6 - 8 Hz) (SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010).

No espectro de '3C, também foi verificado os mesmos grupos vistos no
espectro de 'H. Observou-se a presenca das carbonilas em 165,6, 174,2 e 171,5
ppm (Figura 51.a) referente aos carbonos carbonilicos de ésteres tanto do
composto de partida, o fumarato de dimetila e também do composto DL-NMA. Além
disso, o sinal em 133,6 ppm é dos carbonos vinilicos do fumarato de dimetila. Na
Figura 51.b, pode-se observar os picos em 59,4 ppm do carbono do grupamento
metino, em 52,5 ppm do carbono das metoxilas do fumarato de dimetila, em 52,3
ppm do carbono metilénico, em 52,3 ppm da metila ligada ao nitrogénio da amina. E
por fim, na Figura 51.c, estdo sendo demonstrados os picos em 37,5 e 34,9 ppm 0s
carbonos das metoxilas do composto DL-NMA (SILVERSTEIN; BASSLER e
MORRILL, 2010; PAVIA, 2010).
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Figura 51 - Sinais do espectro de RMN de *C a 75 MHz do composto DL-NMA em em CDCls. (a)
carbonos carbonilicos de ésteres, do composto e do fumarato de dimetila. (b) carbono do
grupamento metino, carbono metilénico, e da metila ligada ao nitrogénio da amina. (c)

carbonos das metoxilas do grupamento éster.
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Fonte: A autora.

Para purificacdo, o composto foi submetido a cromatografia em coluna
utilizando silica (®= 70-230 mesh) e utilizou-se acetato de etila como eluente.

Recolheram-se varias fracbes que foram analisadas por espectroscopia de
IV para analisar o processo. Inicialmente, foram realizadas analises para efeito de
comparacao dos compostos fumarato de dimetila e DL-NMA (antes da purificagéo)

as quais estdo apresentadas na Figura 52 e Figura 53, respectivamente.
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Figura 52 - Espectro de infravermelho em KBr do fumarato de dimetila.
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Fonte: A autora.

Na Figura 52, no espectro IV, as bandas apresentadas, foram comparadas
com dados da literatura e pobde-se confirmar que correspondem ao composto
fumarato de dimetila. Na Tabela 2, estdo sendo mostrados os valores obtidos

experimentalmente com os valores da base de dados (SPECTRAL..., 2012).

Tabela 2 - Bandas do espectro de IV do composto fumarato de dimetila.

Bandas de
. Experimental Base de dados
absorcao (cm ) (cm %
C=0 1723 1724
Cc=C 1650 1673
=C-H 3082 3077
Cc-0 1313-1162 1319-1200
1166-1013

Fonte: (SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010; SPECTRAL..., 2012).

Na Figura 53, no espectro IV, estdo sendo demonstradas as bandas
referentes ao composto DL-NMA, antes da purificacdo. Na Tabela 3, estdo sendo
mostrados os valores obtidos experimentalmente com os valores da literatura
(SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010; SPECTRAL..., 2012).



Figura 53 - Espectro de infravermelho em KBr do DL-NMA, antes da purificacéo.
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Tabela 3 - Bandas do espectro de IV do composto DL-NMA.

Bandas de
Experimental Base de dados

absorcgéo (cm™) (cm™)
C=0 1737 1750-1735
c=C 1601 1660-1600
N-H 3433 3500-3300
N-H 1447 1500
C-N 1141 1350-1000
-C-H 2963 3000,0
=C-H 3082 Acima 3000,0
C-O 1373-1162 1300-1000

Fonte: (SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010; SPECTRAL..., 2012)
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Com as andlises para efeito de comparacdo, dos compostos fumarato de

dimetila e do composto DL-NMA (antes da purificagdo) em méaos, realizou-se

analises de |V para as amostras coletadas das fracdes 1 e 2. Podem ser observados

nas Figura 54.a e 54.b, que os espectros de IV mostram que as bandas sao

caracteristicas do composto fumarato de dimetila e também pode ser confirmado

pelos valores das absorgdes que estdo sendo demonstradas na Tabela 4.



Figura 54 - Espectro de infravermelho das fracfes: (a) 1 e (b) 2.

105—]
%T
50—
75—
e0—]
45—
] H H
- H3CO — OCH
1 '3 3
h Tt [rrrre [rroro [rrorot [rrrrr [rorre [T [rororote v [rrorr [rororote [rrrro [rroo [rrorot [rrrr [rrorro [rrorot T
2300 3800 2200 2000 2700 2400 2100 18950 1800 1650 1500 1350 1200 1080 500 750 800 450
NMAT 1/cm

105—|
®T —
50—}
75—
20—
PR
30—
15—

i O R O D D R L L T O I L O B B L B B B

2800 3800 2200 2000 2700 2400 2100 1850 1800 1650 1500 1350 1200 1080 800 750 800 450

NMAZ 1iem

Fonte: A autora.
Tabela 4 - Bandas do espectro de IV das fragdes 1 e 2.

Bandas de
absorcio Experimental Base de dados
: (cm?) (cm™)
C=0 1723 1724
c=C 1650 1673
=C-H 3082 3077
C-O0 1313-1162 1319-1200
1166-1013

Fonte: (SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010; SPECTRAL..., 2012).
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Em seguida, realizou-se andlises de IV para as fracbes 4 e 5 e observou-se
que ocorreu uma mudanca nas caracteristicas das bandas de absor¢éo (Figura 55.a
e 55.b) confirmado pelos valores das absor¢cfes que estdo sendo demonstradas na
Tabela 5 (fracédo 4) e Tabela 6 (fracdo 5).

Figura 55 - Espectro de infravermelho das fragbes: (a) 4 e (b) 5.
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Fonte: A autora.
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Tabela 5 - Bandas do espectro de IV da fracao 4.

Bandas de
Experimental Base de dados

absorgéo (cm™) (cm™)
C=0 1738 1750-1735
Cc=C 1670 1660-1600
N-H 3424 3500-3300
N-H 1441 1500
C-N 1171 1350-1000
-C-H 2866 3000,0
=C-H 2949 Acima 3000,0
C-0 1330-1186 1300-1000

Fonte: (SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010; SPECTRAL..., 2012).

Tabela 6 - Bandas do espectro de |V da fracéo 5.

Bandas de
Experimental Base de dados

absorcgéo (cm™) (cm™)
C=0 1738 1750-1735
Cc=C 1669 1660-1600
N-H 3276 3500-3300
N-H 1447 1500
C-N 1171 1350-1000
-C-H 2954 3000,0
=C-H 3113 Acima 3000,0
C-O 1322-1186 1300-1000

Fonte: (SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010; SPECTRAL..., 2012).

Na Figura 55.a e 55.b, os espectros de IV mostram que as bandas sao
caracteristicas do composto DL-NMA e também, pela banda de absorcdo do
estiramento de =C-H, demonstra que o fumarato de dimetila ndo foi totalmente
eliminado na cromatografia. Para confirmacao, realizou-se uma analise de RMN de
'H, e observou-se que os sinais em 3,82 ppm, um simpleto, referente aos
hidrogénios das metoxilas e outro simpleto em 6,87 ppm, relativo aos hidrogénios do

grupamento vinilico, sédo realmente do composto fumarato de dimetila (Figura 56).
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Figura 56 - Espectro de RMN de *H a 300 MHz do DL-NMA em CDCls.
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Todos os sinais do espectro de RMN de 'H e também as bandas de
absorcdo do IV apresentados até o momento puderam confirmar a formacdo do
composto DL-NMA, principalmente os sinais relativos aos hidrogénios metilénicos e
os hidrogénios do grupo metino, porque é onde ocorre o0 ataque do nucledfilo a dupla
ligacdo para formacdo de uma nova ligacdo carbono-nitrogénio. Este sinal é de
grande importancia. Entretanto, ressaltando mais uma vez, apesar do DL-NMA ter
sido formado, os espectros de RMN de 'H e os espectros de IV comprovaram a
presenca do fumarato de dimetila, enfatizando que nem todo composto de partida foi
convertido em DL-NMA. Mas, apesar do problema apontado, foi possivel obter o
composto desejado com o método proposto da literatura (BOROS, 2007; ZILKHA;
BACHI, 1959; GMEINER et al., 1990).
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4.1.3 N,N- Dimetilaspartato de dimetila (L-NDA)

Realizou-se a sintese do L-NDA, mas apo0s analise por espectroscopia de

RMN de *H (Figura 57), o composto n&o foi observado.

Figura 57 - Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do L-NDA em CDCl,.
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Fonte: A autora.

Os principais sinais que deveriam ser observados seriam: as metilas do

grupamento amina, em aproximadamente 2,0 ppm. As duas metoxilas, em
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aproximadamente 3,75 ppm, o grupo metilénico em 2,4 ppm e um sinal em 3,5 ppm
referente ao grupo metino. Mas, analisando detalhadamente o espectro de RMN de

'H, Figura 58, praticamente todos os sinais relatados n&o foram notados.

Figura 58 - Espectro de RMN de *H a 300 MHz do L-NDA em CDCl,.
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Fonte: A autora.
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4.2 Céalculos Tebricos

Para o estudo do comportamento conformacional utilizando calculos
computacionais, empregou-se a configuracdo estereoquimica L para todas as
moléculas, essa preferéncia foi pela atividade biolégica das mesmas no organismo,
relembrando que até o momento, ndo encontrou-se nenhum relato sobre atividade
biolégica do composto NDA. Em fase isolada, selecionaram-se inicialmente trés

angulos diedros, como apresentado na Figura 59.

Figura 59 - Angulos diedros investigados para as moléculas: (a) NAA; (b) NMA e (c) NDA.
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Fonte: A autora.

4.2.1 N-Acetilaspartato de dimetila (NAA)

Por meio do angulo diedro 1, pdde-se realizar a construcdo de uma
superficie de energia potencial (scan). O calculo de scan é um célculo que combina
o giro de um angulo diedro com o célculo de energia da geometria. A analise dos
mesmos revelou quais eram as geometrias de menor energia e para construcdo das
superficies utilizou-se um nivel de teoria HF/6-311g para o composto NAA, a qual
estd demonstrada na Figura 60.

Nesta Figura, a superficie de energia potencial mostra cinco pontos que
representam as geometrias com baixos valores de energia, tornando-as
possivelmente as mais estaveis. Partindo-se destes minimos, realizou-se outro scan
girando-se dessa vez o diedro 2. A superficie de energia potencial obtida esta

apresentada na Figura 61.
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Figura 60 - Superficie de energia potencial obtida com o giro do angulo diedro 1 para o NAA.
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Pela analise dos scans da Figura 61, observou-se que dois scans

apresentavam as mesmos minimos de energia, assim um deles foi descartado. Para

finalizar, partindo-se dos dezesseis minimos, o diedro 3 foi girado.

Figura 61 - Superficie de energia potencial obtida com o giro do angulo diedro 2 para o NAA.
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Fonte: A autora.

A principio foram encontradas trinta e sete geometrias as quais representam
pontos de minimos de energia. Estas foram otimizadas com o nivel de teoria
B3LYP/cc-PVTZ. As otimizacBes sdo necessarias para que as estruturas mais
estaveis das SPEs se convertam em geometrias com o menor valor energético
possivel. Para todos os valores de energia dos conférmeros fez—se a correcao da
energia do ponto zero (ZPE), devido as vibracdes moleculares de baixa energia que
ndo sdo consideradas no calculo de otimizagdo. Esta correcéo foi realizada com o
calculo de frequéncia que além da ZPE, é capaz de caracterizar a geometria como
um “real” ponto de minimo através da inexisténcia de frequéncias imaginarias. Ao
final destes calculos cada valor de energia dos conférmeros obtidos foi analisado.
Com a energia relativa (AE), que € a diferenca de energia entre o isdbmero de
menor energia e 0s demais, calculou-se as populacdes referentes a cada um dos
conférmeros utilizando—se a Equagédo 11:
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Sendo que: AE € a diferenca de energia relativa,
E, € a energia referente ao isdbmero de maior energia e

E1 é a energia do isbmero de menor energia.

Com as diferengas de energias (AE.), quatorze das geometrias foram
descartadas, pois apresentaram uma diferenca de energia maior que 2,1 kcal/mol
em relacdo a estrutura de menor energia. Pela distribuicdo de Boltzman, para duas
espécies em equilibrio, apenas as estruturas que apresentarem uma diferenca de
energia menor do que 2,1 kcal/ mol podem ser consideradas com uma populacao
significativa no equilibrio conformacional. Além destas, ocorreu o descarte de mais
dezesseis estruturas por serem geometrias idénticas as que ja existiam.

Os valores de AE., podem ser expressos em termos de populagdo. Estas

populacbes podem ser determinadas através das equacgbes 12 e 13:

ni
Ny = 1 (Eq. 13)
1+K1+Ko+Ks...
Onde:

AE= diferenca de energia relativa entre os conférmeros;
K= constante de equilibrio;
n= fracdo molar do conférmero no equilibrio;
ni= geometria que apresenta menor energia;
n,= geometria que apresenta maior energia;
R= constante dos gases (1,987 cal.K*.mol™);

T= temperatura ambiente na escala absoluta (298 K).

Com as equacOes citadas anteriormente determinou-se as populagdes de
cada conférmero. Sendo assim, atribuiram-se ao equilibrio conformacional do NAA
sete geometrias, as quais estdo listadas na Tabela 7. O conférmero majoritario

representou 31,9% da populacdo no equilibrio, seguido pelo segundo com 24,5%, o
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terceiro com um valor de populacdo de 17,6% e o quarto com 16,9%. As demais
estruturas representaram uma populacdo menor que 4% cada uma. As estruturas de

todos os conférmeros estdo demonstrados na Figura 62.

Tabela 7 - Energias, energias relativas, populacdes e momento de dipolo para os conférmeros NAA,

em fase isolada.

R Energia Diferenca de Populagéo Momento de
Confoérmeros (Hartree) Energia relativa % dipolo (p)
(Kcal/mol) (Debye)
NAA 1 -743,651471 0 31,9 5,73
NAA 2 -743,651221 0,1568 24,5 3,562
NAA 3 -743,650909 0,352 17,6 2,73
NAA 4 -743,650873 0,375 16,9 3,63
NAA 5 -743,649484 1,246 3,9 6,15
NAA 6 -743,649140 1,462 2,7 5,21
NAA 7 -743,649006 1,546 2,3 5,57

Fonte: A autora.

Figura 62 - Estruturas dos conférmeros que apresentaram populacdes significativas, (a) NAA 1; (b)
NAA 2; (c) NAA 3; (d) NAA 4; (e) NAA 5; (f) NAA 6 e (g) NAA 7. (continua)
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(concluséo)

o8

(e) ®

Fonte: A autora.

Apbés a andlise de todas as estruturas, o conférmero NAA 1 que foi o mais

estavel, apresentou o hidrogénio do grupo N-H direcionado para o oxigénio da
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carbonila, o que sugere ligacdo de hidrogénio intramolecular, conferindo maior
estabilidade para esta geometria.

Desde 1939, o conceito de ligacdo de hidrogénio tem encontrado larga
aceitacado devido a publicacdo de Linnus Pauling "A Natureza da ligacdo quimica”. A
partir desta publicacdo, comecou-se a utilizar o conceito de ligagao de hidrogénio,
para explicar as propriedades de sistemas tdo importantes como, por exemplo, a
agua, hidratos de carbono e acidos nucléicos, entre outros (KOCH; HOLTHAUSEN,
2001).

Para que ocorra uma ligagado de hidrogénio intramolecular do tipo N-H--O,
que é considerada uma interacdo forte, a distancia maxima para que ocorra este tipo
de interacdo é de 2,5 A (KOCH; HOLTHAUSEN, 2001). Sendo que, acima desse
valor, este tipo de interacdo € muito fraca, praticamente nula. Experimentalmente, na
espectroscopia de Infravermelho, a presenca de uma ligacdo de hidrogénio é
evidenciada por um alongamento da ligacdo X--H, acompanhado por um
deslocamento para o vermelho que corresponde a frequéncia de estiramento
(PAVIA, 2010). Para complementar a espectroscopia vibracional, também utiliza-se a
espectroscopia de RMN. A informacdo que se obtém dos espectros de RMN
depende da natureza dos nucleos magnéticos e, mais interessante ainda do ponto
de vista quimico, das caracteristicas do ambiente eletrdnico em que 0s nucleos se
encontram imersos e das relacdes de posicdo entre nucleos da mesma molécula
(KOCH; HOLTHAUSEN, 2001).

Para comprovar que h& uma ligacdo de hidrogénio intramolecular
estabilizando o isbmero NAA 1, primeiramente analisou-se o indice de Wiberg, que é
incluido no célculo de NBO. Este indice € igual ao valor inteiro ideal geralmente
atribuido a uma ordem de ligacdo na molécula. No caso, para uma ligacdo de
hidrogénio, quanto mais préximo de 1 o valor obtido no célculo, mais efetiva sera a
ligagéo de hidrogénio (MAYER, 2006). As distadncias médias entre tais grupos estao
demonstrados na Tabela 8.

Na Tabela 8, observou-se que os isdbmeros NAA 5 e NAA 7 apresentam
indice de Wiberg maior que o isomero NAA 1 e analisando as estruturas na Figura
63, pode-se observar que a ligacao de hidrogénio realmente aparece pela distancia

da interacao N-H--O.
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Tabela 8 - Distancias da ligacdo N-H--O e os Indice de Wiberg dos conférmeros NAA.

NAA E Ocupancia Tipo Ocupéncia | Distancia Indice de
(Kcal/mol) (0O) (N-H) da ligacao* Wiberg
N-H--O
NAA 1 - - - - 2,5 0,0025
NAA 2 - - - - 3,2 0,0006
NAA 3 - - - - 3,9 0,0004
NAA 4 - - - - 3,2 0,0007
NAA 5 0,45 1,84 remota 0,02038 2,3 0,0055
NAA 6 - - - - 3,7 0,0001
NAA 7 0,38 1,84 remota 0,02005 2,3 0,0050

* A (Angstrom)

Fonte: A autora.

Figura 63 - Estruturas dos conférmeros que apresentaram ligacdo de hidrogénio. (a) NAA 1; (b) NAA
5e(c) NAAT.

C N O H
Fonte: A autora.

Os célculos de NBO foram analisados, inclusive calculos de delecéo total,
que séo calculos que fornecem descricdes quantitativas das interacfes
hiperconjugativas. Dentro do esquema de NBO de delecdo total, os mecanismos
hiperconjugativos de transferéncia de elétrons sdo entendidos como interagbes que
envolvem transferéncias parciais de elétrons de um orbital (ligante) duplamente
ocupado para um orbital (antiligante) vazio. Com a remocao das interacdes entre os

orbitais ligantes e antiligantes tem-se uma molécula com uma “estrutura de Lewis
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perfeita”, onde todos os orbitais se encontram duplamente ocupados. Deste modo,
pode-se ter uma indicacdo dos efeitos de repulséo eletrbnica presentes nas
geometrias.

Na Tabela 9, estdo sendo apresentados os valores de energia (sem

interacdes de orbitais) para todos os conférmeros.

Tabela 9 — Energias de delecéo total dos conférmeros NAA.

Conférmeros Energia de AE
delecao (Kcal/mol)®
(Hartree)®

NAA 1 -742,555017518 0,5
NAA 2 -742,550608692 3,3
NAA 3 -742,549779756 3,8
NAA 4 -742,555803866 0
NAA 5 -742,547732621 51
NAA 6 -742,553075027 1,7
NAA 7 -742,548466759 4,6

ba Energia com remocao de interacfes de orbitais;
AE= diferenca de energia do conférmero de maior energia para o de menor energia.
Fonte: A autora.

A ordem de estabilidade com as interacdes de NBO modificou-se apés a
remocado das interacbes de orbitais. A energia de remocdo indica que o0s
conformeros NAA 5 e NAA 7 sao o0s que apresentaram maiores interacdes
hiperconjugativas, visto pelos valores AE elevados, 5,1 e 4,6 Kcal/mol,
respectivamente. Esse resultado diz que estes isbmeros estdo sendo estabilizados
pelas interacdes de orbitais, diferente do NAA 1 em que o valor da interacdo é
menos efetiva, ou seja, neste caso, ndo sdo as interacdes hiperconjugativas que
estdo estabilizando este isbmero, mas sim, ha um outro fator que esta fazendo com
que ajude na estabilidade e um desses fatores pode ser a ligacdo de hidrogénio que
foi discutida anteriormente, apesar dos isomeros NAA 5 e NAA 7 terem valores do
indice de ligagdo de Wiberg mais significativos que o NAA 1. Os maiores efeitos
hiperconjugativos desses isbmeros podem estar também associados a ligacao de
hidrogénio caracterizada com o indice de ligacdo de Wiberg, sendo que para o NAA
1 ainda tem um valor que se destaca em relagdo aos outros conférmeros que nao

sejam o NAA 5 e NAA 7. Mas de maneira geral, ndo da para explicar a preferéncia
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conformacional pelos célculos de NBO para o isdbmero NAA 1, mas sim, foi possivel
estimar alguns fatores que podem estar estabilizando-o.

Como as interacfes hiperconjugativas explicaram apenas parcialmente os
resultados obtidos, outro tipo de efeito deve existir nesses isdbmeros que em conjunto
com estas interacdes explicam de forma satisfatoria os fatores que governam este
equilibrio conformacional. Assim sendo, realizou-se mais um célculo de interacdes
estéricas entre orbitais que também foi determinado pela teoria dos orbitais de
ligacdo (NBO). Os valores de energia obtidos no céalculo sao referentes as interacbes
entre orbitais ocupados e sdo avaliados de maneira semelhante as energias de
estabilizacdo por efeitos hiperconjugativos, s6 que por serem entre dois orbitais
ocupados, esta energia é de “desestabilizagdo”, ou seja, o somatdrio destas
interacbes demonstra um efeito desestabilizante da estrutura, visto serem as
mesmas repulsivas. Portanto, quanto maior a energia, maior o0 efeito
desestabilizante. Neste caso, pode-se avaliar a energia total, como os dados da
Tabela 10, ou avaliar interacdes especificas entre determinados orbitais ocupados.

Os dados da Tabela 10, mostram que a energia obtida no calculo de NBO,
nao podem explicar a preferéncia conformacional do isbmero NAA 1, porque o
somatério das interacbes dos orbitais, demonstra que o conférmero majoritario
apresenta um grande efeito desestabilizante da estrutura pelas forcas repulsivas,
devido a energia ser uma das mais altas. Uma das possibilidades desse valor ter
sido tdo discrepante é devido aos varios pares de elétrons dos atomos de oxigénio
do grupamento éster e também, ao &tomo de nitrogénio do grupamento amina, por

isso, os valores da energia nao estdo de acordo com o equilibrio conformacional.

Tabela 10 — Energia de Interagdo estérica obtida pela analise de NBO dos conférmeros NAA.

Conférmeros Energia do efeito

estérico

Kcal/mol
NAA 1 385,8
NAA 2 379,6
NAA 3 387,1
NAA 4 384,9
NAA 5 386,5
NAA 6 386,9
NAA 7 379,5

Fonte: A autora.
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Neste caso, avaliou-se detalhadamente todas as interacdes
hiperconjugativas, para conhecer quais eram as mais efetivas e quais sdo as
possiveis interacdes que estdo estabilizando as geometrias. As principais interacdes
obtidas nos calculos de NBO para todos os conférmeros estdo descritas na Tabela
11.

Tabela 11 - Principais interacdes entre orbitais, para os conférmeros do composto NAA calculadas
por NBO.

Interacdes 1 2 3 4 5 6 7

Nor—0"c1.co 21,8 217 216 214 21,6 211 21,6
No7—0%c1.00 32,9 326 323 328 323 338 324
No7—0%ca.06 20,6 205 20,4 204 20,2 206 20,2
Nog—0%csoa 325 32,6 325 32,6 332 330 3472
Nog—0%c1.07 50,0 510 47,8 50,3 509 487 51,2
Now—0%cs0s 495 51,0 496 49,8 483 505 484
N2o—0*c1.c2 67 81 101 73 73 87 25
NN2o—0*ca.c3 61 36 45 47 86 26 88
Mo—0*carcos 52,8 52,4 533 509 614 505 61,8
Mo—0"cooce 257 256 255 258 255 257 255

Fonte: A autora.

Os resultados de NBO mostram que as interagcdes do tipo Nnz2o—0%c22-c23,
No9—0* c1.07 € No1s—0"ce.0s SA0 as mais efetivas para a estabilizacdo da energia
do sistema, apresentando valores muito proximos para todos os conférmeros.

As hiperconjugacdes envolvendo o atomo de nitrogénio e os atomos de
carbono que estao proximos ao carbono quiral (Nn20—0* c1-c2, NN20—0* c1-c3) SA0 as
gue mais apresentaram diferentes energias em todos os isdbmeros, apesar das
energias das interacdes deste tipo serem pouco efetivas, mas contribuem para o
equilibrio conformacional, por ser a interagdo onde ocorreu o giro da ligacdo com a
escolha do angulo diedro.

Em geral, os célculos de NBO forneceram muitos resultados, mas nao foram
satisfatorios para explicar a preferéncia conformacional dos isémeros do NAA, pode-
se somente estimar algumas possiveis interacdes que contribuem para a
estabilidade dos conférmeros. Seria necessario otimizar as estruturas em um outro

nivel de teoria para comparar os resultados.
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Outro fator que foi analisado e confere maior estabilidade ao NAA 1 e
contribui para o impedimento estérico entre as carbonilas séo as distancias entre as
metilas (Tabela 12). Observou-se que 0s quatro conférmeros majoritarios, possuem
maior distancia, o que confere menor impedimento estérico entre as carbonilas,
tornando-os mais estaveis quando comparadas com o0s conférmeros que
apresentaram populacbes menores que 4%. Nestes isdbmeros o0 impedimento
estérico é maior entre as extremidades, ou seja, a repulsdo é maior entre as

carbonilas, efeito este que desestabiliza.

Tabela 12 - Distancias entre as metilas de todos os conférmeros.

Conférmeros Distancias entre as Populacéo
metilas %
A)
NAA 1 7,9 31,9
NAA 2 6,9 24,5
NAA 3 8,5 17,6
NAA 4 8,5 16,9
NAA 5 51 3,9
NAA 6 5,9 2,7
NAA 7 51 2,3

Fonte: A autora.

Na Figura 64, estdo sendo apresentadas as distancias entre as metilas dos

isdmeros NAA 1 e do NAA 7, para demonstrar a diferenca espacial entre elas.

Figura 64 - Distancias entre as metilas dos dois conférmeros: (a) NAA 1 e (b) NAA 7.
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Fonte: A autora. C N O H
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Na sequéncia, as sete estruturas foram submetidas a calculos de otimizagéo
com rotina de solvatagéo, os quais possibilitaram avaliar a tendéncia da preferéncia
conformacional em solucdo aquosa (adgua). ApOs estes calculos, ndo foram
observadas mudancas significativas nas geometrias das moléculas estudadas.

Contudo, comparando as energias eletrbnicas obtidas observou-se uma
mudanca, do ponto de vista energético, no equilibrio conformacional de algumas
destas moléculas quando consideramos o ambiente solvatado. As populacfes de
cada conférmero no equilibrio foram alteradas, porém o isémero NAA 1 continuou
sendo o majoritario. Os valores das diferencas de energia encontrados para estes
calculos e as populagcbes dos conférmeros estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Energias, energias relativas e populacdes para os conférmeros NAA, em solucdo

aquosa.
Energia Diferenca de Populacéo Populacéo
Conformeros (Hartree) Energia relativa % %
Soluc¢do aquosa (Kcal/mol) (solugcdo aquosa) (fase isolada)
NAA 1 -743,8906846 0 36,1 31,9
NAA 2 -743,8898826 0,50 15,5 24,5
NAA 3 -743,890201 0,30 21,7 17,6
NAA 4 -743,889985 0,44 17,2 16,9
NAA 5 -743,8881811 1,57 2,53 3,9
NAA 6 -743,888924 1,10 5,63 2,7
NAA 7 -743,8875626 1,96 1,30 2,3

Fonte: A autora.

O conférmero NAA 1, majoritario na fase isolada (31,9%) aumentou para
36,1% da populacdo em solucdo aquosa (agua). Outros dois conférmeros que
também apresentaram uma discreta mudanca das populacbes com a presenca do
solvente foram o NAA 3 e NAA 4, que em fase isolada representavam 17,6% e
16,9%, em solucéo foram para 21,7 e 17,2%, respectivamente. Mas, o isbmero que
proporcionou maior mudanga com a presenca do solvente foi o NAA 2, a populacéo
de 24,5% passou para 15,5%.

Para a molécula NAA, com a mudanca para o meio polar (dgua), ocorreu um
aumento da populacdo, ou seja, houve em solucdo aquosa, o favorecimento da
interacdo soluto-solvente. Como a molécula NAA, apresenta muitas regiées com

altas densidades eletrbnicas, devido aos varios atomos eletronegativos,
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especialmente onde ha o grupamento acetila ligado ao nitrogénio da amida, essa
regido € passivel de interagir com outra regido de baixa densidade eletrénica, como
por exemplo, os hidrogénios da molécula de agua, possibilitando a formacédo de
ligacbes de hidrogénios. Esse favorecimento da interacdo soluto-solvente torna
muito menor a frequéncia dos movimentos conformacionais da estrutura, fazendo
com que a populagcédo do conférmero majoritario em agua seja beneficiada.

A estrutura molecular, a densidade eletrénica distribuida e o dipolo elétrico
resultante na molécula NAA sédo reproduzidos por mapas graficos (Figura 65), os
chamados mapas de potencial eletrostatico (MPE). Estes mapas séo considerados
uma importante ferramenta utilizada para o estudo da analise conformacional,
porque permite dizer como algumas conformacdes prevalecem mais do que outras,
isto pode estar relacionada com a densidade de carga distribuida sobre uma
molécula bem como a presenca de sitios reativos, e neste caso, 0s sitios reativos
envolvidos sédo importantes, por exemplo, em sinteses organicas. As regibes de
potencial mais positivo representada pela cor azul (baixa densidade eletrbnica) estédo
localizadas nos hidrogénios da molécula, a regido de potencial mais negativo
simulada pela coloracdo vermelha (alta densidade eletrbnica) estd no oxigénio da
carbonila do grupo acetil, visto que este grupo atrai os elétrons para perto de si.

Figura 65 - Mapas de potencial eletrostatico: (a) NAA 1; (b) NAA 2; (c) NAA 3; (d) NAA 4; (e) NAA 5;
(f) NAA 6 e (g) NAA 7. (continua)
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(concluséo)

Fonte: A autora.
A regido que apresentou alta densidade eletrdnica estd no oxigénio da
carbonila do grupo acetil, e esse fenbmeno ocorreu nesta regido, pelo fato do
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oxigénio ser um atomo bastante eletronegativo e apresentar pares de elétrons livres.
Pode-se dizer também, que esta regido € passivel de interagir com outra regido de
baixa densidade eletrdbnica de outra molécula, por exemplo, em uma sintese
organica, ou até mesmo com moléculas que sejam receptores bioldgicos, no caso da
molécula NAA que estd presente no sistema neuroldgico, e é um importante
marcador bioldgico, possivelmente pode ocorrer interagbes com sitios ativos de
alguns receptores.

Outra informacéo importante que podemos obter dos MPEs é a comprovacgao
da existéncia de ligagbes de hidrogénio intramoleculares, e isso pode ser confirmado
pela juncdo das nuvens eletrdnicas entre os atomos envolvidos, neste caso, 0
hidrogénio do grupo N-H direcionado para o oxigénio da carbonila, e essa juncao foi
observada nos isbmeros que apresentaram a ligacdo de hidrogénio que foram os
conformeros NAA 1, NAA 5 e NAA 7.

4.2.2 N-Metilaspartato de dimetila (NMA)

Na Figura 66, com o angulo diedro 1 investigado, péde-se obter a superficie

de energia potencial, com nivel de teoria HF/6-311g para o composto NMA.

Figura 66 - Superficie de energia potencial obtida com o giro do angulo diedro 1 para o NMA.
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Observaram-se na Figura 66, cinco minimos e partindo-se destes, realizou—

se outro scan girando-se desta vez o diedro 2. As superficies de energia potencial

obtidas estdo apresentadas na Figura 66. Notou-se que dois scans sdo idénticos,

com isso, um deles foi descartado. Para finalizar, partindo-se dos quinze minimos

encontrados nas superficies de energia potencial na Figura 67, o diedro 3 foi girado.

Com o giro do ultimo angulo diedro as superficies de energia potencial

obtidas demonstraram a principio cinquenta geometrias. Destas, vinte oito foram

descartadas por serem iguais.

Figura 67 - Superficie de energia potencial obtida
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Fonte: A autora.

As vinte duas geometrias que restaram séo, possivelmente, as mais estaveis
obtidas nas SEPs, assim, foram otimizadas e para todos os valores de energia dos
conférmeros fez-se a correcdo da energia do ponto zero (ZPE). Ao final destes
calculos foram verificados os valores de energia de cada conférmero, e com a
energia relativa (AE,), foi possivel calcular as populacdes referentes a cada um dos
mesmos utilizando-se a Equacgéo 13 e com as diferengas de energias (AEe) obtidas
para cada conférmeros, doze das geometrias foram descartadas, devido as
geometrias apresentarem uma diferenca de energia maior que 2,1 kcal/mol em
relagdo a estrutura de menor energia.

Com as equacgles ja citadas anteriormente, foram feitos os calculos de
populacdo. Sendo assim, atribuem-se ao equilibrio conformacional do NMA dez
geometrias, as quais estdo apresentadas na Tabela 14. As estruturas de todos os

conférmeros estdo demonstrados na Figura 68.
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Tabela 14 - Energias, energias relativas, populacdes e momento de dipolo para os conférmeros NMA,

em fase isolada.

Energia Diferenca de Populagéo Momento de
Confoérmero (Hartree) Energia relativa % dipolo
(Kcal/mol)
NMA 1 -630,262864 0 35,4 3,21
NMA 2 -630,261127 0,51 14,7 1,77
NMA 3 -630,261600 0,63 12,2 2,58
NMA 4 -630,262640 0,66 11,6 0,52
NMA 5 -630,262680 0,72 10,5 2,69
NMA 6 -630,261004 1,31 3,86 1,16
NMA 7 -630,263695 1,34 3,68 1,38
NMA 8 -630,261552 1,37 3,47 3,41
NMA 9 -630,261506 1,61 2,44 1,89
NMA 10 -630,262539 1,69 2,04 0,94

Fonte: A autora.

Figura 68 - Estruturas dos conférmeros que apresentaram populagdes significativas, (a) NMA 1; (b)
NMA 2; (c) NMA 3; (d) NMA 4; (e) NMA 5; (f) NMA 6; (g) NMA 7; (h) NMA 8; (i) NMA 9 e
(i) NMA 10. (continua)

(d) (e) (f)
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(concluséo)

(h) 0}
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Fonte: A autora.

Na Tabela 14, o isdBmero majoritario representou 35,4% da populacéo, os
qguatro seguintes apresentaram populacbes proximas, 14,7%, 12,2%, 11,6% e
10,5%, as demais estruturas representaram uma populacdo menor que 4% cada
uma.

Todas as estruturas foram analisadas e os isdbmeros NMA 1 e NMA 2,
apresentaram uma ligacdo de hidrogénio intramolecular, conferindo maior
estabilidade para estas geometrias. Essa mesma interacdo também foi observada
para os conférmeros NMA 6 e NMA 8, o que foi confirmado pela distancia entre os

grupos (Figura 69).
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Figura 69 - Estruturas dos conférmeros que apresentaram ligacao de hidrogénio. (a) NMA 1; (b) NMA
2 (c) NMA 6 e (d) NMA 8.
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Fonte: A autora.

Na Tabela 15, estdo os valores do indice de Wiberg. Observou-se que o
isbmero NMA 1 apresentou um indice de Wiberg maior que os isébmeros NMA 2,
NMA 6 e NMA 8.

Tabela 15 - Distancias da ligacdo N-H--O e os Indice de Wiberg dos conférmeros NMA.

NMA E Ocupancia Tipo Ocupéncia | Distancia Indice de
(Kcal/mol) (O) (N-H) da ligacéo* Wiberg
N-H--O

NMA 1 0.44 1.85 remota 0,01786 2,52 0,0030
NMA 2 0.30 1.85 remota 0.01780 2,60 0,0023
NMA 3 - - - - 2,64 0,0014
NMA 4 - - - - 2,87 0,0016
NMA 5 - - - - 3,84 0,0004
NMA 6 0.41 1.84 remota 0.01793 2,56 0,0028
NMA 7 - - - - 3,91 0,0003
NMA 8 0.42 1.85 remota 0.01785 2,53 0,0028
NMA 9 - - - - 3,96 0,0003
NMA 10 - - - - 3,14 0,0002

Fonte: A autora.

Até o momento, pode-se dizer, o efeito que esta estabilizando o isébmero

NMA 1 foi a interacdo da ligacdo de hidrogénio intramolecular. Para maiores
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esclarecimentos, analisou-se os céalculos NBO de delecdo total, que sdo calculos
que fornecem descri¢des quantitativas das interacdes hiperconjugativas. Na Tabela
16, estdo sendo apresentados os valores de energia (sem interacfes de orbitais)

para todos os conférmeros.

Tabela 16 — Energias de delec¢do total dos conférmeros NMA.

Conférmeros Energia de AE
delecao (Kcal/mol)®
(Hartree)®

NMA 1 -629,428921062
NMA 2 -629,428969828
NMA 3 -629,422333458 4,1
NMA 4 -629,420264221 5,5
NMA 5 -629,416211005 8,0
NMA 6 -629,424654700 2,7
NMA 7 -629,426725014 1,4
NMA 8 -629,425281410 2,3
NMA 9 -629,426790623 1,4
NMA 10 -629,421542932 4.7

® Energia com remocéo de interacdes de orbitais;
® AE= diferenca de energia do conférmero de maior energia para o de menor energia.
Fonte: A autora.

A ordem de estabilidade com as interacdes de NBO modificou-se apés a
remocado das interacdes de orbitais. A energia de remocdo indica que o0s
conférmeros NMA 4, NMA 5 e NMA 10 sao os que apresentaram maiores interacdes
hiperconjugativas, visto pelos valores AE elevados, 5,5, 8,0, e 4,7 Kcal/mol,
respectivamente. Esse resultado diz que estes isbmeros estdo sendo estabilizados
pelas interacdes de orbitais, diferente do NMA 1 em que o valor da interagdo é
menos efetiva, ou seja, neste caso, ndo sdo as interacdes hiperconjugativas que
estdo estabilizando-o, mas sim, a ligacdo de hidrogénio que foi discutida
anteriormente, e isso pode ser confirmado pelo indice de ligacdo de Wiberg mais
significativo no NMA 1 em relagéo aos outros conférmeros, com um valor de 0,0030.
Os maiores efeitos hiperconjugativos destes isbmeros podem estar também

associados a ligacdo de hidrogénio, que até mesmo caracteriza com o indice de
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ligagdo de Wiberg, sendo que para o NMA 6 e NMA 8 ainda tem um valor que se
destaca em relacdo aos outros conformeros que ndo sejam o NMA 1.

Também realizou-se o calculo de interagGes estéricas, ja que as interacdes
hiperconjugativas explicaram apenas parcialmente os resultados obtidos. Deste

modo, avaliou-se a energia total, apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 — Energia de Interacéo estérica obtida pela analise de NBO dos conférmeros NMA.

Conférmeros Energia do efeito

estérico

Kcal/mol
NMA 1 333.70
NMA 2 332.89
NMA 3 336.00
NMA 4 327.83
NMA 5 336.50
NMA 6 333.02
NMA 7 333.37
NMA 8 333.40
NMA 9 332.80
NMA 10 329.31

Fonte: A autora.

Os valores de energia obtidos no calculo séo referentes as interacfes entre
orbitais ocupados, ou seja, 0 somatério destas interacdes demonstra um efeito
desestabilizante da estrutura, visto serem as mesmas repulsivas. Portanto, quanto
maior a energia, maior o efeito desestabilizante e com os dados da Tabela 17,
observou-se que as energias obtidas no calculo de NBO, ndo ha como explicar a
preferéncia conformacional do isbmero NMA 1, porque o somatorio das interacdes
dos orbitais demonstra que o conférmero majoritario apresenta uma energia que &
muito proxima dos demais conférmeros. Assim, como para a molécula NAA, uma
das possibilidades desses valores terem sido tdo proximos foi devido aos varios
pares de elétrons dos atomos de oxigénio do grupamento éster e também ao atomo
de nitrogénio do grupamento amina, por isso, os valores da energia ndo estido de

acordo com o equilibrio conformacional.
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Por fim, a ultima tentativa de avaliar o efeito que esta estabilizando o
isdbmero NMA 1, avaliou-se detalhadamente todas as intera¢cdes hiperconjugativas,
para distinguir quais eram as mais efetivas e quais sdo as possiveis interacfes que
estdo estabilizando as geometrias. As principais interacfes obtidas nos calculos de

NBO para todos os conféormeros estdo descritas na Tabela 18.

Tabela 18 - Principais interacdes entre orbitais, para os conférmeros do composto NMA calculadas

por NBO. y_ao "
..
L bs

Interagcdes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

No11—0%¢cs-c10 207 208 218 205 208 209 203 203 204 214
No11—0*c10.014 32,8 330 337 327 329 330 342 327 340 333
No13—0*c7.012 20,6 20,3 199 204 19,7 198 20,7 20,3 203 203
No13—0"c12.015s 33,3 339 324 331 326 340 335 337 338 330
No14—0"c10011 48,1 498 47,4 49,7 47,4 48,7 48,2 504 483 49,1
Nois—0*c12013 49,8 474 499 49,7 50,3 50,1 47,7 470 479 497

C N O H
©O ® @ O

Fonte: A autora.

Os resultados de NBO mostraram que as interacbes mais efetivas para a
estabilizacdo da energia do sistema, envolvem todos os atomos de oxigénio,
apresentando valores muito préximos para todos os conférmeros.

Diferente do que ocorreu com a molécula NAA, as hiperconjugacdes
envolvendo o atomo de nitrogénio e os atomos de carbono que estdo proximos ao
carbono quiral ndo apresentaram valores de energia significativas, além disso, as
energias sdo muito proximos, nao influenciando na estabilidade dos rotameros.

Em geral, os calculos de NBO para os isbmeros NMA, também forneceram
muitos resultados, as energias das interacbes hiperconjugativas e estéricas sao
muito proximas entre os conférmeros e o que realmente conseguiu estimar o efeito

estabilizante para o NMA 1 foi o indice de Wiberg, mas para confirmacdo destes
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dados, seria necessario também otimizar as estruturas em outro nivel de teoria para
verificar a energia relativa de todos os conférmeros.

Com os célculos teoricos realizados para as moléculas NAA e NMA, até o
momento, pode-se relatar que com a mudanca do grupamento ligado ao nitrogénio
da amina, observa-se que ocorreram mudangas no equilibrio conformacional.

Na Tabela 19, estdo sendo apresentadas as distancias entre as metilas de
todas as estruturas. Essa distancia é também um dos fatores que pode explicar a
diferenca de estabilidade dos isdmeros. Observou-se que 0s cinco conférmeros
majoritarios, possuem maior distancia, o que confere menor impedimento estérico
entre as carbonilas, tornando-as mais estaveis comparando com os conférmeros que
apresentaram populacdes menores que 5%. Nesses isbmeros o impedimento
estérico é maior entre as extremidades, ou seja, a repulsdo € maior entre as
carbonilas, efeito esse que desestabiliza e isso pode ser confirmado na Figura 70.
No isdbmero NMA 1, as carbonilas estdo mais distantes e de lados opostos, ja o
conférmero NMA 10, as carbonilas estdo de lados opostos porém esta ocorrendo

maior repulsdo entre as carbonilas por estarem mais proximas.

Tabela 19 - Distancias entre as metilas de todos os conférmeros NMA.

Conférmeros Distancias entre as Populacéo
metilas %
(R)
NMA 1 7,98 35,4
NMA 2 7,44 147
NMA 3 6,73 12,2
NMA 4 8,05 11,6
NMA 5 7,89 10,5
NMA 6 6,30 3,86
NMA 7 5,17 3,68
NMA 8 5,05 3,47
NMA 9 7,06 2,44
NMA 10 6,67 2,04

Fonte: A autora.
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Figura 70 - Distancias entre as metilas dos conférmeros: (a) NMA 1 e (b) NMA 10.

Fonte: A autora.

Na sequéncia dos calculos, as dez estruturas foram submetidas a célculos
de otimizacdo com rotina de solvatacdo, os quais possibilitaram avaliar a tendéncia
da preferéncia conformacional com o solvente. Para a molécula NMA, foram
realizados os célculos de solvatacdo em dois meios, em agua e cloroférmio. Apés a
sintese do NMA, este composto foi solivel em cloroformio. Analisando os célculos,
ndo foram observadas mudancas significativas nas geometrias das moléculas
estudadas. Contudo, comparando as energias eletrénicas obtidas, observou-se uma
mudanca do ponto de vista energético no equilibrio conformacional de algumas
destas conformacdes, quando consideramos o ambiente solvatado. Observou-se
que a populacdo do isbmero NMA 1 continuou sendo a maior. Os valores das
diferencas de energia encontrados para estes célculos e as populacbes dos

conférmeros estdo apresentados na Tabela 20.
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Tabela 20 - Energias, energias relativas e populacfes para os conférmeros NMA, em solucdo aquosa.

Diferenca Diferenca de
. Energia de Energia | Populacéo Energia Energia Populacéo
Conformero (Hartree) relativa % (Hartree) relativa %
(Kcal/mol) Agua (Kcal/mol) Cloroférmio
Agua Agua Cloroférmio | Cloroférmio
NAA 1 -630,4844048 0 32,3 -630,4792415 0 35,9
NAA 2 -630,4832673 0,21 22,6 -630,4780329 0,31 21,3
NAA 3 -630,4826436 1,06 5,39 -630,477743 1,20 4,74
NAA 4 -630,4836973 0,66 10,6 -630,4786705 0,67 11,6
NAA 5 -630,4830556 1,58 2,22 -630,4778352 1,50 2,84
NAA 6 -630,4822603 1,31 3,52 -630,4772009 1,25 4,34
NAA 7 -630,4847441 0,67 10,4 -630,4797443 0,99 6,75
NAA 8 -630,4836638 1,25 3,90 -630,4781509 1,27 4,20
NAA 9 -630,4827463 0,92 6,81 -630,4777111 1,07 5,89
NAA 10 -630,4822312 1,56 2,29 -630,4773485 1,59 2,44

Fonte: A autora

Fazendo um comparativo com todos os valores das populacdes, tanto em

fase isolada e em solucdo (Tabela 21), observou-se que o NMA 1 continua

majoritario em todas as fases, com pouca mudanca nos valores das populacdes,

mas pode-se dizer que com a mudanca do meio, de apolar para polar, ocorre uma

diminuicao da populacéo.

Tabela 21 — Populacdes em fase isolada e em solucéo para os conférmeros NMA.

Conférmeros Populacéo Populacéo Populacéo
% % %

Fase isolada Cloroférmio Agua
NMA 1 35,4 35,9 32,3
NMA 2 14,7 21,3 22,6
NMA 3 12,2 4,74 5,39
NMA 4 11,6 11,6 10,6
NMA 5 10,5 2,84 2,22
NMA 6 3,86 4,34 3,562
NMA 7 3,68 6,75 10,4
NMA 8 3,47 4,20 3,90
NMA 9 2,44 5,89 6,81
NMA 10 2,04 2,44 2,29

Fonte: A autora.
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Para a molécula NMA, com a mudanca para 0 meio polar (dgua), ocorreu
uma diminuicdo da populacéo, ou seja, o favorecimento da interagéo soluto-solvente
nao é tdo benéfica. Diferente do que ocorreu com a molécula NAA, em que a
mudanca do meio foi favorecida. Isso confirma, que a alta densidade eletrbnica na
regido onde ha o grupamento acetila ligado ao atomo de nitrogénio do grupo amida,
na molécula NAA, seja passivel de interagir com maior facilidade com os hidrogénios
da molécula de agua, possibilitando a formacédo de ligacbes de hidrogénios. Esse
favorecimento da interacdo soluto-solvente pode ser menor para a molécula NMA,
onde nessa mesma regido no lugar do grupamento acetila, h& ligado no 4tomo de
nitrogénio um grupamento metila e isso faz com que a populagédo do conférmero
majoritario em agua nao seja tdo beneficiada.

Nos mapas de potenciais eletrostaticos esse efeito pode ser observado,
onde a regido de maior densidade eletrdnica, para a molécula NAA, estava no
grupamento acetila, jA 0 mesmo efeito ndo é tdo intenso para a molécula NMA e sim,
a regido com maior densidade eletronica, esta principalmente nos atomos de
oxigénio da carbonila e também no 4&tomo de nitrogénio. Na Figura 71, estdo sendo

demonstrados os mapas de potencial eletrostatico para todos os isbmeros.

Figura 71 - Mapas de potencial eletrostéatico: (a) NMA 1; (b) NMA 2; (c) NMA 3; (d) NMA 4; (e) NMA 5;
(f) NMA 6; (g) NMA 7; (h) NAA 8; (i) NAA 9 e (j) NAA 10. (continua)
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(concluséo)
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(concluséo)

0,006 0,03 007 -0,117

0

Fonte: A autora.

Como ja foi mencionada, a regido que apresentou alta densidade eletrénica
estd no oxigénio da carbonila do grupamento éster, e do nitrogénio do grupamento
amina e esse fenbmeno acontece jA que o atomo de oxigénio e nitrogénio sdo
atomos bastante eletronegativos e apresentam pares de elétrons livres. Essas
regides podem ser passiveis a interagir com outra regido de baixa densidade
eletrbnica de outra molécula, por exemplo, moléculas que sejam receptores
biolégicos, no caso da molécula NMA que também estd presente no sistema
neurolégico, e é um importante marcador biol6gico, possivelmente pode ocorrer
interacdes com sitios ativos de alguns receptores.

Outra informacdo importante que podemos obter dos MPEs foi comprovar a
existéncia de ligacdes de hidrogénio intramolecular, e foi isso observado pela jungéo
das nuvens eletrbnicas entre os atomos envolvidos, nesse caso, o hidrogénio do
grupo N-H direcionado para o oxigénio da carbonila, e essa juncéo é observada nos
isbmeros NMA 1, NMA 2, NMA 6 e NAA 7.
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4.2.3 N, N-Dimetilaspartato de dimetila (NDA)

Na Figura 72, com o angulo diedro 1 investigado, péde-se obter a superficie

de energia potencial, com nivel de teoria HF/6-311g para o composto NDA.

Figura 72 - Superficie de energia potencial obtida com o giro do angulo diedro C(H,)-C(H)-N(CH,)-
CHj; para o NDA.
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Fonte: A autora.

Na Figura 72, a superficie de energia potencial mostra trés geometrias que
apresentam um valor de energia menor que outras estruturas. Assim, realizou—se
outro scan girando—se desta vez o diedro 2. A superficie de energia potencial obtida
esta apresentada na Figura 73.

Para finalizar, com os onze minimos apontados na Figura 73, o diedro 3 foi
girado e observaram-se nas superficies de energia potenciais obtidas as estruturas

envolvidas no equilibrio.
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Figura 73 - Superficies de energia potencial obtidas com o giro do angulo diedro 2 para o NDA.
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Fonte: A autora.

A principio foram obtidos vinte e nove geometrias que, possivelmente, sao
as geometrias mais estaveis obtidas para o NDA, foram otimizadas e para todos os
valores de energia dos conférmeros fez-se a correcdo da energia do ponto zero
(ZPE). Ao final desses calculos foram verificados os valores de energia de cada
conférmero e onze das geometrias foram descartadas, por serem iguais, e também
mais onze geometrias foram descartadas por proporcionarem uma diferenca de
energia maior que 2 kcal/mol em relacdo a estrutura de menor energia.

Com as equacdes ja citadas anteriormente foram feitos os calculos de
populacdo. Sendo assim, atribuem-se ao equilibrio conformacional do NDA sete
geometrias, as quais estdo apresentadas na Tabela 22. As estruturas de todos os

conférmeros estdo demonstrados na Figura 74.
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Tabela 22 - Energias, energias relativas, populacdes e momento de dipolo para os conférmeros NDA,

em fase isolada.

Energia Diferenca de Populagéo Momento de
Conférmeros (Hartree) Energia relativa % dipolo (p)
(Kcal/mol) (Debye)
NDA 1 -669,552315 0 46,5 0,76
NDA 2 -669,551583 0,46 21,2 1,30
NDA 3 -669,550764 0,97 9,0 1,60
NDA 4 -669,550647 1,04 8,0 3,00
NDA 5 -669,550512 1,13 6,9 3,50
NDA 6 -669,550404 1,20 6,1 2,86
NDA 7 -669,549397 1,83 2,1 0,67

Fonte: A autora.

Figura 74 - Estruturas dos conférmeros do NDA. (a) NDA 1; (b) NDA 2; (c) NDA 3; (d) NDA 4; (e)
NDA 5; (f) NDA 6 e (g) NDA 7. (continua)
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(concluséo)
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Fonte: A autora.

Na Tabela 22, o isbmero majoritario representou 46,5% da populacado, o
segundo com 21,2% e as seguintes exibiram populacbes préximas, que
representaram uma populacdo menor que 10% cada uma.

Todas as estruturas foram analisadas, diferente das moléculas NAA e NMA,
o NDA nao apresenta uma ligacdo de hidrogénio intramolecular, assim, decidiu-se
conferir os calculos de NBO, para conhecer qual o efeito que esta estabilizando os
rotdmeros da molécula NDA. Primeiramente, analisou-se o0s célculos NBO de
delecdo total, que sdo calculos que fornecem descricbes quantitativas das

interacOes hiperconjugativas. Na Tabela 23, estdo sendo apresentados os valores

de energia (sem interacdes de orbitais) para todos os conférmeros.



Tabela 23 — Energias de delecéo total dos conférmeros NDA.

Conférmeros Energia de AE
delecao (Kcal/mol)®
(Hartree)?

NDA 1 -668,659448469 4,7
NDA 2 -668,663931375 1,8
NDA 3 -668,664275667 1,3
NDA 4 -668,662540939 2,7
NDA 5 -668,665557380 0,8
NDA 6 -668,664573375 14
NDA 7 -668,666880076 0

% Energia com remoc&o de interacdes de orbitais;
® AE= diferenca de energia do conférmero de maior energia para o de menor energia.

Fonte: A autora.
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A ordem de estabilidade com as interacfes de NBO continuaram as mesmas

apos a remocao das interacdes de orbitais. A energia de remocao indica que o

conférmero NDA 1 é o que apresentou maiores interacdes hiperconjugativas, visto

pelo valor de AE elevado, de 4,7 Kcal/mol. Esse resultado, diz que este isbmero

estd sendo estabilizado pelas interacées de orbitais. Um resultado diferente do que

aconteceu com as moléculas NAA e NMA.

Também analisou-se o calculo de interacBes estéricas, assim, avaliou-se a

energia total, apresentados na tabela 24.

Tabela 24 — Energia de Interacdo estérica obtida pela analise de NBO dos conférmeros NDA.

Conférmeros Energia do efeito

estérico
Kcal/mol

NDA 1 371,92

NDA 2 377,92

NDA 3 376,07

NDA 4 379,50

NDA 5 377,42

NDA 6 375,91

NDA 7 377,47

Fonte: A autora.
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Os valores de energia obtidos no célculo séo referentes as interacdes entre
orbitais ocupados, ou seja, o somatorio destas interacdes demonstra um efeito
desestabilizante da estrutura. Portanto, quanto maior a energia, maior o efeito
desestabilizante e com os dados da Tabela 24, observou-se que as energias obtidas
no calculo de NBO, conseguiram explicar a preferéncia conformacional do isbmero
NDA 1, porque o somatoério das interag6es dos orbitais demonstra que o conférmero
majoritario apresenta a menor energia. Assim, pode-se confirmar, que o efeito
estabilizante do isdmero NDA séo as interacfes hiperconjugativas.

Relembrando que esse efeito ndo conseguiu explicar a preferéncia
conformacional das moléculas NAA e NMA, devido aos varios pares de elétrons dos
atomos, ja que os grupamentos ligados no nitrogénio sao diferentes.

Por fim, também avaliou-se detalhadamente todas as interacdes
hiperconjugativas, para distinguir quais eram as mais efetivas e quais sao as
possiveis interacdes que estdo estabilizando as geometrias. As principais interacées
obtidas nos calculos de NBO para todos os conférmeros estdo descritas na Tabela
25.

Tabela 25 - Principais interagbes entre orbitais, para os conformeros do composto NDA calculadas
por NBO.

Interagdes 1 2 3 4 5 6 7

Nos—0"ce.07 49,7 48,0 47,8 493 47,9 47,9 482
No7—0%0s.c6 330 333 335 333 341 339 340
No7—0%ce.08 20,2 200 20,3 202 19,9 200 19,9
Noss—0%ciicn 20,8 20,9 210 201 206 21,4 19,9
Noss—0%carose 32,8 33,2 332 338 332 333 335
Nog—0*comons 49,8 488 47,6 481 487 482 481
Mis—0*ciams 12 13 13 12 80 78 82
Mus—0*camy 81 80 82 77 14 14 14
Mis—0*cigre 1,2 1,1 1,3 12 82 82 79
Mis—0"cigrn 83 85 80 84 12 11 13

C N O H
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Fonte: A autora.
Os resultados de NBO mostram que as interacdes do tipo Nos—0*cs.07,

No24—0" c22.023 SA0 as mais efetivas para a estabilizacdo da energia do sistema,

apresentando valores muito préximos para todos os conférmeros.
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As hiperconjugac¢fes envolvendo o atomo de nitrogénio e 0s grupamentos
metila ligados a este atomo (Nniz—0*cia-His, NN13—0"c14-H17, NN13—0 CcisHig €
Nn13—0c18-H21 ) SA0 as que mais apresentaram mudancas nas energias em todos 0s
isbmeros, apesar das energias das interacfes deste tipo serem pouco efetivas, mas
contribuem para a equilibrio conformacional.

Em geral, os céalculos de NBO forneceram muitos resultados, e foram
satisfatorios para explicar a preferéncia conformacional dos isbmeros do NDA.

Abaixo estdo demonstradas as distancias entre as metilas (Tabela 26).
Observou-se que o conformero NDA 1 possui uma distancia de 7,0 A e os
grupamentos das carbonilas estdo em lados opostos e estdo mais distantes dos dois
grupamentos metila, isso confere menor impedimento estérico, tornando-a mais
estavel quando comparada com o conférmero NDA 7 que possui uma distancia de
7,4 A e as carbonilas estdo do mesmo lado, sendo que uma delas esta muito
proximo das metilas (Figura 75). Assim, quanto mais distantes as carbonilas dos

grupamentos metila, mais estavel se torna o isdmero.

Tabela 26 - Distancias entre as metilas de todos os conférmeros.

Conférmeros Distancias entre as Populacéo
metilas %
A)
NDA 1 7,0 46,5
NDA 2 8,5 21,2
NDA 3 7,9 9,0
NDA 4 5,8 8,0
NDA 5 7,4 6,9
NDA 6 7,8 6,1
NDA 7 7,8 2,1

Fonte: A autora.
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Figura 75 - Distancias entre as metilas dos conférmeros: (a) NDA 1 e (b) NDA 7.
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Fonte: A autora.

Na sequéncia dos célculos, as sete estruturas foram submetidas a calculos
de otimizacdo com rotinas de solvatacdo. Para a molécula NDA, foram realizados os
calculos de solvatagdo somente em agua. ApoOs estes célculos, ndo foram
observadas mudancas significativas nas geometrias estudadas.

Contudo, comparando as energias eletronicas obtidas observou-se uma
mudanca, do ponto de vista energético no equilibrio conformacional de algumas
destas moléculas quando consideramos o0 ambiente solvatado. Observou-se que a
populacdo do isébmero NDA 1 continuou sendo o majoritario. Os valores das
diferencas de energia encontrados para estes calculos e as populacdes dos

conférmeros estado apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 - Energias, energias relativas e popula¢gbes para os conférmeros NAA, em solugdo aquosa.

Energia Diferenca de Populagéo Populagéo
Conformeros (Hartree) Energia relativa % %
Soluc¢éo aguosa (Kcal/mol) (solugdo aquosa) (fase isolada)
NDA 1 -669,7976752 0 61,0 46,5
NDA 2 -669,7956797 1,25 18,3 21,2
NDA 3 -669,7949671 1,70 3,4 9,0
NDA 4 -669,7965299 0,72 7,3 8,0
NDA 5 -669,7954033 1,42 1,8 6,9
NDA 6 -669,7946733 1,88 55 6,1
NDA 7 -669,7943496 2,08 2,5 2,1

Fonte: A autora.
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O conférmero NDA 1, majoritario na fase vapor (46,5%) aumentou para
61,0% da populacdo em solugcdo aquosa (agua). Outros dois conférmeros que
também apresentaram uma discreta mudanca das populacdes com a presenca do
solvente foram o NDA 2 e NDA 5, que em fase isolada representavam 21,2% e
6,9%, em solugdo foram para 18,3 e 1,8%. Mas, o isdbmero que proporcionou maior
mudancga com a presenca do solvente foi o NDA 3, a populagéo de 9,0% passou
para 1,8%.

Para a molécula NDA, com a mudanca para o meio polar, ocorreu um
aumento da populacdo, ou seja, houve em solucdo aquosa, o favorecimento da
interacdo soluto-solvente. Esse aumento pode ter sido causado observando os
MPEs, na Figura 76. A regido de potencial mais negativo simulada pela coloracéo
vermelha (alta densidade eletrbnica) estd no oxigénio da carbonila da cadeia
principal e também no &atomo de nitrogénio, devido aos varios &atomos
eletronegativos. Fazendo uma comparacao com a molécula NMA, o NDA apresentou
densidades eletrénicas mais intensas, nas regifes das carbonilas da cadeia principal
e no nitrogénio da amina. Em geral, essas regides na molécula NDA teoricamente é
mais passivel de interagir com outra regido de baixa densidade eletrbnica de outra
molécula, do que a molécula NMA.

Figura 76 - Mapas de potencial eletrostatico: (a) NDA 1; (b) NDA 2; (c) NDA 3; (d) NDA 4; (e) NDA 5;
(f) NDA 6 e (g) NDA 7. (continua)
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Fonte: A autora. C N O H
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Por fim, para a molécula NDA, os céalculos computacionais foram eficientes
para explicar a preferéncia conformacional dos conformeros. Em relagdo as
moléculas NAA e NMA, os calculos computacionais s6 puderam estimar alguns
efeitos que contribuem para a estabilizacdo dos isébmeros, mesmo oferecendo

muitos resultados.

4.3 Comparacéao dos resultados tedricos e experimentais

4.3.1 Experimentos de RMN

Um dos objetivos deste projeto foi analisar as constantes de acoplamento dos
dois compostos sintetizados com a mudancga do solvente, a temperatura constante.
Porém, com a sintese dos compostos, 0s mesmos nao ficaram com elevado grau de
pureza. Além desta, o composto L-NAA foi solivel apenas em agua, este tipo de
estudo ndo pode ser realizado.

Mas, com os calculos de constante de acoplamento (RMN) foi possivel fazer
uma comparacao dos dados obtidos experimentalmente com os resultados tedricos.

Inicialmente, para a molécula L-NAA, o sinal observado no calculo de RMN foi
o valor da constante de acoplamentos vicinal (3Juy) que é relativo ao hidrogénio do
grupo metino. A constante de acoplamento apresentou um valor de 3J..=5,4 Hz e
3Jbc = 6,6 Hz que est4 em concordancia com valores tipicos de acoplamento via trés
ligacbes (6 - 8 Hz) (SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010). A
constante de acoplamento tedrico apresentou um valor de 3).c=2,3Hz e 33,.=12,3
Hz que n&o estdo em concordancia com o experimental, mas seguiu uma tendéncia.

Ja para a molécula DL-NMA, os sinais observados no calculo de RMN, foram
os valores dos acoplamentos geminal (2Ju) € vicinal (3Jup) relativos aos hidrogénios
metilénicos e aos hidrogénios do grupo metino. A constante de acoplamento geminal
apresentou um valor de 2J,,= 15,9 Hz, € um valor tipico de acoplamento geminal de
grupos diasterotopicos (9 - 15 Hz) (SILVERSTEIN; BASSLER e MORRILL, 2010;
PAVIA, 2010). A constante de acoplamento tedrico apresentou um valor de 2Ja,=
15,0 Hz, um valor que estd em concordancia com o experimental.

Para os hidrogénios do grupo metino, as constantes de acoplamento

apresentaram um valor de 3J.= 6,0 Hz e 3Ju.= 6,9 Hz que estdo em concordancia



130

com valores tipicos de acoplamento via trés ligacdes (6 - 8 Hz) (SILVERSTEIN;
BASSLER e MORRILL, 2010; PAVIA, 2010). A constante de acoplamento teorico
apresentou valores de 3J,.= 2,8 Hz e *J,.= 12,9 Hz, que ndo estdo em concordancia
com o experimental. Mas como no composto L-NAA, pode-se dizer que seguiu uma

tendéncia.

4.3.2 Experimentos no Infravermelho

Para o composto L-NAA, nao foi possivel utilizar a espectroscopia de
infravermelho como ferramenta no estudo do equilibrio conformacional. Este tipo de
estudo foi utilizado para analisar o comportamento da banda da carbonila em
diferentes solventes, além de determinar quantos conférmeros existem no equilibrio,
mas como foi mencionado anteriormente, o composto L-NAA n&o foi soluvel em
nenhum outro solvente, somente em &gua, por isso, ndo realizou-se 0 estudo
conformacional deste composto com a espectroscopia de infravermelho.

Mas, para o composto DL-NMA, foi possivel utilizar a espectroscopia na de IV
para o estudo do equilibrio conformacional, sendo que o mesmo foi solavel em
cloroférmio.

A variagdo no momento de dipolo da carbonila acaba afetando a constante de
forca e cada rotdamero absorve radiacdo no infravermelho em regides distintas e o
namero de bandas sera referente ao numero de rotdmeros envolvidos no equilibrio.
Para observar o numero de bandas de cada isdmero, utiliza-se a deconvolucéo,
porém, had uma limitacdo de extrema importdncia neste método, onde s6 é
observado no maximo trés bandas relativas a cada conformacdo (TORMENA,;
YOSHINAGA; RITTNER, 2005), acima de trés conformacbes a deconvolucdo se
torna incapaz de conhecer o numero de isbmeros e suas respectivas populacdes e
esse foi 0 caso para o composto DL-NMA. Pelos célculos, o composto apresentou
dez isbmeros envolvidos no equilibrio, fato este que torna impossivel de encontrar
cada um pelo método da deconvolucdo. Mas, foi possivel fazer uma estimativa da
guantidade de conférmeros envolvidos no equilibrio, observando a largura e a
assimetria da banda da carbonila. Essa deformidade na banda da carbonila foi
observada para o composto DL-NMA. E possivel observar a banda de absorcéo da
deformagéo de estiramento da carbonila, antes da deconvolucéo, na Figura 77.a e

depois da deconvolucéo, na Figura 77.b.
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Figura 77 - Banda de absor¢éo do estiramento da carbonila no espectro de 1V para o DL-NMA: (a)
antes da deconvolucéo e (b) apos a deconvolugéo.
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Fonte: A autora.

Na Figura 77.b, foi possivel observar que a banda da carbonila apresentou-

se assimétrica, o que indica a existéncia de conférmeros com frequéncias proximas.
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5 CONCLUSOES

Com a andlise dos espectros de RMN de *H e **C dos compostos L-NAA e
DL-NMA, concluiu-se que apesar dos problemas apontados, como por exemplo, o
aparecimento dos sinais caracteristicos dos compostos de partida, anidrido acético e
fumarato de dimetila foram possiveis a obtencéo dos produtos desejados.

Com a espectroscopia de 1V, analisou-se o comportamento da banda da
carbonila para o composto DL-NMA. Realizou-se a deconvolucédo e obteve-se uma
estimativa da quantidade de conférmeros envolvidos no equilibrio, observando a
largura e a assimetria da banda.

As constantes de acoplamento geminal (*Ju) e vicinal (3Jun) dos compostos
L-NAA e DL-NMA sintetizados foram comparados com os resultados obtidos com os
calculos tedricos. Observou-se que os resultados das constantes de acoplamento
geminal, estiveram de acordo com o experimental, entretanto, as constantes vicinais
apresentaram um valor que ndo estiveram em concordancia.

Pelo estudo tedrico, observou-se quais conférmeros apresentaram maior
estabilidade. As estruturas mais estaveis para o NAA, NMA e NDA em fase isolada
estdo demonstradas na Figura 78.

Figura 78 - Estruturas dos conférmeros majoritarios de todos os compostos: (a) NAA 1; (b) NMA 1 e
(c) NDA 1.
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Fonte: A autora.

Observou-se na Figura 77, que as estruturas dos conférmeros majoritarios
dos compostos NAA 1 e NMA 1 sdo muito idénticas, dando énfase de que o efeito
estabilizante desses isbmeros sao as ligacdes de hidrogénio intramolecular, sendo

que para o conférmero NDA, essa ligacdo ndo esta presente, fazendo com que a
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molécula esteja disposta de outra maneira, ou seja, a outro efeito estabilizando a
molécula NDA.

Assim, foi possivel realizar uma investigacao dos efeitos estabilizantes com
célculos de NBO. Utilizou-se os célculos de indice de Wiberg, delecéo total e
impedimento estérico. Em geral, estes célculos forneceram muitos resultados, mas
ndo foram satisfatorios para explicar a preferéncia conformacional dos isébmeros do
NAA 1 e NMA 1, pbde-se somente estimar algumas possiveis interacbes que
contribuem para a estabilidade dos conférmeros. Seria necessario otimizar as
estruturas em um outro nivel de teoria para comparar os resultados. Entretanto, para
o composto NDA, os resultados obtidos, ajudaram a explicar a preferéncia
conformacional.

Além de observar que os mesmos se comportam desta maneira em fase
isolada pelos célculos tedricos, conseguiu-se fazer o estudo dos conférmeros em
solucdo, ou seja, investigou-se quais estruturas estdo envolvidas no equilibrio e
como se comportam as respectivas populagdes com a alteragdo do meio.

A estrutura molecular, a densidade eletronica distribuida e o dipolo elétrico
resultante nas moléculas foram reproduzidos por mapas graficos, os chamados
mapas de potencial eletrostaticos (MPE). As regies de potencial mais positivo
(baixa densidade eletrnica) estdo localizadas nos hidrogénios da molécula, a regido
de potencial mais negativo (alta densidade eletrénica) estd no oxigénio da carbonila
do grupo acetila (NAA), no nitrogénio (NMA) e nas carbonilas (NDA) visto que estes
grupos atraem os elétrons para perto de si. Os mapas de potencial estdo
demonstrados na Figura 79.

Figura 79 - MPEs dos conférmeros majoritarios de todos os compostos: (a) NAA 1; (b) NMA 1 e (¢)
NDA 1.

Fonte: A autora.
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Assim, fazendo uso dos célculos tedricos, foi possivel realizar uma analise
conformacional dos trés compostos derivados do acido aspartico, um aminoacido de
grande interesse devido a sua importancia biologica. A técnica de RMN foi de
grande importancia para a caracterizacdo dos produtos ja que este método €,
reconhecidamente, a técnica mais importante para a investigagdo a nivel molecular,
permitindo obter informag&o estrutural e dinamica para compostos como O0s
estudados aqui. Além do célculo da constante de acoplamento, que foi de grande
estima para efeito de comparagdo com os dados experimentais.

Por fim, os resultados obtidos neste estudo dever&o servir como referéncia

para trabalhos futuros no campo da quimica biologica.
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ANEXOS A - Espectros de RMN dos compostos sintetizados.



HAA-TAI-H1
Earbara-OERZ

Eampla: HAR-TAI
Fila: axp

Fulse Saquence: sIipul

Solvent: 4d2o

Ambient temparaturs
Oparator: ivania
Marcury-300EE  “uam-dgql

Relax. dalay 1.000 mac
Pulsa 45.0 degraas
Rog. time 3.333 sec
Widthk 4800.8 Hz

31 repatitions

OE-SERVE H1l, 300.057&631 MEx O

DATA FROCESEING
Lioes broadening 0.2 Hz
FT miza E553E

Total tima 2 min, 34 sac r

Anexo 1 — Espectro de RMN de "H a 300 MHz da primeira tentativa de sintese do composto L-NAA em D,O.
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L-HAA-TFTR-H1
Taissa A. Costin/Barbara-TUERGC

Eampla: L-KAA-PTR
Fila: axp

Pulse Baquanca: sipul

Bolwemt: 430

hmbient temperaturs
Operator: ivanla
Moroury-300E3  "uam-4gi-rmn®

Raelax. dalay L.000 sac
Fulsa 45.0 degraas

hog. tima 3.333 sec

Width 4200.8 Ex

32 repatitions

OE-BEEVE Hl, 300.057&501 MEX
DATA PROCESEIHGC

Linga broadening 0.2 Hz

FT sliza E5536

Total tima 32 min, 24 sac

I
3 2 1 ppm

L L L
as.77 44.52
29.31

Anexo 2 — Espectro de RMN de 'H a 300 MHz da primeira tentativa de sintese do composto L-NAA (filtracdo em silica gel) em D,0.
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Layara-nofr

Sampie: PA

File: ex

Pulse Sequence: s2pul
Solvent:| d2o

Ambient |temperature
Operator:|| fvania
Mercury-3p0BB “uem-dgi-rmn"

Relax. dplay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 3.333 sec
Width 48p0.8 Hz

32 repetlitions
OBSERVE H1l, 800.0576386 MHz
DATA PROGESSING

Line brgadening 0.2 Hz

FT size 5536

Total time 2 min, 24 sec

™

\

N ) L _
by v " T T T ¥ I T T T T { T K r 1 ] T I T T ] T T T T | T T T T | T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
I_'_I ‘__'_J L'_l l__'_l I_rl l_'_l I_'_.J L'_A_‘_J
13.47 1.25 3.25 16.95 25.15

1.10 24.30 2.57 11.94

Anexo 3 — Espectro de RMN de 'H a 300 MHz da segunda tentativa de sintese do composto L-NAA em D,0.
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Tailssa-HAA-H1
EBarbara-TEM:

Sampla: Taissa-HAR

Fila: axp O

Pulse Saguence: sIpul H

Solvent: dlo O H\ N/\

Azbient teIperaturs

Oparator: ivania
Marcury-300EE  "uam-dAgi-rmn” OCH
Ralax. delay 1.000 sac CH3O/ 3

Fulsa 45.0 degraas

Rog. bime 3.333 sec

Width 4800.8 Ez

32 repatitions O
OESEEVE H1, 300.0576548 MED
DATA PROCESHING

Ling brosdening 0.3 Hz I,f"
FT siza £5536 If
Total tima 2 min, 34 sac

T
3
L L L

7 [ 5 4 2 1 ppm
38.59 21.27 2.31
.31 15.51

Anexo 4 — Espectro de RMN de ‘H a 300 MHz da segunda tentativa de sintese do composto L-NAA (filtracdo em silica gel) em D,O.

149



HAK-amE10-1H
Earbara

Fila: PROTON

Pulse Saquanca: PRESAT

Solvent: d3o

Amhient temparaturs
Oparator: ivania
Marcury-300E8  "uam-dgl-rmn®

Relax. dalay 0.020 sac
Fulsa 45.0 degraas

hog. time 3.333 sec

Width 4800.8 EHz

64 repatitions

OBHEEVE H1l, 300.057&5508 MEx
DATA FROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT siza E553E

Total time 5 min, 31 sac

A J.ll
I L .
IIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII T 1 IIIIIIIIIIIIIII
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
e L
2.75 1.98 2.85
.00 .83

Anexo 5 — Espectro de RMN de ‘H a 300 MHz da terceira tentativa de sintese do composto L-NAA em D,0.
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HAR-amE10-13C
Eachara

Fila: HAA-amé10-13C

Fulse Saquence: sIpul O
Solvent: dio H
Azbient tamperaturs H

Operator: ivania O \N/\
Flla: HAR-amEl0-13C
Maroury-300EE  "uam-dqi-rmn® ‘

Ralax. dalay L.000 sac OCH3
Fulsa 45.0 degraas CH3

hog. time 1.301 sec

Widtk 18115.5 Hz H

336 rapatitions O
CBSEEWE Cl3, T7T5.44932454 MEx

DECOOPLE H1, 300.0591516 MEX
Low powar 10 4B atben.
continacusly o
WALTEZ-1& modulatad

DATA FPROCEBSING
Line broadening 1.0 Hz

FT siza E5536

Total time 31 min, 31 sac

P i - L " .
y L i

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 6 — Espectro de RMN de *C a 300 MHz da terceira tentativa de sintese do composto L-NAA em D,0.
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o — O O NO ™M
(@) ™M~ < M m <t N
O O N QO O S
. i PR .
< o) ™M AN N (N —

JLL . l I )Jt

S D R i e I N S I 2 - M I T S B N SR M A LN N
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Anexo 7 — Espectro de RMN de "H a 400 MHz da terceira tentativa de sintese do composto L-NAA (bomba a vacuo) em D,O.
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NAA 6-10 em agua

W oed @
—uwnaQ
o cd o
W s

VI

Current Data Parameters

T
200 180

| ;
160 140
Anexo 8 — Espectro de RMN de 3C a 400 MHz da terceira tentativa de sintese do composto L-NAA (bomba a vacuo) em D,0.

NAME

taissa NAA 6-10

EXPNO 7
PROCNO i1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20130110

Time 16.16
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpa30

TD 65536
SOLVENT D20

NS 375

DS 4

SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
AQ 1.3631488 sec
RG 200.64

DW 20.800 usec
DE 6.50 usec
TE 294.9 K

D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO i
======== CHANNEL fl ========
SFOl1 100.6228293 MHz
NUC1 13¢c

Pl 10.00 usec
PLW1 59.00000000 w
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 400.1316005 MHz
NUC2 1H
CPDPRG (2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 16.00000000 W
PLW12 0.44444001 W
PLW13 0.36000001 W

F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 100.6127690C MHz
WDW EM

SSB

LB 1.00 Hz
GB

PC 1.40

153



Anexo 9 — Espectro de RMN de "H a 600 MHz da terceira tentativa de sintese do composto L-NAA (bomba a vacuo) em D,O.
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Dimatil F-H1
Dimatil Fumarato
Taissa/Barbarz-TEPRG

Fila: Protoa

fulse Saquence: sipul

Bolwemt: odoll

Temp. 6.0 C / 235.1 K
Oparator: ivania
Marcury-300EE  "uam-dgi-rmn”

Relax. dalay 1.000 sac
Fulsa 45.0 degraas

hog. time 3.333 sec

Width 4800.8 EHz

31 repatitions

OBHEEVE H1l, 300.0563386 MEx
DATA FROCESSING

Lina broadenimg 0.2 Hz

FT siza E553E

Total time 2 min, 34 sac

17
HsCO~ =" "OCH,

Anexo 10 — Espectro de RMN de 'H a 300 MHz da primeira tentativa de sintese do composto fumarato de dimetila em CDCls.
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Dimatil P-C13
Oimatil fumarato
Tailssa/Barbara-TEPG

Fila: PROTON

Pulsa Saquence: sZpul

Solvent: odoll

Temp. 6.0 C / 2%5.1 E
Oparator: iwvania
Marcury-300EE  "nam-dgl-rmn®

Ralax. dalay 1.000 sac

Fulse 45.0 degraas

Aog. btime 1.301 sec

Widtk 12115.5% Hx

128 repatiticos H H
OBEERVE Cl3, 75.4493515 MEx

DECOUPLE  E1, 300.0584204 ME: /\ /\

Low powar 10 4B attan. H3CO — OCH3
contimaously oo

WALTEZ-1& modulatad

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT slza ES5536

Total tima 21 min, 31 s

- ._i... . ™ P P | I - PR A PRy L "

160 140 120 100 BO ] 40 20 ppm

Anexo 11 — Espectro de RMN de 3C a 300 MHz da primeira tentativa de sintese do composto fumarato de dimetila em CDCls.
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Dimatil 2-1H
Larissa

Fila: Ddmatil 3-1EH

Fulse Saquence: szpul

Solvent: odclld

Ambient temperaturs
Operator: iwvanmia

Fila: Ddmatil 3-1H
Morcury-300E3  "uam-dgl-rmn®

Ralax. dalay 2.000 sac

Pulsa 45.0 degraas H3C O/\:/\OCH3

Aog. time 6.566 @ec

Widthk 4200.8 Ex

64 repatitions

OESEEVE E1, 300.0563419 MEx
DATR FPROCESSING

FT siza 62144

Total time 9 min, 33 sec

Anexo 12 — Espectro de RMN de ‘H a 300 MHz da primeira tentativa de sintese do composto fumarato de dimetila (recristalizacdo) em CDCls.
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Dimatil 2-1H
Larissa

Fila: Dimatil 3-1E

Fulse Saquence: sipul

. 817

LI

H,CO OCHs

6.871

7.267

Anexo 13 — Espectro de RMN de *H a 300 MHz da primeira tentativa de sintese do composto fumarato de dimetila (recristalizacido) em CDCls.
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Dimatil 3-13C
Larissa

Fila: Ddmatil 3-13C0

Pulse Saquence: spul

Solvent: ocdolld

Ambient temperaturs
Oparator: ivania

Fila: Dimaktil 3-13C
Morocury-300ER  “uam-dgl-rmm®

REalax. dalay L.000 sac H H

Pulse 45.0 dograas /\ /\

Aog. time 1.301 saec H CO —_— OCH
Widtk 12115.5 Hx 3 3
160 rapatitions

OEEEEVE C13, 75.4493820 MEx

DECOOPLE H1, 300.0584204 MEx

Low powar 10 ¢F atban.

coatinacusly cm

WALTZ-1& modulatad

DATR PROCEBETHC

Line broadening 1.0 Hz

FT mlza 55536

Total time 31 mio, 31 sac

200 180 160 140 120 100 80 &0 40 20 ppm

Anexo 14 — Espectro de RMN de 3C a 300 MHz da primeira tentativa de sintese do composto fumarato de dimetila (recristalizacdo) em CDCls.
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Dimatil 3-13C
Larissa

Fila: Ddmatil 3-13C

Pulse Saquenca: sIpul

H,CO

OCHs

—TT.655
#7230
" TE.B0E

133 630
566

51.

165.614

SO RS R———

160 150 140 130 120 110 100 30 BO 70 60 ppm

Anexo 15 — Espectro de RMN de **C a 300 MHz da primeira tentativa de sintese do composto fumarato de dimetila (recristalizacdo) em CDCl.
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BMA clorof-1H
Larissa

Fila: HMA clorcf-1H

Pulse Saguence: sIpul

Solwent: cdoll

Azbient teIperaturs
Oparator: ivania

Fila: MMA clorof-1E
Maroury-300E3  “uam-dgl-rma®

Ralax. delay 2.000 sac
Polsa 45.0 degraas

hog. time 6.666 DeC

Width 4800.8 Ezx

64 rapatitions

OEBERVE Hl, 300.0563370 MEx
DATE PROCESEING

Ling broadening 0.2 Hz

FT siza I62144

Total tima 9 min, 33 sac

| - J N by
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
2 1
e, | o

Anexo 16 — Espectro de RMN de *H a 300 MHz da primeira tentativa de sintese do composto DL-NMA em CDCls.
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BMA-3-T13
Taissa/Harbara-TEPG

Bampla: WMA-3I
Fila: axp

Fulse Saquence: sipul

Solwent: ocdcol3

Azbient temparaturs
Oparator: ivania
Maroury-300E3  “uam-dgl-rma®

gy s %omg
Aog. time 1.301 sec CH3O/

Width 18115.5% Hx

BB0 rapatitions H
OBEEERVE Cl3, 75.4493831 MEx

DECOOPLE EH1, 300.0584204 MEX O
Low powar 10 dB atbaem.

contimuously oo

WALTEZ-1& modulatad

DATE FROCESSING

Line broadenimg 1.0 Hz

FT siza ES5536

Total tima 42 min, 1 sac

160 140 120 100 B0 ] 40 20 ppm

Anexo 17 — Espectro de RMN de 3C a 300 MHz da primeira tentativa de sintese do composto DL-NMA em CDCls.
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HMAE-2-H1
Taissa/Barbara-TEPC

Eampla: HMA-3I
Fila: axp

Pulse Sagquenca: sipul

Solvent: cdoll

Azbient temperaturs
Operator: ivania
Morcury-300BE  "uem-dql-rma”

O H\ N/ C H 3
REalax. dalay L1.000 sac ‘
Fulse 45.0 degraas
i o OCHjs
CHj

16 repatitions

CESEEVE H1, 300.0563401 MEz H
DATA PROCESSTNG

Line brosdening ©.2 Hz O
FT siza £553E

Total tima 1 min, 13 sac

r '
Al ill, ! A
T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
B 7 & 5 4 3 2 1
o Ty, oy o o
= AASE B 2 &

Anexo 18 — Espectro de RMN de 'H a 300 MHz da primeira tentativa de sintese do composto DL-NMA (filtragdo em silica gel) em CDCls.
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PN

Current Data Parameters
NAME NMA
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130131
Time 17.43
O H\N/CHg INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zg30
TD 65536
OCHj3 SOLVENT CDC13
CH O/ NS 16
3 DS 2
“ SWH 8012.820 Hz
c) FIDRES 0.122266 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 157.83
DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 295.3 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 400.1324710 MHz
NUC1 1H
PL 12.13 usec
PLW1 25.82299995 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 400.1300054 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
Jk B PC 1.00
J |

i i i G i N | R At i i [ oy R frer o | === e e
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Anexo 19 — Espectro de RMN de "H a 400 MHz da segunda tentativa de sintese do composto DL-NMA em CDCls. 164



HMAk-ras-1E
Earbara

Fila: HMA-ras-1H

Fulse Saquance: sipul ‘ k)\/
Solvent: cdoll OCH
hmbient temperaturs 3
Oparator: ivania CH30/

Fila: HMA-rga-1H
Marcury-300EE  “unam-dgl-rmn®

REelax. dalay L.000 sac O
Fulsa 45.0 dagraas

Rog. time 3.333 sec

Width 4200.8 Ex

31 repatitions

OEBEREVE H1l, 300.0563370 MEx
DATA FROCESEING

Lioes broadening 0.2 Hz

FT miza E553E

Total tima 2 min, I4 sac

7 6 5 4 3 2 1 ppm
v S oy
@.32 11.14 3.18 3.00
5.47 1.53 3.38

Anexo 20 — Espectro de RMN de **C a 300 MHz da terceira tentativa de sintese do composto DL-NMA em CDCls.
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HMA-rag-130
Earbara

Fila: DPROTON

Pulse Saquenca: sipul

Bolvent: cdolld

hmbilent temparaturs
Operator: ivania
Marcury-300EE  “uam-dgl - mmn®

Ralax. dalay 1.000 sac
Fulse 45.0 degraas
Rog. time 1.301 sec

S N
Widthk 18115.5% Hr
51% repatiticns ‘
OEBEREWE C13, 75.4453642 ME
DECOOFLE HI1, 3D;.E55l1c‘ HE: OCH3
Low powar 10 OB atbten. CH3O/

continmously on

WALTZ-16 modulatad

DATE PROCESETHG

Line broadening 1.0 Hz O
FT smlza ES553&

Total tima 21 mio, 31 sac

160 140 120 100 B0 &0 40 20 ppm

Anexo 21 — Espectro de RMN de 'H a 300 MHz da terceira tentativa de sintese do composto DL-NMA em CDCls.
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P o e

se Sequence: s2pul

ylvent: CDC13
tbient temperature
‘cury-300B8 "“uem-dgi-rmn"

rlax. delay 1.358 sec

i1se 45,0 degrees

q. time 3.641 sec

idth 4488.4 Hz

! repetitions

>ERVE H1, 300.0566164 MHz
"A PROCESSING

ine broadening 0.3 Hz

size 65536

:al time 2 min, 45 sec

OHsc\ CHj

N/
OCH
CH43CT//L\\///L\\\/// 3

Anexo 22 — Espectro de RMN de "H a 300 MHz da sintese do composto L-NDA em CDCls.
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Anexo 23 — Espectro de RMN de "H a 300 MHz da sintese do composto L-NDA em CDCls.
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ANEXOS B - Espectros de IV dos compostos sintetizados.
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Anexo 1 — Espectro de IV da sintese do composto L-NAA em KBr.
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Anexo 2 — Espectro de IV da sintese do composto fumarato de dimetila em KBr.
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Anexo 3 — Espectro de IV da sintese do composto DL-NMA em KBr.



