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RESUMO

Javaroni, Fabio. Determinacdo das conformacdes mais estaveis da isomaltose -D-
glicopiranosil-(1 6)-D-glicose. 2007. 67 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Organica)
Instituto de Quimica, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Sabendo-se que a conformacdo das moléculas de dissacarideos € definida pela energia de
rotagdo da ligagdo glicosidica definida pelos dngulos diedros @ (phi) e ¥ (psi) (e Q (0mega),
quando este existir), o nosso trabalho consistiu na definicio de um conjunto de valores de
angulos que permitem a molécula da isomaltose alcangar conformacdes estdveis, em fase
gasosa € em solucdo aquosa. Para alcancarmos este objetivo, fizemos uma varredura nos
angulos diedros @ (phi), ¥ (psi) da molécula, com o auxilio de um método tedrico
computacional ab initio, baseando-nos apenas nas leis da mecanica quantica. Apesar de
envolver um elevado tempo computacional, este método descreve quantitativamente
propriedades da molécula que dependem da sua distribui¢do eletronica, tais como o efeito
exo-anomérico e as ligacdes hidrogénio. Os dados experimentais disponiveis na literatura para
a isomaltose sdo muito escassos e os dados tedricos bastante divergentes em seus resultados, o
que novamente justifica a escolha deste método. De posse dos valores de energia obtidos pela
varredura nos angulos glicosidicos, foram construidos mapas conformacionais (graficos que
representam os valores de energia em fungdo do respectivo valor que cada angulo @, ¥ e Q
assume numa dada conformacao). A partir dos mapas conformacionais, foram identificadas as
respectivas regioes de energia minima, representadas por conféormeros cujas geometrias foram
selecionadas. Constatou-se também que a solvatacdo destas estruturas ndo cria novas regioes
de estabilidade. Para estas estruturas finais foram realizados célculos de frequéncia
vibracional, tanto para propriamente caracterizar estas estruturas como minimos de energia
como para possibilitar a incorporagdo das corre¢des térmicas e entropicas. Todos os cdlculos
foram realizados em nivel HF com uma base do tipo 6-31G(d,p), uma descricdo adequada
para a investigacdo da geometria de carboidratos. Os calculos em solucdo foram realizados
com o modelo de solvatagcdo “Polarizable Continuum Model” (PCM). Foram obtidas um total
de 18 regides de estabilidade, fazendo da isomaltose a molécula com o maior nimero de
conformeros estaveis de baixa energia dentre todos os dissacarideos formados por duas
unidades de glicose, comprovando que a rotagc@o de sua ligacdo glicosidica possui um elevado
grau de liberdade, devido ao fato de que esta peculiar ligacdo a(1,6) permite uma maior
distancia entre as duas unidades glicosidicas. Esta maior flexibilidade, ndo teria uma
associa¢do direta com a maior solubilidade (grau de solvatacdo) da molécula. Para uma
relacdo mais direta com o grau de solvatacdo, outros parametros foram investigados neste
trabalho, como, por exemplo, o momento de dipolo da molécula.

Palavras chaves: Isomaltose. Mapa conformacional. Angulo diedro glicosidico.



ABSTRACT

Javaroni, Fdbio. Determination of the most stable conformations of isomaltose a-D-
glucopyranosyl-(1 6)-D-glucose. 2007. 67 p. Dissertation (Master Science in Organic
Chemistry) Instituto de Quimica, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Knowing that the conformation of disaccharide molecules is defined by the energy of rotation
of the glycosidic linkage defined by dihedral angles @ (phi) and ¥ (psi) (and Q (omega),
when it exists), our work has consisted by the definition of a set of values of angles that allow
to the isomaltose molecule to reach stable conformations of low energy, in gas phase and
aqueous solution. To reach this objective, we have performed scannings on the dihedral
angles @ (phi) and ¥ (psi) of the molecule, with the aid of an ab initio computational
theoretical method, based only on the laws of the quantum mechanics. Although it takes much
computational times, this method describes quantitatively properties of the molecule that
depend on its electronic distribution, such as the exo-anomeric effect and hydrogen bonds.
The available experimental data in the literature for isomaltose are very scarce and the
theoretical data are divergent in its results, thus justifying again the choice of this method.
From the calculations performed, conformational maps (graphics that represent the energy
values as a function of the respective values of each angle @, ¥ e Q exactly assumes in one
given conformation) were built. From the conformational maps, regions of minimum energy
were identified. Solvation does not create new regions of stability. For the final structures,
calculations of vibrational frequency were carried out, to properly characterize these
structures as energy minimum and to make possible the incorporation of thermal and entropic
corrections. All the calculations were carried out at HF level with a 6-31G (d, p) basis set, a
description suited for carbohydrates. The calculations in solution were carried out with the
“Polarizable Continuum Model” (PCM). A total of 18 regions of stability were obtained,
making of isomaltose the molecule with the highest number of stable conformations of low
energy among all the existing disaccharides with two glucose units, proving that the rotation
of its glycosidic linkage have a degree of freedom with a low barrier, since this peculiar
linkage o(1,6) allows a larger distance between the two glycosidic units. This higher
flexibility does not have a direct association with the high solubility (solvation degree) of the
molecule. For a more direct relationship with the solvation degree, other parameters were
investigated in this work, as, for example, the dipole moment of the molecule.

Key words: Isomaltose. Conformational map. Glycosidic dihedral angle.
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1. INTRODUCAO

A molécula a-D-glicopiranosil-(1—6)-D-glicose, objeto de nosso estudo, a partir de
agora simplesmente denominada pelo nome de isomaltose, é um dissacarideo composto por
duas unidades de glicose (glicopiranose) interligadas através de uma ligacdo glicosidica do
tipo 0L(1,6).1 Os angulos glicosidicos @ (phi), ¥ (psi) e Q (dmega) sdo definidos na Figura 1.




2. REVISAO DE LITERATURA

Estudos tedricos anteriores utilizaram diferentes métodos computacionais no estudo
conformacional de carboidratos.* Os trabalhos pioneiros usavam esferas de raios fixos para
representar os atomos na molécula (métodos cldssicos de mecanica molecular, com campos de
forca contendo apenas fungdes representativas da energia potencial eletrostatica e das energias
vibracionais de estiramento).

Trabalhos posteriores com dissacarideos mantiveram rigidos os dtomos dos dois anéis,
porém introduziram novas funcdes para representar as energias de van der Waals e as energias
de rotagdo (torsional) dos angulos diedros da ligacdo glicosidica, bem como dos angulos
adjacentes a ligacdo glicosidica, permitindo assim um relaxamento destes angulos principais.
Em todos estes trabalhos, a orientacdo do terceiro angulo diedro Q (6mega) foi mantida
constante nas trés posi¢des de menor energia TG, GG e GT (Esta nomenclatura é descrita no
item 4 (pag. 16)). As regides de energia minima eram entdo obtidas através da rotagao dos
outros dois angulos glicosidicos @ (phi) e ¥ (psi).3 4

Um avango surgiu quando iniciaram-se os estudos, ainda baseados na mecanica
molecular, que permitiam uma otimizacdo completa dos anéis, ou seja, o relaxamento
completo de todas as ligacdes existentes nos anéis, com exce¢ao dos angulos glicosidicos @
(phi) e ¥ (psi), cujos valores sofriam incrementos constantes de 20° ou 30°.

Atualmente, trabalhos recentes de analise conformacional de dissacarideos, utilizando
métodos quanticos semi-empiricos * ¢ ab initio,® contém mapas conformacionais rigidos
(aproximagdo cujos anéis, chamados de residuos, ndo tém os seus parametros geométricos
otimizados) e mapas conformacionais relaxados (otimizacdo completa de todos os parametros
geométricos).”®

Em um trabalho desenvolvido para a lactose’ (B-D-galactopiranosil-(1—4)-a-D-
glucopiranose), foram construidos mapas conformacionais rigidos e relaxados para a
molécula em fase gasosa e somente rigido em solucdo aquosa, adotando um método ab initio
para os célculos e o método PCM (“Polarizable Continuum Models) para representar o
solvente. O mapa obtido em solucdo aquosa mostra as regides de minimo de energia nas
mesmas posi¢des das regides encontradas no mapa calculado em fase gasosa. Os resultados
obtidos para a constante de acoplamento de spin heteronuclear ¢ Jc.n) estdo em concordancia
com os valores experimentais, confirmando a validade dos métodos utilizados e permitindo-se
concluir que o mapa conformacional rigido € totalmente capaz de prever as regides de minimo
de energia da superficie de energia potencial da lactose.

Em relacdo ao meio em que o sistema se encontra, se como molécula isolada ou em
uma solugdo aquosa, podemos citar o estudo de DA SILVA&NASCIMENTO (2004),° no
desenvolvimento de um protétipo de ligacdo glicosidica, onde se demonstrou que o efeito da
solvatacdo ndo cria novas regioes de energia minima, mas simplesmente altera os valores das
energias relativas dos conféormeros obtidos em fase gasosa, alterando, portanto, os valores
relativos das populagdes de Boltzmann.

Seguindo o mesmo protocolo desenvolvido por DA SILVA&NASCIMENTO,’ neste
trabalho calculamos o mapa conformacional rigido ab initio em fase gasosa para a molécula
de isomaltose. Utilizamos as regides de energia minima obtidas para um posterior calculo de
solvatacdo, com o modelo PCM.

TVAROSKA&PEREZ (1990)," em uma analise pioneira, identificaram 18 regides
distintas de estabilidade para a molécula de isomaltose, baseando-se inicialmente no método
classico de mecanica molecular. Neste mesmo trabalho, estas regides, representadas por
estruturas rigidas, foram também otimizadas através do método quantico semi-empirico
PCILO (“Perturbative Configuration Interaction with Localized Orbitals”), reduzindo-se a 15



minimos de energia. Apesar de apresentar muitas regides de estabilidade, este trabalho
encontrou resultados um pouco discrepantes no cdlculo da constante de acoplamento
heteronuclear (3JC,H), se comparados com os dados experimentais7 obtidos através de analise
de ressondncia magnética nuclear para amostras de isomaltose purificada.

DOWD et al. (1994),3 utilizaram o método classico de mecanica molecular MM3 (92)
na obtencdo do mapa conformacional relaxado da isomaltose, apresentando também
resultados um pouco discrepantes para a constante de acoplamento heteronuclear (*Jcy), se
comparados com os dados experimentais obtidos.” Além disto, foram encontrados apenas seis
regides de energia minima.’

BEST & NAIDOO (2001),> acreditam que as conformacdes da isomaltose, assim
como a dos demais dissacarideos glicosideos, sdo principalmente definidas pelos valores dos
angulos diedros glicosidicos. A isomaltose, por possuir trés dngulos glicosidicos (ligacdo
a(1,6)), € muito mais flexivel se comparada com outros dissacarideos, como, por exemplo, a
maltose com apenas dois angulos glicosidicos (ligacao a(1,4)).2 Os autores acreditam que esta
grande flexibilidade da isomaltose esteja diretamente relacionada a grande solubilidade ou
grau de solvatacdo deste dissacarideo. Neste mesmo trabalho,” onde o estudo da isomaltose
foi feito com métodos de dindmica molecular, estes autores encontraram o conférmero TG
com uma abundancia relativa bem menor do que os conféormeros GT e GG.

Nao foi encontrado nenhum trabalho de obtencdo dos confdormeros mais estaveis da
isomaltose utilizando qualquer método quantico ab initio.



3. TEORIA

3.1 Método Quantico ab initio Hartree-Fock (HF)

O método quantico considera as interacOes entre os elétrons e entre os elétrons € 0s
nicleos em suas equacgdes e, portanto, suas descricoes ondulatérias permitem prever as
propriedades de sistemas atomicos e moleculares que dependem da sua distribui¢io
eletronica. Se as solugdes destas equacdes sdao geradas sem a utilizacdo de dados
experimentais, os métodos sdo denominados ab initio. Tais célculos eletronicos envolvem a
resolucdo de uma equagdo denominada equagdo de Schrodinger que, na forma independente
do tempo, se escreve como:

H total WIotal - total l)”total (1)

A equacdo de Schrodinger completa, somente tem solucdo exata para duas particulas.
A equacdo de Schrodinger pode, no entanto, ser separada em uma parte que descreve a fungao
eletronica para uma determinada geometria nuclear, e outra parte que descreve a funcao de
onda nuclear, onde a energia da fung¢do de onda eletronica assume o papel de energia
potencial. A funcdo de onda eletronica Y.(R,r) depende parametricamente das coordenadas
nucleares R, porém nio depende dos momentos nucleares (cinética). Assim, o hamiltoniano
eletronico (H.) ndo depende da componente nuclear cinética (T,): 8

H,, =H +T, (2)

total

O hamiltoniano eletrénico (H.) depende da componente eletronica cinética (T.) e dos
potenciais devido as atragdes nucleo-elétron (V) e devido as repulsdes elétron-elétron (V).
Os elétrons sao também influenciados pelo potencial devido a repulsdo nicleo-nicleo (Vyy),
que € constante para cada geometria nuclear.

H,=T,+V +V, _+V  (3)

Onde:

V = — (6
Te:_iévf (4) “ Zi:pi ‘ (©)

i Z
Ve= XX © v, =Yy L

nn Ra _ Rb‘

a b>a

Sendo a func¢d@o de onda total o produto da funciao de onda nuclear e da funcdo de onda
eletrOnica:



Vo (R.7) =W, (R)W, (R,7) (8)

Esta separacdo, chamada de aproximagdo de Born-Oppenheimer, pode ser associada
fisicamente a imagem dos nicleos movendo-se sobre uma superficie de energia potencial
(PES), que sdo as solugdes para a equagao de Schrodinger eletronica. Assim, a resolugao da
equacdo de Schrodinger eletronica para uma determinada geometria nuclear (equacdo 9)
fornece a energia da funcdo de onda eletronica (E.), que assume o papel de energia potencial
na resolugio da equagdo de Schrodinger nuclear (equagdo 10),° ndo abordada neste trabalho.

H,y,(Rr)=E,R)y,(Rr) 9

(T, +E,(R)y,(R)=E,,, v,(R) (10)

A Figura 2 mostra a construcdo dos pontos estaciondrios da curva de energia potencial
da molécula de H," (V.. = zero), pela aproximacdo de Born-Oppenheimer. O célculo é

repetido até que a energia minima correspondente aos nucleos estaciondrios no equilibrio é
alcancada:

Molécula de H,*(Vee=0) v =&
nn R
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Figura 2 - Aproximagio de Born-Oppenheimer para a molécula de H,"



A energia eletronica normalizada aproximada pode ser expressa como:

E =(y|HJy) A1)

O operador (H.) pode ser separado de acordo com o nimero de elétrons envolvidos. O
operador (h;) descreve o movimento do elétron “i” sob o potencial do campo resultante de
todos os nucleos. O operador (g;j) representa o potencial de repulsdo entre dois elétrons i e j?

h=-2Vi-Y L (12)

2 - ‘Ra —

13)

N N N
H, =Y h+>> g;+V, (14

Para tornar a func¢do de onda antissimétrica — uma exigéncia fisica pertinente a
natureza do elétron - escreve-se a mesma na forma de determinantes, chamados determinantes
de Slater. As colunas no determinante de Slater sdo preenchidas por spin-orbitais ®;(N)
(orbitais formados pelo produto de funcdes de onda espaciais de um tunico elétron e fungdes
de spin (a ou B)).

O operador potencial de repulsdo nuclear (V,,) ndo depende das coordenadas
eletronicas e pode ser integrado como uma constante:

(AV,.l¢)=V,, @5)

O operador h; pode ser integrado para gerar as componentes cinéticas da energia
eletronica (h;):

(dm|o)=h (6)

O operador g;; pode também ser integrado gerando dois termos distintos. Um termo €
chamado integral coulombiana (J;;) e € equivalente a repulsdo cldssica entre dois elétrons. O

outro termo € chamado integral de troca (Kj) e € equivalente a parcela que representa a
energia estabilizante entre dois elétrons de mesmo spin:



<¢1 (i)¢2 (])‘glj

6,0, (i) =7, (7)

(0()0,(j) 25000, (1)) =K, (18)

A energia do sistema pode entdo ser escrita como:

N N N
E=Yn+>Y Y, -K,)+V, (19
i=1

i=l j>i

O objetivo agora € determinar o conjunto dos orbitais moleculares para os quais
obtém-se um minimo de energia, com a restricdo dos orbitais permanecerem ortogonais €
normalizados. Com o auxilio matematico do multiplicador de Lagrange, o operador desta
equacgdo pode ser escrito numa forma mais simples, fun¢do de apenas um elétron, onde passa
entdo a ser denominado operador de Fock (F)):

= i+ﬁ(1j—1<j) (20)



As equacdes seguintes descrevem o sistema molecular numa situacdo de energia
cinética zero para os nucleos, isto €, na abordagem termodinamica, exatamente no zero
Kelvin, um limite inalcanc¢dvel experimentalmente.

Para que o sistema molecular isolado possa incorporar ao menos parte do movimento
vibracional, a aproximagao de oscilador harmonico pode ser utilizada, e o sistema entdo assim
teria sua energia corrigida para seu primeiro nivel vibracional, isto €, aquele de menor energia
(fundamental). A este valor denominamos energia do ponto zero (Up). Na realidade,
precisamos ainda corrigir Uy para que possamos obter G0298,15K, pois € a diferenca da energia
livre de Gibbs padrdo entre os conférmeros da isomaltose (AG0298,15K), que responde por sua
abundancia relativa. Em fase gasosa, estas transformacgdes obedecem as seguintes equagdes:

U,=U+ZPE (24)

ZPE = %hvo (25)

Onde U ¢ a energia eletronica do sistema no zero Kelvin e ZPE € a energia do ponto
zero, sendo Vj a freqiiéncia de vibra¢ao fundamental para o modelo do oscilador harmonico.

U298K = UO + E + Evib + Erot (26)

trans

Uygs € a energia interna do sistema na temperatura de 298 K , € Equans, Evib € Erot as
corregdes translacionais, vibracionais e rotacionais, segundo o modelo de géds ideal
monoatémico, para esta mesma temperatura.

Hygy =Uygy + PV =U,u +RT  (27)
Hyos x € a entalpia do sistema a temperatura ambiente.

Ghosx = Hyogx =TS (28)

Finalmente a equacdo 28 reporta o valor de energia livre de Gibbs para o sistema a
temperatura ambiente (Gagg ). S € a entropia e T a temperatura do sistema.

Sempre no sentido de aproximar o modelo teérico o maximo possivel da situacdo real,
isto é, aos sistemas bioldgicos, onde a isomaltose particularmente nos interessa, podemos
finalmente assumir que neste ambiente o sistema se comportaria de modo bastante préximo
aquele em solugdo aquosa. E, portanto, com o objetivo de descrever a isomaltose em solugdo,
utilizamos o modelo “Polarizable Continuum Model” (PCM).IO’11 Neste modelo o solvente €
descrito como um dielétrico polarizavel, no qual se abre uma cavidade onde insere-se o
soluto. A geometria desta cavidade guarda correspondéncia com a geometria do soluto
(Figura 3).



O soluto interage com o “solvente” através de uma distribuicao de cargas depositadas
sobre a superficie da cavidade. Os valores destas cargas sdao obtidos auto-consistentemente,
quando da resolu¢do da nova equacdo de onda, que contém agora o operador de interacao
soluto-solvente'".

Ayv=|0"+V,ly=Ey 9

G, =G

eletrost

+G,,, +G (30)

solv rep—dis

H° é o operador hamiltoniano do sistema isolado e Viy¢ 0 potencial de intera¢io soluto-
solvente. Sendo o auto-valor E da equacdo (29) a grandeza Geeos da equacdo (30), dita
componente eletrostitica da energia de solvatacdo (Gsoy). As outras componentes, obtidas a
partir de expressdes semi-empiricas, sao a energia de cavitaciao (Geay) € a energia de repulsdo
e dispersao (Grep_disp).12

Figura 3 — Exemplo de cavidade para uma geometria de um dissacarideo.



4. METODOLOGIA

4.1 Os angulos diedros da ligacao glicosidica o (1,6)




Considerando que o angulo diedro Q (O1-C’6-C’5-0O’5) (6mega) da ligacdo
glicosidica o (1,6) da molécula da isomaltose pode assumir somente trés valores que
conferem a molécula menor energia (Fig. 4a e 4b), a geometria correspondente a cada um
destes trés valores de Q foi construida através do programa GAUSSVIEW.'® Os outros dois
angulos @ (phi), ¥ (psi) da ligagdo glicosidica foram construidos ao acaso, apenas com a
restri¢ao de que a definicdo de seus valores, em cada conformacdo, ndo provocasse repulsoes
estéricas devido a grande proximidade entre os dtomos dos dois anéis monossacaridicos.

A mecanica molecular (MM), com o campo de forca DREIDING,17 foi o método
classico escolhido para calcular as trés estruturas de partida. Cada geometria obtida apés estes
calculos foi denominada de: ISOMA_OPT_TG, ISOMA_OPT_GT e ISOMA_OPT_GG
(fig.4-Resultados). E importante ressaltar que, nesta etapa inicial, para cada conférmero, os
trés angulos da ligagao glicosidica, @ (phi), ¥ (psi) e Q (6mega) puderam variar livremente
até convergirem para valores que definem uma estrutura com energia minima, segundo o
campo de forca utilizado. Os valores do angulo €, como esperado, permaneceram
praticamente inalterados em todos os conformeros. Apesar da vantagem em relacdo ao tempo
de computagdo, que nesta etapa foi de apenas alguns segundos, este método cldssico, assim
denominado por usar as leis cldssicas da fisica, falha ao ndo descrever quantitativamente
propriedades da molécula que dependem da sua distribui¢do eletronica, tais como o efeito
exo-anomérico e as ligacdes hidrogénio. Como veremos a seguir, estas trés geometrias serao
utilizadas apenas como estruturas iniciais de partida em um célculo quantico que considera o
movimento eletrdnico e, portanto, descreve melhor as propriedades deste dissacarideo. E
importante salientar que descartamos os métodos semi-empiricos porque nestes muitas das
integrais sdo estimadas mediante dados experimentais. Os dados experimentais disponiveis na
literatura para a isomaltose sao muito escassos € os dados tedricos sdo bastante divergentes
em seus resultados.

Partindo-se entdo das estruturas ISOMA_OPT TG, ISOMA_OPT GT e
ISOMA_OPT_GG, para cada uma delas foi construido o respectivo mapa conformacional,
obedecendo-se o seguinte critério: foi realizada uma varredura nos angulos @ e ¥
independentemente, com incrementos de 30° em cada, gerando 12 estruturas com diferentes
valores de @, para cada valor fixo de ¥ , perfazendo no final um total de 144 estruturas
otimizadas para cada um dos 3 mapas contruidos. Nesta etapa do trabalho, todas as estruturas
tiveram o angulo Q controlado (através da eliminacdo das geometrias cujos angulos Q se
alterassem significativamente), uma vez que era uma variavel geométrica otimizavel, para que
se pudesse garantir que apds a otimizacdo a estrutura obtida de fato pertencesse ao
correspondente mapa com geometria relaxada TG, GG ou GT.

A partir dos mapas conformacionais, foram identificadas, em cada um, as respectivas
regides de energia minima, para cada par de angulos @ e W, para um unico valor de Q. As
estruturas obtidas foram otimizadas em duas etapas: na primeira mantiveram-se fixos os
valores de @ e ¥, e a partir da geometria final desta etapa, estes adngulos também foram
otimizados na segunda etapa, quando realizou-se uma otimizacdo de geometria sem qualquer
restricdo. Para estas estruturas finais foram realizados célculos de freqii€ncia vibracional,
tanto para propriamente caracterizar estas estruturas como minimos de energia, como para
possibilitar a incorporagdo das corre¢des térmicas e entropicas.

Todos os cdlculos foram realizados em nivel HF com uma base do tipo 6-31G(d,p),
uma descri¢do adequada para a investigacdo da geometria de carboidratos.'®

Os calculos em solucdo foram realizados com o modelo de solvatagao ‘“Polarizable
Continuum Model” (PCM), na sua formulacio de equagdes integrais (IEF-PCM)."? Os raios
das esferas, que definem as cavidades, utilizados neste trabalho sao: 2,28 A para os atomos de
C (que englobam os dtomos de H), 1,80 A para os atomos de O e 1,44 A para os atomos de H
pertencentes ao grupo hidroxila, que receberam esferas préprias.



Os programas computacionais utilizados neste trabalho foram: para a obtencdo das
estruturas de partida, como anteriormente mencionado, utilizamos o programa
GaussianW(98);"” para a realizacio dos cdlculos utilizados nos mapas conformacionais,
utilizamos o programa Jaguar 6.0;*° na constru¢do dos mapas conformacionais (realizada a
partir da interpolacdo dos dados obtidos na etapa anterior) utilizou-se o programa Surfer16 *!
e finalmente nos cdlculos de otimizagdo de geometria das estruturas provenientes dos mapas
conformacionais, tanto no vacuo como em solugdo, utilizamos o programa Gaussian03 (Rev
B. 05).”

A Figura 5 mostra um esquema contendo as principais etapas da metodologia:

Mecanica Molecular

(Campo de Forga Dreiding)
FSorUA OO0 S Ttk v A (98)

01 minimo TG
01 minimo GT
01 minimo GG

Geometrias
iniciais

Analise conformacional
(@ fixo, Energia (¢,y)

programa Jaguar 6.0

11 minimos TG
13 minimos GT
12 minimos GG
Otimizagcao com

¢ e y fixos
programa Gaussian 03

Mapas
Conformacionais

Caracterizacédo das 11 minimos TG

estruturas de minimos | 13 minimos GT
12 minimos GG

Reotimizacao com
o,y e Q livres

programa Gaussian 03

Reducdo no nimero de| 06 minimos TG
estruturas de minimos | 06 WO

06 minimos GG

Analise vibracional
(calculo de frequencia)

programa Gaussian 03

06 minimos TG
06 (o !
06 minimos GG

Solvatacéo
das estruturas

Calculos em solvente
(single point)

programa Gaussian 03

Figura 5§ — Esquema contendo as principais etapas dos calculos executados.



5. RESULTADOS

5.1 Geometrias de Partida

As geometrias iniciais para a isomaltose (Figura 6), provenientes do célculo de
mecanica molecular, apresentaram os seguintes angulos diedros (Tabela 1):

Tabela 1 — Geometrias iniciais para a isomaltose

Conformero @ (05-C1-01-C6’) (C1-01-C6’-C5’) Q(01-C’6-C’5-0’5)

TG 111° 175° 180°
GT 230° 155° +60°
GG 157° 295° —60°

Figura 6 — Geometrias de partida da isomaltose nas conformagdes TG (Q = 180°), GT (Q =
60°) e GG (Q =-60°), respectivamente.




5.2  Mapas Conformacionais

Conforme mencionado, os angulos diedros @, ¥ definem a orientacdo relativa dos
anéis monossacaridicos da molécula de [-isomaltose nos mapas conformacionais onde
também relatamos os respectivos valores de energia para a conformacdo em questdo. As
regides de energia minima foram identificadas tomando-se as coordenadas do centro de cada
regido. Sao apresentados valores de energia relativa, com referéncia ao menor valor de
energia obtido pela interpolacao.

5.2.1 Mapa Conformacional para o Conformero TG

Foram encontradas onze regides, com valores minimos de energia, tendo como ponto
de partida o conférmero TG (€ = 180°). Elas sdo identificadas no mapa conformacional da
Figura 7 e transcritas para a Tabela 2, apresentadas a seguir.

5.2.2 Mapa Conformacional para o Conformero GT

Foram encontradas treze regides, com valores minimos de energia, tendo como ponto
de partida o conférmero GT (Q2 = +60°). Elas sdo identificadas no mapa conformacional da
figura 8 e transcritas para a Tabela 3, apresentadas a seguir.

5.2.3 Mapa Conformacional para o Conformero GG

Foram encontradas doze regides, com valores minimos de energia, tendo como ponto

de partida o conformero GG (Q = - 60°). Elas sdo identificadas no mapa conformacional da
Figura 9 e transcritas para a Tabela 4, apresentadas a seguir.
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5.3 Otimizacao dos Parametros Geométricos

Os 36 (trinta e seis) conférmeros, 11 (onze) do mapa TG, 13 (treze) do mapa GT e 12
(doze) do mapa GG, identificados nos trés mapas descritos anteriormente, tiveram as suas
geometrias otimizadas em duas etapas.

Na primeira etapa, todas as varidveis geométricas a excec¢ao dos angulos diedros @ e
Y, foram otimizadas e, portanto, o nimero total de estruturas (com energias relativas
minimas) permaneceu inalterado. Na segunda etapa, entretanto, quando todas as varidveis
geométricas destas estruturas foram relaxadas e otimizadas, houve uma significativa reducao
no nimero de conféormeros, pois muitos convergiram para uma mesma estrutura, ao final do
processo.

Tabela 5- Angulos diedros @ e W obtidos apés uma otimizacdo total dos pardmetros
geométricos dos conformeros das tabelas 2,3 e 4.

Regido 0 (05-C1-01-C6’) ¥ (C1-01-C6’-C5’)

TG (Q = 180°)
A 77° 159°
B 79° 120°
C 76° 246°
E 108° 293°
J 258° 187°
L 145° 268°
GT (Q = + 60°)
B 92° 74°
C 65° 195°
E 94° 293°
I 140° 187°
L 113° 279°
N 311° 212°
GG (Q = - 60°)
A 75° 85°
B 77° 162°
C 69° 179°
E 142° 193°
F 96° 244°
M 68° 90°
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Figura 10 — Valores dos angulos diedros @ e ¥ dos conférmeros da Tabela

Na Tabela 5 e na Figura 10 apresentadas acima, apresentamos os valores finais para os
angulos @ e P, preservando-se a identifica¢do original de cada um dos trés mapas.

Como podemos perceber pelos dados reportados, dos 11 conférmeros com angulo €2
correspondente a classificacdo TG, somente 6 estruturas finais foram obtidas. Para a
conformagdo GT, das 13 estruturas iniciais, somente 6 foram obtidas e finalmente para a
conformagao GG, das 12 estruturas de partida, somente 6 estruturas finais foram obtidas.

Na Figura 10, podemos observar a grande variacdo do angulo ¥ em func¢do de cada
conférmero, condizente com o maior grau de liberdade deste angulo; enquanto a maioria dos
valores do angulo @ se encontra préximo a 80°, em consonincia com o esperado efeito exo-
anomérico.

54 Solvataciao

Considerando que o nimero de estruturas estdveis obtidas para este dissacarideo é
bastante grande (18 conformagdes), e que, freqiientemente, o efeito do solvente ndo altera
significativamente a geometria das estruturas,” definidas basicamente por intera¢des intra-
moleculares, optou-se por consideréd-lo através da realizacdo de célculos tipo single point para
as estruturas cujas geometrias foram obtidas em fase gasosa. Um pequeno teste, entretanto, foi
realizado para comprovar a validade desta aproximacg@o. Na Tabela 6 e na Figura 11 sdo
reportados os valores de @ e W para alguns conférmeros, cujas geometrias foram otimizadas
em fase gasosa e em solugdo. Pode-se verificar que as regides de estabilidade para a molécula
de isomaltose em solucdo aquosa, definidas pelos dngulos @ e ¥, sdo aproximadamente as
mesmas que aquelas obtidas em fase gasosa, mostrando a validade da aproximacao do cédlculo
tipo single point.



Tabela 6- Valores para os dngulos diedros @ e ¥ para o conformero GT em fase gasosa e em
solugdo, otimizados em cada fase.

GT FASE GASOSA SOLUCAO
0] b 4 (] b 4
C 65,89° -164,79° 70,58° -172,58°
E 94° -68° 96,62° -71,53°
Q 49.45°  -147,84°  -56,46°  -146,93°
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Figura 11 — Valores para os dngulos diedros @ e ¥ para o conférmero GT em fase gasosa e
em solugdo (Tabela 6).

5.5 Calculo das Populacoes em Fase Gasosa e em Solucao

Com o objetivo de considerar o efeito do solvente, as energias de solvatagdo foram
calculadas usando as respectivas geometrias otimizadas em fase gasosa, considerando
também as componentes ndo-eletrostiticas da energia de solvatacdo. As populacdes de
Boltzmann, em fase gasosa e em solucdo aquosa, depois de considerar as corre¢des térmicas e
entrépicas a energia, sdo reportadas na Tabela 7, a seguir.



Tabela 7 - Valores de energia, em kcal/mol, envolvidos no cédlculo das populacdes de
Boltzmann em fase gasosa (p®°)e em solucdo aquosa (p®); Momento de dipolo elétrico,
u, em debyes, D, para cada conférmero.

Pt_®() W) AUrg AGeor AGH™ AGsy AGS p(%) pi™(%) p** (D) (D)
TG (Q=180°)

A 77 159 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 25,8 24,9 7,2 8,3
B 79 120 3,78 -0,13 364 3,72 3,58 5,9 5,9 6,3 7,3
C 76 246 6,10 -040 570 470 4,29 2,6 4,4 4,0 4,6
E 108 293 6,57 0,62 719 5,75 6,37 1,4 1,9 3,7 4,4
L 145 268 531 -0,76 454 542 4,65 4,1 3,8 5,9 6,6
J 258 187 1162 -0,50 11,12 11,37 10,86 0,3 0,3 6,1 7,0

40,1 41,2

GT (2= + 60°)

B 92 74 3,93 0,11 405 296 3,08 5,0 7,2 3,2 3.9
C 65 195 335 -056 2,79 3,12 256 8,3 8,9 3,6 4,6
E 94 293 568 -033 535 594 5,61 3,0 2,6 4,5 59
| 140 187 8,06 -166 6,40 690 524 1,9 3,0 3,5 4,0
L 113 279 727 -099 628 7,45 6,47 2,1 1,8 3,1 3,9
N 311 212 12,87 -044 12,42 10,94 10,49 0,2 0,3 4,3 55

20,5 23,8

GG (Q=-60°)

A 75 86 423 -0,50 3,73 517 4,67 5,7 3,8 7,2 8,7
B 77 162 261 -0,72 190 292 221 12,0 10,2 1,6 2,1
c 69 179 153 -036 1,17 265 229 16,0 9,9 5,2 6,4
E 142 193 6,96 -1,24 5,71 6,83 5,58 2,6 2,6 3,6 4,1
F 96 244 6,89 0,66 7,55 4,78 5,44 1,2 2,8 1,6 1,8
M 68 90 712 -067 645 433 3,66 1,9 57 7,9 9,9

39,4 35,0

a) AUt_ok = Up—gk(conf X) - Urgx(conf TG-A). Para o conférmero TG-A, Ur_gx=-1290,721085 u.a.;

b) AGeor= Geor(conf X) - Geor(conf TG-A), onde Geor= GOT=298,15K - Ur—ok, que dd conta de todas as
corregdes térmicas e entropicas, que levam a energia interna (U) a energia livre de Gibbs. Para o
conformero TG-A, AG.,; = 0,351282 u.a.;

¢) AGgna™ = AG’1n05 15k em fase gasosa para um dado conformero, sendo igual 2 AUk + AGeor:

d) AG,= Gyo(conf X) - Gyo(conf TG-A), onde G, e~ a energia do conférmero em solugdo aquosa.
Normalmente este simbolo vem associado a energia de solvatacdo, definida como a diferenca de energia
do soluto em solug@o e no vacuo (Gyo - Ur—ok); porém aqui este simbolo se refere a estabilidade relativa
dos conférmeros em solugdo, em relacdo ao conférmero TG-A. Para o conféormero TG-A, Gsol = -
1290,749068 u.a.;

e) AGﬁnaf"l = AGOT=298,1 sk em solucdo para um dado conférmero, sendo igual & AGy + AGeop-

f) ¥ e p* (D) = momento de dipolo elétrico em fase gasosa e em solucdo, respectivamente
(D=debyes).

2) pE(%) e p;°(%) = populagio de Boltzmann calculada para cada conférmero em fase gasosa e em
solucdo aquosa, respectivamente.

Analisando as Figuras 12, 13, 14, 15, 16 e 17 a seguir, vemos que o efeito da
solvatacdo, apesar de nao criar novas regides de estabilidade, altera as energias livre de
Gibb's (AG) e, portanto, modifica o porcentual da populagdo de cada conférmero.
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Figura 12 — Valores de energia livre de Gibb’s relativas (AG) envolvidas no cdlculo das
populacdes de Boltzmann (%), para o conformero TG em fase gasosa.
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Figura 13 — Valores de energia livre de Gibb’s relativas (AG) envolvidas no calculo das
populacdes de Boltzmann (%), para o conformero TG em solug¢do aquosa.
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Figura 14 — Valores de energia livre de Gibb’s relativas (AG) envolvidas no célculo das
populacdes de Boltzmann (%), para o conformero GT em fase gasosa.
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Figura 15 — Valores de energia livre de Gibb’s relativas (AG) envolvidas no célculo das
populacgdes de Boltzmann (%), para o conformero GT em solucio aquosa.
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Figura 16 — Valores de energia livre de Gibb’s relativas (AG) envolvidas no célculo das
populacdes de Boltzmann (%), para o conformero GG em fase gasosa.
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Figura 17 — Valores de energia livre de Gibb’s relativas (AG) envolvidas no cdlculo das
populacgdes de Boltzmann (%), para o conformero GG em solucio aquosa.




A figura 18 a seguir mostra que as corre¢des térmicas e entropicas efetuadas na
energia interna da molécula seguem um padrdo semelhante, na maioria dos conformeros,
ndo alterando significativamente a relagcdo existente entre os conformeros.
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Figura 18 — Gréfico da diferenca de energia interna a T=0 °C (AU), da diferenca de
energia livre de Gibb’s em fase gasosa, a T=25 °C (AGgas), e da diferenga de energia livre

de Gibb’s em solucdo aquosa, a T=25 °C (AGsol) O conférmero TG-A € o minimo global
absoluto (referéncia).

5.6 Calculo de *Jc
Com o objetivo de validar os conformeros obtidos para a isomaltose, as constantes de
) 3 A - PN -
acoplamento de spin heteronuclear “Jc i, um parametro muito sensivel as variacdes angulares,

foram calculadas para os dtomos da ligacdo glicosidica (Figura 19), usando uma equagdo tipo
Karplus24 para os segmentos H;-C;-0,-C’¢, H’6-C’6-0;-C; e H’6-C’6-0;-C;; na forma:

] . =57cos’(®@")-0,6cos(®")+05 (31)

C6,H

" =(H,-C,—0,-C,) (32

To e =5,7c0s* (@ )-0,6cos(®@™ ) +0,5 (33)
&% =(H,-C,-0,-C,) (34)

)
3 _ 2 Hf H;
Je e =57cos* (@)= 0,6c0s(®@")+05 (35
®" =(H{-C;~-0,-C) (36)



1-C1-01-C’6, H'6-C6-
de spin heteronuclear

Figura 19 — Defi
O]-C] € H”ﬁ—C’(,—
3

Jen.

Os valores médios de “Jcoemr » “Jerwe € “Jeiure para todos os confOrmeros, em
solugdo aquosa, foram calculados através de uma média ponderada (onde as populagcdes de
Boltzmann sdo os pesos) (Tabela 8).

Tabela 8 - Populacio de Boltzmann (p*°(%)) e constante de acoplamento de spin
heteronuclear (3J icn), em Hz, para cada conférmero.

Pt © g PiSOI(%) 3JiC’6,H1 3JiC1,H’6 3Jic1,H”6
TG (Q =180°)

A 77 159 249 3,29 3,39 0,57
B 79 120 5,9 3,48 5,59 2,42
C 76 246 44 3,29 2,82 5,52
E 108 293 1,9 5,47 6,68 2,03
J 258 187 0,3 4,92 5,29 2,20
L 145 268 3,8 4,34 1,02 4,09
GT (Q =+ 60°)
B 92 74 8,9 464 2,65 6,45
C 65 195 7.2 2,29 0,73 2,93
E 94 293 26 4,71 6,68 2,03
| 140 187 1,8 4,71 1,14 2,20
L 113 279 3,0 5,56 6,03 3,20
N 311 212 0,3 6,29 0,53 4,34

GG (Q=-60°
75 85 10,2 3,20 3,48 5,81
77 162 9,9 3,29 3,11 0,65
69 179 2,6 2,56 1,62 1,55
142 193 3,8 4,57 0,86 2,65
96 244 28 4,91 2,62 5,54
68 90 5,7 2,56 4,01 5,39

S T1TmoO W >




Na Tabela 9 reportamos os valores médios de 3JC’6,H1 , 3Jc1,H’6 € 3Jc1,H”6 calculados e
os respectivos valores experimentais para a isomaltose.

Tabela 9 - Valores médios de 3JC’6,H1 , 3Jc1,H’6 € 3Jc1,H”6 (em Hz) calculados e
. .7 .
experimentais’ da isomaltose.

Isomaltose Referéncia 3JC,6,H1 3JC1,H’6 3JCI,H”6
Valor Experimental (Hz) 7 3,6 2,9 2.4
Este Trabalho (Hz) - 3,60 3,13 2,54
Desvio (%) - 0,0 6,9 4,2

Para efeito de comparacdio com os valores experimentais, no cdlculo
do desvio (%), os nossos valores foram aproximados para uma casa
decimal.

5.7 Discussao dos resultados e comparacao com outros dados encontrados
na literatura.

Analisando os valores das populagdes de Boltzmann, calculadas para cada
conformero, da Tabela 7, vemos que a molécula de isomaltose assume, tanto em fase gasosa
quanto em solucdo aquosa, muitas conformacdes estdveis, com populacdes significativas e
bastante distintas com relacdo aos valores dos angulos diedros, porém bastante semelhantes
com relac@o a energia minima. Este fato estd de acordo com a peculiar ligacdo glicosidica a
(1,6) da isomaltose,” definida por trés dngulos diedros @, ¥ e Q, cuja geometria permite uma
maior distancia entre as duas unidades glicosidicas e, portanto, um grau de liberdade muito
mais elevado para os valores destes angulos diedros.

Estendendo a andlise acima para outros dados encontrados na literatura, (Tabela 10)
vemos que o elevado nimero de regides de energia minima (n° total de conformeros)
apresentadas neste trabalho somente pode ser comparado com o trabalho que utilizou o
método semi-empirico PCILO* (perturbative configuration interaction with localized
orbitals).

No nosso trabalho, o conformero TG, representado na Tabela 7 por seis regides de
estabilidade, possui a maior abundancia tanto em fase gasosa (40,1%), quanto em solucdo
aquosa (40,2%), com relagdo aos conformeros GT (20,5%; 23,8%) e GG (39,4%; 35,0%).
Apesar disto, a distribui¢do populacional € aproximadamente homogénea entre os trés
conformeros TG, GT e GG. O conformero TG-A representa a regido com a menor energia
(valor minimo absoluto ou global), porém as diferencas relativas entre as energias dos
conformeros sdo pequenas.

O fato de o conférmero TG apresentar, neste trabalho, uma abundancia relativa um
pouco maior que os conformeros GT e GG estd em discordincia com os resultados obtidos na
maioria dos trabalhos anteriores de modelagem da isomaltose,”* que mostram uma
preferéncia pelos conformeros GT e GG, com relagdo ao conformero TG (Tabela 10 e Figura
20). Estes trabalhos comparam o angulo €2 da ligacdo glicosidica com o respectivo angulo ®
do grupo hidroxi-metilénico livre. Neste caso, a conformacao tg (o = 180°) do grupo hidroxi-
metilénico esta sujeita a uma interacdo sin-axial desfavoravel. Através da andlise dos nossos
resultados, acreditamos que, no caso do conformero TG (€ = 180°), o aumento da energia
decorrente desta interacdo desfavordvel seja amplamente compensado pela diminui¢do da



energia devido a um distanciamento médio maior dos dtomos dos dois anéis
monossacaridicos.

Considerando que a definicdo do angulo diedro Q € um tanto quanto arbitraria, e
vérios autores” utilizam uma outra seqiiéncia de 4tomos Q* (O1-C’6-C’5-C’4) em suas
defini¢des, para que a comparagdo com nossos dados possa ser realizada, usaremos ambas as
seqiiencias Q (O1-C’6-C’5-0’5) e Q* (0O1-C’6-C’5-C’4) na Tabela 10, que reporta os
valores das ocorréncias dos conformeros TG, GT e GG da isomaltose em diversos trabalhos.

Outros autores® utilizam a seqiiencia Q** (01-C’6-C’5-H’5) porém, esta foi
convertida para a seqiiéncia padraio Q (O1-C’6-C’5-0’5), que envolve somente atomos
pesados.

Tabela 10 — Nimero de conformeros encontrados para a isomaltose em fun¢ao do angulo Q.

Parametro Este trabalho MD® MM3° PCILO"
N¢ de conférmeros TG (Q=180° / Q*=-609) 6 0 1 4
N¢ de conférmeros GT (Q=+602 / Q*=1809) 6 3 3 6
N? de conférmeros GG (Q=-60° / Q*=+60°) 6 3 2 5
N? total de conférmeros 18 6 6 15

a) MD? (molecular dynamics)
b) MM3” force field
c) PCILO* (perturbative configuration interaction with localized orbitals)

N
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16 0O Este trabalho
2 o PCILO

8 m MM3
6

4 m MD
2 i

AL Ir

TG GT GG TOTAL
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Numero de ocorréncias

Figura 20 — Comparacao dos nimeros de regides de energia minima (tabela 10).



O angulo @ assume, em todos os trabalhos,z'4 preferencialmente, um valor préximo a
80°, em conformidade com o esperado pelo efeito exo-anomérico™’, que limita a rotacao
deste angulo.

O angulo ¥ ndo € analisado aqui, devido ao fato do mesmo possuir um grau de
liberdade muito maior e, portanto, poder assumir praticamente qualquer valor, sendo este
valor restringido apenas pela posicio relativa dos outros dois 4ngulos diedros @ e Q.2

Considerando que os nossos resultados, com relagdo ao nimero de regides de energia
minima e a ocorréncia do conféormero TG, sejam aproximadamente semelhantes aos obtidos
pelo trabalho com método semi-empirico PCILO* (perturbative configuration interaction with
localized orbitals) (Tabela 10 e Figura 20), estendemos um pouco mais a andlise entre os dois
trabalhos, comparando os angulos @, ¥ ¢ Q (TG, GT e GG), bem como a abundéncia relativa
de cada conformero representativo da regido de estabilidade (Tabela 11e Figura 21).

Tabela 11 — Geometria (dngulos @, ¥ e Q, em graus) e abundincia relativa
(populagao de Boltzmann, em solucdo) de cada regido de estabilidade da molécula da
isomaltose.

Este Trabalho PCILO®
Pt ®(®) WO p’%| Pt () YO p’%

TG-B 79 120 59
TG-C 76 246 44 TG3 63 210 1,6
TG-E 108 293 19 TG4 101 288 0,0
TG-L 145 268 3,8
TG-J 258 187 0,3

TG-2 64 181 55

GT-B 92 74 72 GT-3 103 70 0,3
GT-C 65 195 89 GT-2 65 18 24
GT-E 94 293 26 GT-5 86 289 0,2

GT-L 113 279 1.8

GT-N 311 212 0,3
GT-1 61 214 3,0
GT-4 66 82 0,0

GG-A 75 85 38 GG-3 68 89 0,8
GG-B 77 162 10,2
GG-C 69 179 99 GG-2 64 190 194
GG-E 142 193 26 GG4 154 211 0,0
GG-F 96 244 238
GG-M 68 90 5,7

GG-5 143 259 0,0

pi’ % = populagio de Boltzmann calculada para cada
conférmero, em solugdo aquosa.
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Figura 21 — Comparagdo da abundancia relativa das regides de energia

minima para os conférmeros TG, GT e GG.




Na Tabela 11, alinhamos os conféormeros que estdo aproximadamente na mesma
regido de estabilidade (angulos @, ¥ e Q semelhantes) e identificamos com um sombreado
claro cada regido cuja populacdo relativa (p;° %) tem, aproximadamente, o0 mesmo valor nos
dois trabalhos. Identificamos com um sombreado escuro cada regido semelhante, porém com
populacdo drasticamente diferente nos dois trabalhos.

Devido a nossos resultados estarem um pouco discrepantes dos trabalhos anteriores
encontrados na literatura, comparamos os valores calculados das constantes de acoplamento
de spin heteronuclear médias (*Jc ;) com os seus respectivos valores experimentais’ (Tabela
12 e Figura 22).

Tabela 12 — Valores de *Jc y calculados e experimentais nas diversas metodologias.

Parametro Este trabalho PCILO* MM’
3JC’6,H1 médio calculado (Hz) 3,60 3,2 3,1
3JC’6,H1 experimental (Hz) ’ 3,6 3,6 3,6
Desvio (%) 0,0 11,1 13,9
3JC1,H’6 médio calculado (Hz) 3,13 3,1 23
3JC1,H’6 experimental (Hz) ’ 2,9 2,9 2,9
Dol 6.9 69 207
3JC1,H”6 médio calculado (Hz) 2,54 1,6 1,4
3JC1,H”6 experimental (Hz) ’ 24 24 24
Dt () 42 333 417

Para efeito de compara¢do com os valores experimentais e com 0s
valores calculados dos outros trabalhos, no calculo do desvio (%), os
nossos valores foram aproximados para uma casa decimal.
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Figura 22 — Comparacio dos valores de *Jcy calculados nas diversas metodologias com os
respectivos valores experimentais.

Comparando os parametros analisados na Tabela 12 e na Figura 22 (3Jc,6,H1, 3JC1,H’6 e
Jeime), observamos que este trabalho obteve os valores mais préximos dos respectivos
valores experimentais, para os trés parametros, o que valida as estruturas obtidas a partir dos
mapas conformacionais calculados.



6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Considerando os resultados apresentados e discutidos no presente trabalho para a
molécula de isomaltose, chegamos a algumas conclusdes e perspectivas, que sdo relacionadas
abaixo:

Para as estruturas obtidas como as mais estdveis, a variagdo do dngulo @ é menor do
que a variagdo do angulo ¥, comprovando a influéncia do efeito exo-anomérico na restricao
da rota¢do do angulo @;

Diferentemente do angulo ® do grupo hidroxi-metilénico livre, cuja conformacio tg
(0 = 180°) esta sujeita a uma interagdo sin-axial desfavordvel (efeito “gauche”), neste trabalho
as trés conformacgdes do angulo Q (TG, GT e GG) sdo igualmente abundantes;

Os dados obtidos neste trabalho mostram que o efeito da solvatagdo ndo cria novas
regides de estabilidade, porém, hd uma variacdo na abundancia relativa dos confoérmeros,
dependendo do meio em que o sistema se encontra: fase gasosa ou solucdo aquosa.

Hé sempre a necessidade de validacao das estruturas obtidas através da comparacao de
qualquer propriedade calculada para estas com o respectivo valor experimental. A
propriedade escolhida neste trabalho foi a constante de acoplamento de spin heteronuclear
(Jen) devido ao fato desta ser muito sensivel a pequenas variagdes nos valores dos angulos
glicosidicos @ (phi), ¥ (psi) e Q (0mega), que justamente definem a conformagdo da
molécula de isomaltose. Comparando com outros valores reportados em trabalhos existentes
na literatura, os valores médios de 3JC_H obtidos a partir do conjunto de conféormeros deste
trabalho sdo aqueles que mais se aproximam dos valores experimentais.

Apesar de usarmos um método ab initio, este trabalho € aquele que apresenta o maior
nimero de confOormeros para a isomaltose. Comparando com outros métodos cldssicos, o
presente método fornece nao somente populagdes distintas, como também descreve regides de
estabilidade diferentes daquelas encontradas nestes outros métodos.

Tendo em vista a importancia da ligacdo glicosidica a (1,6) para a ramificacdo das
cadeias lineares de carboidratos mais complexos, tais como o glicogénio e o amido, daremos
continuidade a este trabalho, utilizando os resultados aqui obtidos como base para o
desenvolvimento de um campo de for¢a mais especifico e representativo dos 4dtomos do
fragmento correspondente a ligacdo a (1,6). Com este objetivo, modificaremos um campo de
forca existente, e que ja seja amplamente utilizado no estudo de carboidratos, através da
introducdo de parametros que sejam capazes de descrever os diversos efeitos na conformagdo
da ligacao a (1,6) entre duas unidades monossacaridicas.

Almejamos, com o desenvolvimento deste campo de for¢ca modificado, melhorar a
reproducdo da estrutura e das preferéncias conformacionais dos carboidratos, possibilitando
aos métodos cldssicos de mecanica e dinamica molecular alcancarem resultados tdo préximos
dos experimentais quanto os previstos pelos métodos ab initio, porém com as vantagens do
menor tempo computacional e da possibilidade de tratar sistemas bem mais extensos e
complexos.
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ANEXOS

Anexo 1 — Geometrias dos 18 conformeros do anexo 2.

Anexo 2 — Coordenada atdmicas Xyz e energia livre de Gibb’s em fase gasosa, G #° (u.a.) e
em solucdo aquosa, Gy ** (u.a.), apds todas as correcdes térmicas e entrGpicas, das 18
estruturas obtidas apds a otimizagdo total dos parametros geométricos (Cada estrutura
(molécula de isomaltose) é constituida de 45 atomos, sendo 12 carbonos, 11 oxigénios e 22
hidrogénios).

Anexo 3 — Coordenadas atdmicas xyz das estruturas iniciais de partida.
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Anexo 2

a=iasiis OO NONONONONONONONONONONONONONONONONONONONONS!

OO MNMNNMDNNMNOHFHORLRNE OO

TG-A
G%% = -1290,369803 u.a.
Gt = -1290,397786 u.a.
X y

.315505 -1.458424 -2.
.911282 -1.626279 -1.
.030984 -1.637073 -0.
.003065 -2.751498 -0.
.687127 -2.655179 -1.
.362434 -2.624748 -2.
.340698 -0.447419 -0.
.026635 0.647391 0

.000884 1.642083 0

.769689 2.680230 1

.068625 3.784178 1

.845072 3.335422 3

.731728 2.207449 2

.934756 1.070133 1

.987450 4.674489 2

.619186 4.420384 3

.498457 1.765984 3

.884894 0.177529 1

.905938 -2.670457 0

.526741 -3.771440 -1

.302032 -2.495858 -4

.418464 -1.345115 -3

.920911 -2.619847 -3

.386615 2.607185 1

.329412 0.603453 2

.604483 2.005803

z
651220
379462
303056
461926
811233
906517
176044

.370335
.888208
.440844
.949680
.075256
.577372
.960468
.439850
.484543
.662231
.460152
.597034
.920560
.136857
.685529
.987742
.802628
LT37777



TG-C TG-E
G = -1290,360723 u.a. G% = -1290,358345 u.a.
Gt = -1290,390943 u.a. Gt = —-1290,387632 u.a.
b4 y 4 b 4 y z
C -1.069670 -1.905371 -0.735867 C -0.032899 -2.019932 -1.593345
O -1.102665 -1.892725 0.679819 O -0.289897 -1.673943 -0.233548
C 0.124665 -1.959978 1.318381 C 0.817400 -1.431288 0.572752
C 0.958513 —-3.165074 0.875277 C 1.813038 -2.591697 0.531282
C 1.017408 -3.267826 —-0.644746 C 2.126091 -3.007268 -0.897041
C -0.397664 -3.193501 -1.196893 C 0.828067 —3.273759 -1.629076
0 0.888894 —0.807137 1.103198 o) 1.479158 -0.268566 0.184150
C 0.519160 0.346149 1.829725 C 1.376512 0.863160 1.013936
C 0.009935 1.454575 0.919011 C -0.011197 1.494958 1.103300
O -0.287052 2.517816 1.784865 0 0.155914 2.532847 2.031343
C -0.873007 3.652087 1.198552 C -1.000356 3.238310 2.412130
C 0.066348 4.240266 0.159867 C -1.623093 3.897179 1.194756
C 0.484320 3.158635 —0.823734 C -1.835887 2.851593 0.113059
C 1.030406 1.932292 -0.115343 C -0.561864 2.078261 -0.198212
0O -1.082636 4.575383 2.186771 O -0.625549 4.203571 3.305857
0O -0.595262 5.271747 -0.503406 0O -2.836270 4.469410 1.571229
0 1.430042 3.724759 -1.685702 0O -2.320072 3.514104 -1.019578
0 1.286825 0.981965 -1.113423 O -0.844607 1.113979 -1.175371
o) 2.207770 -3.140149 1.485509 0 2.978729 -2.277330 1.236804
o) 1.620356 -4.476063 —-0.986033 0 2.884617 -4.184107 -0.929948
O -0.316234 -3.260509 -2.597373 0 1.040503 —-3.619266 -2.966930
C -2.488967 -1.752379 -1.247836 C -1.364614 -2.200862 -2.308304
O -3.161600 -2.980353 -1.160816 O -2.033700 -3.376521 -1.956427
H -0.396125 2.852236 -1.389140 H -2.583124 2.141114 0.472440
H 1.950135 2.204204 0.401153 H 0.171129 2.761066 -0.616414
H -0.887683 1.114221 0.403434 H -0.726583 0.762858 1.487304
H 0.945378 4.607452 0.684850 H -0.924649 4.650108 0.835928
H -0.029956 5.595245 -1.187521 H -3.257948 4.807709 0.796574
H 1.711953 3.067031 -2.302504 H -2.415649 2.885805 -1.719017
H 1.609001 0.187983 -0.717126 H -0.966410 0.264463 —0.778647
H -0.251447 0.111565 2.553336 H 1.691967 0.616722 2.023469
H 1.391261 0.702195 2.366503 H 2.067558 1.592987 0.614875
H -1.810119 3.360838 0.721107 H -1.711581 2.539469 2.855254
H -1.672713 4.218618 2.831214 H -0.267369 3.798149 4.079135
H -0.095239 -2.047523 2.374413 H 0.435754 —-1.326785 1.580461
H 1.592760 -2.432595 -1.048715 H 2.659069 -2.202975 -1.403587
H -0.959458 -4.035515 -0.809771 H 0.301343 -4.069786 -1.108604
H -0.501282 -1.053554 -1.095468 H 0.497029 -1.201620 -2.070208
H 0.460412 -4.055949 1.238805 H 1.365706 —3.438236 1.038634
H 2.627791 -2.316964 1.293165 H 3.302335 -1.447703 0.918404
H 1.562775 —-4.576285 -1.923647 H 3.644901 -4.080374 -0.378636
H -1.124476 -3.608258 -2.938314 H 1.703815 -4.291881 -3.001412
H -2.448841 -1.412044 -2.279935 H -1.178678 -2.160641 -3.376121
H -2.983338 -0.986957 -0.656892 H -2.015791 -1.374288 -2.054885
H -4.086989 -2.853073 -1.284587 H -1.690625 -4.091510 -2.466997




TG-J TG-L
G%% = -1290,352089 u.a. G%% = -1290,362561 u.a.
Gt = -1290,380475 u.a. Gt = —1290,390369 u.a.
b4 y 4 b 4 y z
C -1.992945 -2.109564 0.220449 C -1.857973 -1.447533 -1.861077
O -1.958882 —-1.449353 1.466385 O -1.749450 -1.316906 -0.454690
C -0.711579 -1.078974 1.964314 C -0.504061 -1.586342 0.090881
C 0.192617 -2.315032 2.035954 C -0.077069 -3.009387 -0.263083
C 0.190691 -3.145729 0.759730 C -0.143812 -3.230048 -1.763718
C -1.241028 -3.431691 0.350609 C -1.536999 -2.887419 -2.254288
0O -0.219165 0.054873 1.319606 o) 0.405067 -0.639273 -0.384695
C 0.760843 0.071123 0.304431 C 1.429530 -0.204353 0.484770
C 1.112411 1.525964 0.031920 C 1.023756 1.033189 1.279552
o) 2.048712 1.469618 -1.013221 0 2.190176 1.401241 1.967857
C 2.606775 2.690905 -1.422282 C 2.088285 2.497790 2.838030
C 1.511165 3.610420 -1.931766 C 1.682861 3.736504 2.058776
C 0.431126 3.738963 -0.870905 C 0.415786 3.443609 1.272801
C -0.076593 2.386275 -0.404270 C 0.551951 2.201187 0.411184
0 3.486347 2.430118 -2.439472 0 3.320088 2.702355 3.400593
0 2.067570 4.856766 —2.215127 0 1.467794 4.780090 2.957579
0O -0.598479 4.517752 -1.414343 o) 0.129112 4.578667 0.503737
0O -0.980071 2.646077 0.631362 O -0.710207 1.979003 -0.153653
o) 1.476623 —-1.941930 2.429266 0 1.202797 -=3.239012 0.239802
0 0.895343 —4.320587 1.053905 0 0.176721 —-4.574387 -1.994977
O -1.208820 -4.144873 -0.857436 O -1.561485 -3.062275 -3.647510
C -3.443062 -2.283253 -0.192117 C -3.249109 -1.004287 -2.269732
O -4.000694 -3.379019 0.484306 O -4.172562 -2.024146 -1.995928
H 0.860535 4.246592 -0.007194 H -0.391720 3.266429 1.983237
H -0.575270 1.891381 -1.238341 H 1.295865 2.387178 -0.363084
H 1.553078 1.962319 0.928025 H 0.225766 0.787151 1.982649
H 1.089713 3.154527 -2.825146 H 2.491830 3.969418 1.369783
H 1.365340 5.449702 -2.433293 H 1.128795 5.518517 2.475872
H -1.284579 4.598480 —-0.769752 H -0.652622 4.410954 0.000561
H -1.200733 1.833679 1.062350 H -0.711640 1.142773 -0.593363
H 1.648422 -0.457195 0.612840 H 1.731111 -0.994640 1.156521
H 0.387691 -0.364334 -0.616329 H 2.278951 0.046787 —0.136357
H 3.109519 3.156142 -0.572936 H 1.335960 2.281443 3.598526
H 4.172193 1.864898 -2.121922 H 3.578989 1.928721 3.875261
H -0.904780 -0.748154 2.973166 H -0.616220 -1.493522 1.163910
H 0.688132 -2.616119 -0.047966 H 0.579343 -2.582097 -2.253402
H -1.714765 —-4.019468 1.127748 H -2.249439 -3.548704 -1.775539
H -1.518799 -1.494086 -0.539340 H -1.146515 -0.783961 -2.344479
H -0.262235 -2.941546 2.801111 H -0.794277 -3.681453 0.205826
H 2.007490 -2.722377 2.479760 H 1.506017 -4.071995 -0.087815
H 0.875116 -4.883311 0.295310 H 0.110705 —4.744888 —-2.921687
H -2.012016 -4.631771 -0.950930 H -2.447169 -3.231524 -3.925289
H -3.483003 -2.441799 -1.267436 H -3.240819 -0.773568 -3.332786
H -3.970359 -1.362740 0.036540 H -3.487226 -0.094863 -1.726949
H -4.941066 -3.346798 0.435492 H -5.048977 -1.678476 -2.000885




GT-B GT-C
G%% = -1290,363353 u.a. G%% = -1290,365351 u.a.
Gt = -1290,392884 u.a. Gt = —-1290,393703 u.a.
b4 y 4 b 4 y z
C -1.951944 -1.547581 -2.510469 C -0.690429 -1.085283 2.191817
O -2.065752 -1.332255 -1.114779 o) 0.640478 —1.542102 2.006026
C -0.896297 -1.016380 -0.448628 C 0.920462 -2.126389 0.783505
C 0.187960 -2.073436 -0.658568 C 0.003906 —3.316168 0.512474
C 0.358823 -2.368634 —-2.142122 C -1.453475 -2.921304 0.709202
C -0.990257 -2.704433 -2.747548 C -1.629111 -2.277641 2.070597
O -0.351724 0.189259 -0.888051 o) 0.749852 —1.243448 -0.280416
C -0.694904 1.367933 -0.216109 C 1.636556 —0.156282 -0.322788
C 0.007809 1.488008 1.131565 C 1.088089 0.874575 —1.284996
o) 1.363083 1.188891 0.935421 0O -0.063037 1.423176 -0.701146
C 2.122403 1.079645 2.116566 C -0.797667 2.306856 -1.507470
C 2.145235 2.429192 2.814019 C 0.062689 3.506212 -1.868481
C 0.718626 2.922152 3.022346 C 1.382154 3.034260 -2.461459
C -0.090987 2.887913 1.736960 C 2.069440 2.011825 -1.572795
0 3.393423 0.714733 1.774147 O -1.879979 2.735115 -0.787903
0 2.790458 2.287027 4.039764 0O -0.629442 4.291039 -2.787787
0 0.798859 4.216155 3.548584 o) 2.178701 4.167689 -2.658061
0O -1.413200 3.230155 2.073537 o) 3.210540 1.568324 —2.266917
o) 1.397639 -1.676685 -0.076318 0 0.212841 -3.854505 -0.762033
o) 1.204450 -3.467333 -2.350573 O -2.295431 -4.040728 0.654751
O -0.904185 -2.933388 -4.125447 O -2.940884 -1.831625 2.270833
C -3.342357 -1.794990 -3.076881 C -0.775598 -0.386273 3.540200
O -3.850472 -3.066561 -2.794946 O -0.773619 -1.260209 4.632093
H 0.233314 2.259803 3.739056 H 1.174253 2.556394 -3.418860
H 0.329429 3.608406 1.038910 H 2.349141 2.490767 -0.637012
H -0.429725 0.782009 1.837473 H 0.842027 0.377089 -2.223069
H 2.674537 3.124344 2.165711 H 0.259426 4.054072 -0.949406
H 1.658982 0.337788 2.766798 H -1.104170 1.788858 -2.417571
H 2.760704 3.116154 4.491125 H -0.075267 5.012648 -3.041122
H -0.072461 4.513531 3.758703 H 2.977860 3.905373 -3.087302
H -1.844528 3.659293 1.354099 H 3.906209 1.354194 -1.669092
H -1.769827 1.437335 -0.078715 H 2.612247 -0.497256 -0.661109
H -0.373802 2.175170 -0.863547 H 1.736825 0.286428 0.661280
H 3.408123 -0.195913 1.524634 H -2.434348 1.999223 -0.582381
H -1.162332 -0.959936 0.598691 H 1.955154 —-2.448331 0.837246
H 0.761529 —1.488589 —-2.640322 H -1.737913 -2.202999 -0.058310
H -1.380734 -3.583314 -2.240183 H -1.355777 -3.007915 2.828159
H -1.555394 -0.651802 -2.980343 H -0.928372 -0.356841 1.422956
H -0.121362 -2.986914 -0.163488 H 0.245827 -4.096611 1.224129
H 1.506034 -0.745572 -0.225078 H 0.264279 —-3.140143 -1.379540
H 2.027085 -3.307352 -1.914357 H -2.119815 -4.518860 -0.141092
H -0.188635 -3.530354 -4.283974 H -3.531628 -2.537801 2.056953
H -3.310464 -1.619431 -4.147623 H -1.663145 0.238356 3.544813
H -4.019119 -1.074698 -2.635080 H 0.089548 0.256309 3.642341
H -3.476658 —-3.686283 —-3.399994 H -1.644603 -1.601086 4.753628




GT-E GT-1

I I DD DI DI DD DI DI DD D DD D DT DD DT IDOQ0O0000000O00O00O000000000000N

G = -1290,361276 u.a. G%% = -1290,359602 u.a.
Gt = -1290,388840 u.a. Gt = —1290,389434 u.a.
b4 y 4 b 4 y z

.125347 -1.414858 -1.854216 C -1.443027 -2.383516 -1.368586
.068193 -1.374137 -0.442504 O -1.302575 -2.513067 0.031858
.179500 -1.248084 0.145658 C -0.089169 -2.084597 0.548441
.112629 -2.360491 -0.327665 C 1.041468 -2.910837 -0.060732
.128355 -2.446781 -1.845171 C 0.984216 —-2.839357 -1.576662
.714454 -2.573581 -2.378930 C -0.394375 -3.263716 -2.046178
.796871 -0.030695 -0.161863 o) 0.075974 -0.730403 0.282534
.644876 1.047893 0.726719 C 0.640949 0.055438 1.294646
.233164 1.598087 0.792816 C 0.562816 1.507423 0.875993
.537544 0.699733 1.539223 O -0.783509 1.898138 0.937605
.920649 0.925153 1.493346 C -1.069905 3.180450 0.453109
.210579 2.249801 2.178193 C -0.339678 4.218145 1.288295
.347065 3.341401 1.554519 C 1.140350 3.872828 1.348839
.124596 2.958834 1.482547 C 1.372917 2.436107 1.783564
.541062 -0.095141 2.156805 0O -2.420942 3.381461 0.567444
.560493 2.558509 2.024747 O -0.522265 5.473232 0.710565
.540845 4.505589 2.307663 o) 1.745479 4.783219 2.223430
.777410 3.983342 0.770975 o) 2.758783 2.216824 1.687527
.407982 -2.195505 0.178324 0 2.262774 -2.448535 0.435197
.852546 -3.564205 -2.283524 0 1.988458 —3.685217 -2.069389
.699372 -2.516995 -3.777118 O -0.430450 —-3.142058 —-3.445891
.584322 -1.510186 -2.249139 C -2.866997 -2.746369 -1.741435
.130714 -2.696564 —1.744408 O -3.017909 -4.142038 -1.761141
.693716 3.500362 0.533422 H 1.558061 3.987180 0.348567
.518239 2.880563 2.493636 H 1.034926 2.320196 2.811734
.147152 1.684780 —-0.224103 H 0.941417 1.592490 -0.141882
.946623 2.139405 3.227704 H -0.757780 4.181003 2.291930
.239034 0.971244 0.451792 H -0.745655 3.253012 -0.586594
.720478 3.401246 2.419794 H -0.015871 6.101832 1.200906
.082295 5.216405 1.888065 H 2.672950 4.606499 2.246385
.656331 4.104376 1.086883 H 3.027190 1.500046 2.236888
.313235 1.815423 0.358188 H 1.673884 —0.230953 1.449967
.959734 0.758232 1.726714 H 0.090670 -0.073411 2.224399
.363621 -0.903864 1.699833 H -2.872784 2.696268 0.101011
.015376 -1.319128 1.210445 H -0.138275 -2.255813 1.617437
.568738 -1.536099 -2.250577 H 1.170115 -1.815382 -1.891299
.286564 -3.507236 -2.026496 H -0.560879 -4.293219 -1.751708
.269401 -0.489519 -2.266415 H -1.283241 -1.348389 -1.652774
.742528 —3.299249 0.067259 H 0.882743 —3.946799 0.234119
.664952 -1.298026 0.028235 H 2.955849 -2.873257 -0.046832
.697833 -3.565143 -1.861465 H 1.943330 -3.685517 -3.012875
.284202 -3.181062 -4.107776 H -1.093890 -3.718325 -3.789423
.640763 -1.476755 -3.332636 H -3.087314 -2.328221 -2.721495
.107328 -0.643309 -1.849895 H -3.531275 -2.284821 -1.017681
.976437 -2.847217 -2.131225 H -3.932107 -4.368866 —-1.744472




GT-L

G%° = -1290,359793 u.a.

OO NONCHONONONONONONONONQ]

OO OORrEFEr oo

Gt = -1290,387477 u.a.
b4 y 4

.192052 -0.879435 -2.083605
.648365 -1.275416 -0.841451
.740587 -1.200256 —0.750767
.370281 -2.105849 -1.803890
.850486 -1.753970 -3.186296
.665653 -1.811237 -3.174198
.180518 0.105204 -0.940724
.763442 0.781617 0.135847
.728247 1.368273 1.076347
.103107 0.298072 1.731583
.033942 0.629684 2.477945
.623100 1.544835 3.618895
.165743



GG-A

G%° = -1290,363860 u.a.

[ONONONONONONONONONONOINONONONONONONG]

Gt = -1290,390346 u.a.
b4 y 4

.881043 -0.208221 -2.674960
.884130 -0.501017 -1.293132
.631268 -0.536241 -0.680645
.248669 -1.584801 -1.351903
.310109 -1.353938 -2.852327
.100166 -1.296838 —-3.407630
.008946 0.693167 -0.765004
.449120 1.711665 0.088087
.170991 1.672420 1.478641
.559243 0.792370 2.303959
.168933 0.848018 3.645142
.294913 0.466015 3.831931
.181359 1.284441 2.906629
.628784 1.222879 1.489093
.925007 -0.050781 4.364086
.673055 0.700642 5.154122
.476023 0.769817 2.951542
.428308 2.039694



GG-C

OO NCONONONONONON]

G%° = -1290,367935 u.a.
-1290,394140 u.a.

Gfsol —
X

.102567
.271030
.093154
.176426
.019710
.337536
.354013
.905227
.031215

y

.815424
.372252
.12489¢6
.348448
.93944¢6
.133360
.101924
.183277
.1762163

PR OORrRPFE OO

z

.394827
.937497
.629014
.687010
.293784
.365863
.044473
.130903



GG-F

OO NCONONONONONON]

G%% = -1290,357769 u.a.
Gt = -1290,389109 u.a.
b4 y 4

-0.797001 -1.755067 -0.685455
-0.774552 -1.621311 .728032

0.490418 -1.644343 1.318494

1.293800 -2.890815 0.930299
.269403 -3.131904 -0.573891
.172233 -3.094563 -1.054691
.229316 -0.516010 0.980937
.233857 0.571609 1.877774
.596663 1.831913

(@}

oOr - o



Anexo 3

TG-inicial

[CNONONONONONONONOINQ]

W wNhEFkrOoOMNMDNDE OO

0 (05-C1-01-C6’) = 111°
¥ (C1-01-C6’-C5°) = 175°

X

.000000
.000000
.292598
.128397
.216882
.792845
.994443
.202866
.072853
.176262

0.
0.
0.
-1.
-1.

-1.
1

2.
3.
4.

Y
000000

000000
000000
226328
286712
227505

.229038

150984
350202
2482681

NN OORDNRE O

z

.000000
.447219
.088252
.624635
.071602
.560961
.789823
.874214
.418403



GG-inicial

aiasiiaiia s O ONONONONONONONONONONONONCOHONONONONONONONO NP

O WKERMNMNNMNRFRPRONMNWWREROONMNRPRORPRENMNNMRERONMNMDRE OO

0 (05-C1-01-C6") = 157°
¥ (C1-01-C6’-C5’) = 295°

X

.000000
.000000
.291657
.066109
.172751
.762948
.919788
.960396
.583460
.527492
.106649
.591198
.679104
.198606
.047713
.136215
.108709
.325324
.323403
.817804
.938255
.479628
.316783
.516951
.398506
.466451
.279753

0.
0.
0.
-1

-1.
-1

=

O Wb kFPrEFEDNMDWWNR

Y
000000

000000
000000

.279569

356621

.247668
.267613
.845378
.249647
.233066
.811613
.700292
.605252
.064658
742317
.240437
.556513
.216204
.447445
.593948
.177358
.118710
.947881
.052303
.465706
.732763

NOTI I D> 0O WP, OORDNRE O

-0

z

.000000
.447811
.093723
.654886
.101849
.555188
.799683
.616160
.074793
.989321
.241989
.196607
.395601
.027059
.993457
.448045
.195090
.305264
.326920
.239862
.979212
.458869
.003925
.944577
.585235
.510238



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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