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AB-INITIO STUDY OF o-ALANINE IN AQUEOUS MEDIUM. Ab initio Hartree-Fock (HF), Den-
sity Functional (B3LYP) and electron correlation (MP2) methods have been used to caracterize the
aqueous medium intramolecular hydrogen bond in o-alanine. The 6-31G* and 6-31++G** were taken
from Gaussian®® library. We were concerned on the structure of three conformers of o-alanine, in
their neutral form plus on the structure of the zwitterionic form (Z). The Z structure is a stationary
point at the HF/6-31G* level but it is not when diffuse functions and electron correlation are in-
cluded. This results shows that the Z form does not exist in the gas phase. The inclusion of solvent
effects changed significantly the results obtained in gas phase, therefore this inclusion make the Z
form a stationary point within all level of theory, and the relative energy depends dramatically on

the level of calculation.
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INTRODUCAO

As proteinas formam parte dos componentes estruturais e
sdo elementos ativos da célula. Estas biomoléculas tem fun-
¢bes variadas que determinam suas caracteristicas, como por
exemplo nos processos energéticos e na manutengio da arqui-
tetura celular. Em particular formam compostos com diferentes
grupos protéicos (enzimas), dcidos nucléicos, hidratos de car-
bonos (glicoproteinas), graxas (lipoproteinas) e sistemas
inorgénicos. Por outro lado, as proteinas sdo constituidas por
amino-dcidos.

O interesse em estudar os aspectos eletrénicos e estruturais
destas biomoléculas é devido, principalmente, & correlagdo
entre estes aspectos e a atividade bioquimica destas moléculas.
Deste ponto de vista realizou-se um estudo tedrico sobre as
propriedades conformacionais de alguns conférmeros do amino-
dcido o-alanina.

Os amino-4cidos sio as biomoléculas bésicas para a sintese
das protefnas e podem existir na forma zwiteriénica quando no
estado cristalino ou em solugfio aquosa'. Estas biomoléculas
podem ser classificadas de acordo com a sua solubilidade em
dgua, devido a influéncia dos grupos polares localizados nas
cadeias laterais. Amino-dcidos hidrofilicos, como a lisina, sdo
encontrados na superficie das protefnas, mantendo-as soliveis
em 4gua, enquanto os amino-dcidos hidrofébicos estabilizam-
se em agregados, formando o nicleo destas biomoléculas. A
polaridade dos amino-4cidos é a principal for¢a de interagdo
responsdvel pela estabilizagio da estrutura tercidria e do
enovelamento das protefnas?.

A a-alanina (H,NCHCH;COOH ) é o amino-4cido mais abun-
dante nas proteinas e talvez o mais versdtil, podendo ser encontra-
do tanto no interior como na superficie destas biomoléculas.

Estudos tedricos recentes”, utilizando a metodologia Hartree-
Fock (HF), para esta molécula apontam para treze conférmeros
da a-alanina em fase gasosa. Existe uma tendéncia geral para
uma superestimativa das energias relativas de todos os confor-
meros da a-alanina. No entanto, esta superestimativa ndo é

QUIMICA NOVA, 22(4) (1999)

sistemdtica. De acordo com o modelo teérico utilizado, nio é
possivel a determinagfo precisa das diferengas de energia entre
as pontes de hidrogénio N-H...O e O-H...N. Entretanto, estas
sdo as principais ligagdes responsdveis pela estabiliza¢do dos
conférmeros de menor energia na o-alanina.

As ligagdes de ponte hidrogénio O-H...N contribuem com o
maior efeito de estabilizag@o, enquanto que a contribuigdo da
ligagdo N-H...O é somente metade da anterior, mesmo no caso
de ligag¢Ges de hidrogénio bifurcadas, sendo a ligagdo bifurcada
N-H...OH considerada a mais fraca®.

Cilculos aplicando a teoria do funcional de densidade (DFT)
a0 amino-4cido glicina* sugerem que esta técnica pode ser uti-
lizada na caracterizagdo do comportamento conformacional
destas biomoléculas. O uso de um conjunto de fungdes de base
relativamente expandido pode ser uma via de acesso ao estu-
dos de moléculas de tamanho médio, como oligipeptideos e
seus andlogos. Até o momento ndo foram realizados estudos
sobre os conférmeros da o-alanina incluindo os efeitos do
solvente. A andlise do efeito solvente sobre as propriedades
energéticas e conformacionais de biomoléculas é de fundamen-
tal importéncia, visto que o solvente pode participar ativamen-
te em diversos processos quimicos e bioquimicos, como por
exemplo, no equilibrio quimico, mecanismos de reagdes e tam-
bém, nas propriedades moleculares®.

O principal interesse em incluir o efeito do meio & que este
pode provocar alterages energéticas e estruturais quando com-
paradas com as propriedades calculadas na fase gasosa. Para
determinadas reagGes isto pode ser um fator fundamental para
alterar o mecanismo de uma reagio.

O objetivo deste trabalho serd de apresentar um estudo
sobre o efeito da inclusdo do solvente nas propriedades con-
formacionais e energéticas do amino-4cido «-alanina e a
compararagdo destes resultados com os estudos na fase gaso-
sa. Dos treze conférmeros descritos por Csdszar® escolheu-se
apenas aqueles que podem favorecer a transferéncia intramo-
lecular do préton entre a fase neutra e zwiteridnica. Estes
conférmeros sio em nimero de trés incluindo também o
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conférmero relativo & forma zwiterionica da o-alanina. A
conformagfo dos tautdbmeros neutros sdo equivalentes as es-
truturas representadas na Figura 1 do trabalho de Csdszér®
com a nomenclatura IIA, ITTA e VII,

Figura 1.

Apresentar-se-4, também, um estudo comparativo entre as
metodologia HF, correlagio eletrdnica® (MP2) e a Teoria DFT
na descrigdo das propriedades moleculares da o-alanina no
vicuo e com a inclusdio do efeito do solvente. A metodologia
DFT inclui efeitos de correlagdo eletrdnica, porém tem um
custo computacional compardvel aos métodos de correlagdo
tradicional. Estes efeitos dependem diretamente da maneira de
como o funcional de correlagdo é descrito. A forma precisa do
funcional de densidade € desconhecida, assim sendo muitos
funcionais foram propostos com o objetivo de obter uma me-
lhor aproximagdo do funcional exato’. Dentre os vérios funci-
onais propostos o funcional hibrido B3LYP*!! & 0 mais usado
¢ geralmente tem produzido bons resultados na anilise de ind-
meros problemas da quimica'?'¥. Por esta razio optou-se em
aplicar o método hibrido B3LYP neste trabalho.

MODELO E METODO

A anilise mecénico quintica foi realizada utilizando o pa-
cote computacional GAUSSIAN94?" ¢ a subrotina SCRFPAC?!
introduzida no GAUSSIANY94.

A simulagiio computacional em nfvel ab initio HF e DFT
com o método hibrido B3LYP foi desenvolvida aplicando os
conjuntos de fung¢des de base 6-31G* e 6-31++G**. A incluséo
da correlacdio eletronica em nivel MP2 foi estudada utilizando
somente a base 6-314++G**. A superficie de energia potencial
(SEP) foi analisada com detalhes para identificar trés confoérme-
ros da a-alanina (N1, N2 e N3) na forma neutra e a estrutura
zwiteriGnica (Z), que se encontram na Figura 1. A selegdo des-
tes conformeros foi feita ndo s6 com o intuito de estudar o efei-
to do solvente nas propriedades energéticas e estruturais destas
moléculas, mas também fornecer uma comparagiio qualitativa
entre os métodos tedricos aplicados e os resultados obtidos na
tentativa de sugerir uma metodologia a ser aplicada nestes estu-
dos. A escolha destes tautdmeros € justificada pela caracteristica
geométrica que favorece a transferéncia do préton intramolecu-
lar, entre a forma neutra e a zwiteridnica.

Em trabalho recente, o estudo do estado de transi¢fio entre a
forma neutra e a zwiteribnica, para a transferéncia intramolecu-
lar do dtomo de hidrogénio, foi realizada em nivel HF/6-31G*,
HF/6-31++G** ¢ MP2/6-31++G** em meio aquoso?2. Deste tra-
balho concluimos que a barreira energética associada com a va-
riagdo conformacional na a-alanina ¢ maior do que a associada
com o processo de transferéncia do dtomo de hidrogénio.

No presente trabalho o solvente foi considerado como um
cont{nuo em que se aplica o Campo de Reagdo Auto Consistente
(SCRF) desenvolvido inicialmente por Tapia®*?*, Esta escolha
deve-se, principalmente, & viabilidade de sua aplicagéo e aos
vérios trabalhos ja realizados utilizando esta metodologia.

As aproximag¢des SCRF diferem na defini¢do da cavidade do
solvente ¢ do campo de reagdo. Esta metodologia consiste em
envolver o soluto em uma cavidade em que o meio (solvente) é
tratado como um continuo. Este continuo € representado pela
constante dielétrica, que é incorporada ao Hamiltoniano do soluto
como uma perturbagfo. A distribuigdo eletrdnica do soluto
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polariza o continuo, que por sua vez, gera um campo elétrico
dentro da cavidade. Deste modo o soluto recebe 0 mesmo efeito
do solvente, resultando assim na estabilidade do soluto. Na si-
mulagdo do efeito solvente utilizou-se o modelo continuo de
Rivail**?’ baseado no uso de uma cavidade eliptica com uma
expansdo multipolar de ordem 6. A simulag¢do do continuo (meio
aquoso) foi aplicada utilizando a constante dialética € = 78,4.

A otimizagdo total, via gradientes, foi aplicada inicialmente
em fase gasosa para todos os modelos. A otimizagdo, via DFT
e MP2, foi aplicada a partir da geometria HF. Na inclusfo do
solvente em nivel HF reotimizou-se a geometria dos minimos
obtidos em fase gasosa, o mesmo procedimento foi utilizado
para a andlise DFT ¢ MP2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anilise conformacional concentra-se em trés conférmeros
da a-alanina (N1,N2 ¢ N3) na sua forma neutra e na estrutura
zwiteridnica (Z); estas espécies estdo ilustradas na Figura 1. A
otimizagdo destas estruturas foi realizada inicialmente em fase
gasosa em todos os niveis de cilculo, exceto para a conforma-
¢do (Z) que € um ponto estaciondrio somente em nivel HF/6-
31G*. Quando se realizou a otimizagdo, via DFT, a partir da
geometria HF notou-se um sensivel acréscimo do custo com-
putacional, porém com relagfio aos efeitos de correlagio (MP2)
este custo é bem menor. Na incluséo dos modelos em solugdo
reotimizou-se todas as estruturas para todos os niveis da teoria.

As energias totais e relativas dos pontos estaciondrios en-
contram-se na Tabela 1. Os parimetros geométricos relevantes
dos trés confOrmeros ¢ da espécie zwiteridnica estdo apresen-
tados na Tabela 2.

Os resultados obtidos no vdcuo mostram que os célculos para
Z sdo dependentes do nivel de sofisticag@o da teoria aplicada. A
espécie Z € um ponto estaciondrio quando efetuamos a simula-
¢do em nivel HF/6-31G*, no entanto, ndo € um minimo quando
se aplica uma base polarizada com fungGes difusas (6-31++G**).
O mesmo ocorre quando os efeitos de correlagéio eletrdnica e a
teoria DFT sfo incluidos. Os cdlculos sugerem que o zwiteridni-
co ndo deva ser encontrado no véicuo e que o uso de fungdes
difusas em nivel HF e um alto nivel de teoria sdo fundamentais
para obter estes resultados. Pode-se observar também que a ener-
gia relativa entre N1, N2 e N3 varia com o nivel de célculo
aplicado. Quando se inclui fun¢Ses difusas (HF/6-31++G**) a
espécie N1, torna-se a mais estdvel em relagdo a N2 e N3, Por
outro lado, quando a correlagio eletrnica é incluida (MP2/6-
31++G**) a espécie N2 permanece como o minimo global, po-
rém a espécie N3 torna-se mais estdvel que a espécie N1, mos-
trando claramente a influéncia do conjunto de fun¢Ges de base
empregados na obtencio dos minimos de energia.

Na andlise DFT (B3LYP/6-31++G**) observa-se a mesma
tendéncia apresentada no cdlculo MP2, com fun¢des difusas,
exceto para o fato que as energias de N2 e N3 sdo praticamen-
te iguais (ver Tabela 1). Entretanto a incluso do efeito solvente
mudou significantemente os resultados obtidos em fase gasosa.
Aplicando esta metodologia o zwiteriénico é um ponto estaci-
ondrio em todos os niveis de teoria, caracterizando a influéncia
do meio na estabilizagdo desta espécie ionicamente carregada.
Neste ponto a energia relativa depende drasticamente do nivel
de célculo aplicado. Na inclusio de fungdes difusas (HF/6-
31++G**) a espécie N1 é um minimo global, mas o zwiteridni-
co se torna mais estdvel que as espécies N2 e N3. Por outro
lado, os resultados obtidos com HF/6-31G* a espécie Z é a
menos estdvel. A inclusio de fungdes difusas (MP2/6-31++G**)
mostra que esta espécie é a mais estdvel, isto também se veri-
fica para os célculos B3LYP/6-31++G**,

De maneira geral, na andlise HF nfio existem variagdes sig-
nificativas nas distincias e angulos de ligagio com excegfo
para a distdncia N1 - H6 nos modelos para as espécies N2 e
N3 e para o 4ngulo de ligagio <(Cy,N,Hs) para a espécie N3
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Tabela 1. Energia total (Hartree) e energia relativa (kcal/mol).

Fase Gasosa Solvente
Modelo HF HF B3LYP B3LYP MP2 HF HF B3LYP B3LYP MP2
6-31G¥* 6-31++G** 6-31G* 6-31++G** 6-31++G** 6-31G* HF6-31++G** 6-31G* 6-31++G** 6-31++G**
N1 -321,865589  -321,896456 -321,737333 -323,774665 -322,856286 -321,881736 -321,915235  -323,751108  -323,792570 -322,873102
0,00 0,00 1,77 1,17 0,61 0,00 0,00 1,93 3,15 4,03
N2 -321,863896  -321,894648 -323,739505 -323,776534 -322,857265 -321,880603 -321,913105  -323,754178  -323,793833 -322,873665
1,06 1,13 0,40 0,00 0,00 0,71 1,34 0,00 2,35 3,67
Z -321,825890 - - - - -321,875437 -321,913899  -323,750042  -323,797593 -322,879517
2491 - - - - 3,95 0,84 2,60 0,00 0,00
N3 -321,864115  -321,894534 -323,740153 -323,776531 -322,856762 -321,880602 -321,913105  -323,754177  -323,793831 -322,873666
0,92 1,21 0,00 0,002 0,32 0,71 1,34 0,00 2,36 3,67
Tabela 2. Parimetros geométricos (A) das espécies Ny, Ny, N3 e Z.
Fase Gasosa Solvente
HF HF B3LYP B3LYP MP2 HF HF B3LYP B3LYP MP2
6-31G* 6-314+4+G** 6-31G* 6-31++G**  6-31++G** 6-31G* 6-31++G** 6-31G* 6-31++G**  6-31++G**
Parimetro N1
r(Os,Hg) 0,953 0,948 0,976 0,976 0,973 0,958 0,955 0,979 0,978 0,978
r(N1,H6) 3,706 2,819 3,708 3,767 3,746 3,763 3,773 3,807 3,825 3,801
<(C2,N1,H6) 58,818 7,746 60,048 57,948 58,044 57,694 57,710 57,275 57,406 55,271
t ( N1,C2,C305) 321,946 315,711 347,678 317,344 316,243 306,747 304,864 303,794 302,667 303,898
t (C,,C3,05,He) 182,372 181,878 181,307 181,857 182,519 181,480 181,339 180,1636 180,278 180,965
Parimetro N2
r(Os,Hg) 0,956 0,952 0,992 0,988 0,985 0,960 0,956 1,005 1,002 0,998
r(N1,H6) 2,474 2,051 1,885 1,893 1,924 2,034 2,067 1,806 1,813 1,838
<(C2,N,He) 81,887 81,983 83,816 84,078 83,272 81,861 81,755 84,593 84,904 84,416
t ( N1,C2,C;305) 339,017 340,798 344,868 348,150 341,790 334,434 334,524 344,566 344,972 340,430
t (C3,C3,05He) 4,140 3,815 2,779 2,545 4,265 7,770 7911 5,648 6,076 7,549 -
Parimetro N3
r(O5,H6) 0,956 0,952 0,991 0,988 0,985 0,960 0,956 1,005 1,003 0,999
r(N1,H6) 2,020 2,031 1,887 1,893 1,896 2,033 2,066 1,807 1,813 1,837
<(C2,N1,H6) 59,456 82,373 83,542 84,,078 84,000 81,875 81,775 84,554 84,895 84,432
t ( N1,C5,C5.05) 338,033 341,841 342,469 348,150 346,831 25,522 25,443 15,,784 15,111 19,417
t (C;,C3,05 Hg) 5,159 4,136 3,827 2,545 2,256 352,290 352,099 354,207 353,871 352,509
Parametro VA
r(05,Hg) 1,579 - - - - 3,133 3,144 1,793 2,202 3,172
r(N1,H6) 1,066 - - - - 1,014 1,013 1,053 1,028 1,028
<(C2,N1,Hy) 97,514 - - - - 107,306 109,785 100,718 107,446 108,084
t ( N1,C2,C305) 4,267 - - - - 324,421 318,273 338,078 319,720 318,140
t (C2,C3,05 Hg) 358,073 - - - - 18,930 20,581 13,886 22,503 21,958




no vicuo. No primeiro caso incluiu-se fungdes difusas no vi-
cuo e as diferengas sdo de 2,474 A (HF/6-31G*) para 2,051 A
(HF/6-31++G**), Entretanto, na inclusdo da correlagio eletrd-
nica este comprimento de ligagio diminuiu para 1,924 A, e
aplicando-se a teoria DFT a ligagfo varia de 1,885 A (B3LYP/
6-31G*) para 1,893 A (B3LYP/6-31++G**). Na espécie N3
este comportamento somente ocorre na aplicagdo das metodo-
logias MP2/6-31++G** ¢ B3LYP com as mesmas fungdes de
base. O dngulo <(Cy,N;,Hg) diminui de 80° para 60" aproxima-
damente, ao nivel de cdlculo HF/6-31G*. Por outro lado, este
ingulo € praticamente invariante nos demais nfveis de cdlculo.

Também encontra-se alteragdes dos angulos diedros com
relagdo aos resultados em fase gasosa com os resultados inclu-
indo o solvente. Na espécie N1, 1 (N},C,,C30s) decresce de
11° a 15" na presenca do solvente; em N3, o diedro t
(N1,C,,C3,05) varia de 33 a 48° e t (N2,C3,C50¢) de 10 a
12° com a inclusdo do solvente ao nivel de cdlculo HF, MP2
¢ DFT. Para o zwiteribnico esta diferenca aumenta, provavel-
mente devido aos resultados geométricos obtidos em HF/6-
31G* na fase gasosa. Obviamente a estrutura encontrada para
o zwiteridnico na fase gasosa decorre das limitagGes do méto-
do tedrico em conjungdo com as fungdes de base para descre-
ver adequadamente o sistema. Na inclusio da espécie Z em
meio aquoso, em nivel DFT, observou-se que a distincia de
ligacdo r(Os,Hg) diminui de aproximadamente 1 A em compa-
ragdo com os demais niveis de célculo.

De uma maneira geral as metodologias, incluindo o solvente,
em nivel MP2/6-31++G**, B3LYP/6-31G* e B3LYP/6-
31++G** apresentam resultados qualitativamente semelhantes.
Estes resultados indicam a grande potencialidade da metodolo-
gia DFT em comparagio aos outros métodos de correlagdo ele-
tronica. Observe que a metodologia MP2 nao € um referencial
para métodos de correlagfio eletronica e sim um primeiro passo
no sentido de corrigir estes efeitos.

A distribui¢iio de cargas foi calculada usando a andlise
populacional de Mulliken (M) que particiona a car§a total entre
os dtomos de uma molécula e pela anilise NBO?™ (Natural
Bond Orbital), em termos de unidades localizadas de pares ele-
tronicos. Os valores das cargas atdmicas relevantes encontram-
se na Tabela 3. Em todos os niveis de célculo, os métodos M e
NBO apresentaram um comportamento qualitativamente similar,
mas quando comparamos M com NBO, o dltimo apresenta re-
sultados numéricos superiores. Por este motivo sé apresentamos
os resultados para as cargas obtidas com as fung¢des de base 6-
31++G** para todos os niveis de cdlculo e HF/6-31G*.

Pode-se observar um aumento na densidade de carga quan-
do se passa do modelo na fase gasosa para o modelo com a
inclusdo do efeito do solvente. Este comportamento € observa-
do para os conférmeros N1, N, e N;. Para a espécie Z
(zwiteridnico) obteve-se o mesmo resultado, sugerindo assim
que a espécie Z ndo deva existir na fase gasosa.

Como os amino-icidos, em solugdo, a pH neutro ou em pH
fisiolégico, sdo predominantemente fons dipolares, é fundamen-
tal a inclusio do solvente na modelagem de reagdes em pH
fisioldgico. Geralmente, o mecanismo de algumas reagdes
enzimdticas € explicado com base no tautomerismo de amino-
dcidos carregados presentes no sitio ativo, tal como no meca-
nismo de agdio de proteases da serina3!. Os resultados deste
trabalho mostram que a incluséo do solvente ¢ muito importan-
te para a modelagem dessas reagdes.

CONCLUSOES

Apresentou-se um estudo mecénico-quantico ab initio para trés
conférmeros da o-alanina em sua forma neutra e zwiteridnica. Os
calculos ab initio foram feitos em nivel HF, DFT com o conjunto
de fungdes de base 6-31G* ¢ 6-31++G**, com a inclusdo da cor-
relagdo eletrdnica em nivel MP2 com o conjunto de fungdes de
base 6-31++G**. Considerou-se, também, a inclusdo do efeito
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Tabela 3. Anilise de Mulliken ¢ NBO sobre os dtomos de N, O, e H.

Solvente

Fase gasosa
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solvente, visto que os fendmenos fisico-quimicos de interesse bi-

olégico responsdveis pelas propriedades dos amino-dcidos ocor-

rem principalmente em meio aquoso.
Os resultados obtidos nestes estudos podem ser resumidos como:

a) a inclusiio do efeito de solvente é de fundamental impor-
tincia, visto que a andlise HF na fase gasosa apresenta al-
gumas diferencas estruturais e eletrdnicas, principalmente,
com relagdo ao zwiteridnico. Ficou caracterizado que a
forma Z ndo existe na fase gasosa quando se inclui fun¢des
difusas, mas é um minimo em todos os niveis de cdlculo na
inclusdo do solvente. Esta espécie € um ponto estaciondrio
somente em nivel HF/6-31G* na fase gasosa, 0 que mostra
ser simplesmente uma limitagdo da base e do método ted-
rico em representar adequadamente o sistema;

b) a andlise de cargas de Mulliken e NBO mostraram um com-
portamento qualitativo similar para todos os niveis de cél-
culo, porém as cargas obtidas pelo método de Mulliken
tém um menor valor quando comparadas com as obtidas
pelo método NBO.

¢) Para os estudos estruturais e energéticos deste sistema, a
teoria DFT apresenta resultados competitivos quando com-
parados aos célculos com correlagdo eletrdnica em nivel
MP2. Isto sugere que os métodos DFT podem ser utiliza-
dos no estudo desta classe de biomoléculas, € no futuro,
moléculas maiores.
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