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Resumo

A qualidade e a limpidez da agua consistem em uma problematica interessante,
uma vez que se relacionam a manutencao da biosfera, j& que a 4gua esté entre os
fatores essenciais para a existéncia de vida no planeta. Contudo, as a¢cdes humanas
causam varios tipos de desgastes ambientais, como a contaminacdo por herbicidas,
uma consequéncia antropica que pode causar a intoxicacdo dos seres vivos com
severas complicagBes. O Brasil, por ser o maior exportador mundial agricola, se
tornou o maior “consumidor” de agrotéxicos do mundo, com 1/3 dos alimentos
brasileiros contaminados por herbicidas. A possibilidade de amenizar os impactos
ambientais causados pelos herbicidas pode ser realizada através de um tratamento
adequado das &guas contaminadas. O presente trabalho refere-se ao estudo da
interacdo entre o herbicida mais comercializado do mundo, glifosato, e o0s
biopolimeros extremamente abundantes na natureza, quitina e seu derivado
quitosana, estes apresentam consideravel utilizacdo na adsorcdo de varios
contaminantes ambientais. A utilizacdo de simulagbes por Dinamica Molecular na
andlise de interacbes quimicas entre as duas espécies em nivel atdbmico foi de
grande valia, para isso os parametros fisico-quimicos experimentais atuaram na
tentativa de “aproximar’ os calculos computacionais teéricos dos procedimentos
reais/experimentais. As simula¢gdes por Dinamica Molecular permitiram a descricao
do comportamento microscopico dos filamentos de a- e B- quitina e quitosana em
solucédo aquosa, assim como a identificacdo das formas polimérficas mais estaveis,
a identificacdo dos grupos funcionais destes biopolimeros responsaveis pelo
processo de adsorcdo do herbicida glifosato, bem como a interacdo de maior
representatividade, o calculo da intensidade das forcas de interacdo herbicida-
polissacarideo, a importancia das intera¢c6es de hidrogénio no processo de adsorcao
do herbicida. Desta forma, o presente trabalho serviu como pioneiro na utilizacdo de

quitosana para descontaminagéo ambiental do herbicida glifosato.

Palavras-chave: Quitosana, Quitina, Interagéo, Glifosato, Dinadmica Molecular.



Abstract

The quality and clarity of water consist of an attractive problematic, since they
relate to the maintenance of the biosphere, as water is one of the essential factors for
the existence of life on earth. However, human actions cause several types of
environmental depletion, as contamination by herbicides, which is an anthropogenic
result which can cause poisoning of living beings with severe complications such as
neurological problems, cancer, birth defects and endocrine disorders. Brazil, the
largest exporter of coffee, sugar cane, orange juice and soy, has become the largest
consumer of world's pesticides, with 1/3 of Brazilian food contaminated by these
substances. The possibility of mitigate environmental impacts of herbicides is very
important and can be accomplished through appropriate treatment in contaminated
water. Thus, the present work relates to the study of the interaction between the most
commercialized herbicide over the world, glyphosate, and very abundant biopolymer
in nature, chitin and chitosan derivative thereof, which have use in the adsorption of
various environmental contaminants. Using molecular dynamics simulations for the
analysis of chemical interactions between the two species at atomic level was of
great value, in such a way that experimental physical-chemical parameters acted in
an attempt to "approximate" the theoretical computations of actual / experimental
procedures. The molecular dynamics simulations allowed the description of the
microscopic behavior of a- and - filaments chitin and chitosan in aqueous solution
as well as the identification of the more stable polymorphic forms, identification of the
functional groups responsible for these biopolymers herbicide adsorption process
glyphosate, as well as the interaction of most representative one, the calculation of
the intensity of herbicide-polysaccharide interaction forces, the importance of the
hydrogen interactions of the herbicide adsorption process. Thus, this study served as
a pioneer in the use of chitosan for environmental decontamination of the herbicide

glyphosate.

Keywords: Chitosan, Chitin, Interaction, Glyphosate, Molecular Dynamics.
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1. Introducéo e Justificativas

1.1.0 Herbicida Glifosato

O ¢lifosato € um sélido branco, de formula empirica C3HgNOsP que
corresponde ao herbicida mais comercializado no mundo, com nomenclatura
convencional “gli” indicando glicina e “fosato” relacionando ao grupo fosfonato,
pois possui um substituinte fosfonometila ligado ao nitrogénio, denominado N-

(fosfonometil)-glicina com férmula estrutural apresentada na Figura 1 %2,

Figura 1 — Formula estrutural do herbicida glifosato a esquerda e sua
representacdo tridimensional sem hidrogénios com a respectiva superficie de

van der Waals a direita.

O

HO

Fonte: Autor, com o modelo de Franz, 1986 *; através do programa
ACD/ChemSketch (http://www.acdlabs.com/) *°.

O herbicida é P6s-emergente (POS), pois sua aplicacdo ocorre apds o
plantio das plantas daninhas e também apdés a emergéncia. Seu destaque
advém da inibicdo das atividades enzimaticas das plantas, com absor¢cao nas
folhas e espalhamento por toda a sua extens&o, conduzindo & morte " 8, Sua
eficiéncia possui tanta relevancia que desde 1974, quando introduzido no
mercado pela empresa Monsanto, até 2014 nao foi sintetizado um herbicida

9 “

capaz de supera-lo em vendas °, embora Carvalho afirme que “o

descobrimento e o desenvolvimento de novas moléculas herbicidas seja lento”
9
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O seu sucesso pode ser justificado por pertencer ao grupo dos
organofosforados (derivados do acido fosforico, tiofosforico ou ditiofosférico),
compostos organicos de facil degradacédo, diferentes de algumas classes de
herbicidas como os organoclorados e os carbamatos, os primeiros com dificil
degradacéo bioquimica e utilizacdo proibida em varias nacdes, e 0os segundos

com elevada toxicidade em mamiferos e insetos *°.

Este herbicida combate ervas daninhas anuais e perenes, uma de suas
maiores vantagens € a forca para este combate, devido a rapida translocacao
das folhas para as raizes, rizomas e meristemas apicais, através do floema *°.
Outra vantagem € sua baixa toxicidade aguda, ou seja, ndo ha efeitos adversos

para pouco tempo de contato com o herbicida em baixas concentracoes.

Em contrapartida, foi descoberto que o herbicida se torna prejudicial em
contato prolongado (toxicidade cronica), ocorrendo clorose (anteriormente
chamado de "doenca verde") e necrose nos seres humanos, sendo que 0s
primeiros efeitos sdo desordens digestivas e sanguineas. Os principais
sintomas sucedem nos 6rgdos de coordenacdo e regulacdo das funcdes
corporais (sistema neurolégico e enddcrino), além de possuir efeito

carcinogénico e a possibilidade de causar ma formac&o congénita *°.

O glifosato prejudica o meio animal e também o meio vegetal, uma vez
gue intensifica a resisténcia das espécies de ervas, por isso 0 herbicida pode

11; 12

ser considerado um agente contaminante ambiental O controle de

contaminantes e residuos é uma preocupacao internacional, sendo o Brasil, 0
maior consumidor de agrotéxicos do mundo 3, com consumo de

aproximadamente 100 mil toneladas de glifosato por ano .

A interagdo do herbicida com a agua é favoravel devido a sua elevada
polaridade, possui pH = 3 em concentragéo de 1.10" mol/L, solubilidade de 20
g/L a 20°C, presséo de vapor praticamente nula e capacidade de atuar como
acido e base fraca ao mesmo tempo, 0 que 0 caracteriza como um zwitterion.
As especiacdes quimicas do glifosato em funcédo do pH sdo apresentadas na
Figura 2.
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Figura 2 — Esquema com as especiacfes quimicas do glifosato em
funcdo do pH. Sendo pKy < 2; pKa1 = 2,27; pKa2 = 5,57; pKaz = 10,86.
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'O)KNH;—/ o

o O
0
\\P/

'O)KNH—/ o

Fonte: Autor, com as informacdes da patente de Franz, 1986 *; através do

programa ACD/ChemSketch (http://www.acdlabs.com/) > ©.

1.1.1. Classificagéo

O herbicida em estudo é classificado como ndo seletivo por possuir

amplo espectro de atividade, ou seja, afeta ndo somente a planta alvo, mas

também as demais em seu entorno, inclusive alguns animais. Isto ocorre em

funcdo da planta ndo metabolizar o herbicida em metabodlitos de menor
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toxicidade '°. Porém, para as culturas geneticamente modificadas, o glifosato
apresenta seletividade adquirida. Esta classificacdo do glifosato como né&o
seletivo ndo é satisfatoria para o meio ambiente, pois de acordo com Carvalho,
o herbicida gera “efeitos deletérios drasticos, podendo causar a morte da

cultura agricola que esta sendo cultivadas” °.

1.1.2. Degradacéao

O glifosato pode destruir varias plantas distintas, porém sua degradacao
no solo por microorganismos acontece rapidamente, por permanecer
imobilizado no solo, formando o Acido Aminometilfosfonico (AMPA) e o
metabdlito intermediario Sarcosina (Figura 3); o primeiro se biodegrada de
forma um pouco mais lenta em CO,, PO,* e NH; ¥ % 3 8 Esta informacéo
sugere que nao deveria ocorrer desgaste ambiental se a sua utilizacao fosse
adequada, principalmente por ser um herbicida de facil decomposicéo.
Entretanto, o dano ocorre nas aguas superficiais *° devido ao uso inadequado e
excessivo do herbicida, ocasionando graves repreensdes e criticas a respeito

de seus efeitos nocivos *2.

Figura 3 - Representacao estrutural da degradacédo do glifosato no solo,

produzindo os metabdlitos Sarcosina e AMPA.

@) Sarcosina

Glifosato /“\/NH—CH g
HO .

O
O\\p/OH /

NH

B &
HO OH \ o i,
\ /OH \\ ;
H,N P L ) Y
2NN W\
OH

Acido Aminometil Fosfénico (AMPA)

Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch

(http://mww.acdlabs.com/) > °%; com informagdes bibliograficas % ** .
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As formas de degradacao do herbicida em questdo podem ser através
de fotodegradacdo e transformacgBes quimicas, naturais ou bidticas com
processos extras e intracelulares por intermédio de enzimas de

16

microorganismos A degradacdo do herbicida ocorre de maneira

18

relativamente rapida, num prazo de 7-14 dias ~°, mas, em funcdo das

condicbes ambientais, este tempo se prolonga a um nivel de seguranca

1

estabelecido para aproximadamente 120 dias -, uma quantidade de tempo

ecologicamente preocupante.

1.1.3. Contaminacao

A gquantidade mais elevada de glifosato na natureza esta no solo, sendo
minimo o numero de glifosato lixiviado do solo para poluir as aguas
subterr@neas quando comparado as outras formas de contaminacdo. Sao
essas: as excessivas aplicacdes e dispersdes do poluente por pulverizacdes
aéreas e terrestres; o despejo de restos de caldas; o descarte de embalagens
gerando residuos; os esgotos; as fezes de animais jA contaminados e a

lavagem inadequada de tanques de pulverizagdo contaminados 2.

Com tantas formas de contaminacéo, surge a necessidade de uma boa
alternativa para amenizar a poluicao dos herbicidas. Esta pode ocorrer através
do monitoramento da lei estabelecendo os limites do herbicida a serem
utilizadas por area, conscientizacado das pessoas que trabalham com este tipo
de produto e, principalmente, de recursos que permitam a descontaminacéo
ambiental. Os procedimentos experimentais conhecidos para diminuir as
concentracdes de glifosato em aguas residuais séo inviaveis economicamente
e considerados ineficientes, podem ser por processos fisicos, como a utilizagdo
de carbono ativado como adsorvente, e por processos quimicos, como reacoes
de oxidacdo, ozonizacdo e degradacdo por fotocatalise *°. Assim, a utilizacdo
de biopolimeros com elevada capacidade de quelacdo ou adsortividade, como
a quitosana, uma fonte derivada da quitina, e, portanto renovavel, atéxica e de
baixo custo, pode ser uma alternativa ambiental eficaz para a adsorcédo do

herbicida glifosato, uma vez que existem varios trabalhos experimentais
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relacionados a adsorcdo do biopolimero com diversos herbicidas, como
19; 20; 21 5

Paraquat , Clopyralid #, Clomazone %* %%, Dichlorprop %* e outros
organofosforados %% #’.
1.2.Quitina

A quitina é um hidrato de carbono, ou carboidrato, formado por uma
série de monossacarideos através de ligacdes glicosidicas, portanto
classificada como um polissacarideo. Ela pode ser encontrada na parede
celular de alguns fungos, mas a sua abundancia natural estd no fato de
participar de 20 - 58% 22 do peso seco dos componentes estruturais (proteinas,
lipideos, pigmentos e carbonato de célcio) dos exoesqueletos de crustaceos e
animais marinhos 2% 3% 3!, Este biopolimero é muito abundante na natureza e sé
nao existe em maior quantidade do que a celulose; mas em compensacédo a
sua taxa de reposicao é duas vezes maior, 0 que justifica a sua conveniéncia
3233 A composicdo do polissacarideo compreende atomos de carbono,
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, presentes nas funcdes organicas alcool, éter
e amida (ou acetilamina), a partir de monémeros N-acetilglicosamina (2-
acetamino-2-deoxi-D-glicopiranose) unidos por ligacdes glicosidicas do tipo
B(1-4) (Figura 4) 30; 31, 33; 34; 35

Figura 4 — Representacdo dos mondmeros da quitina, destacando os
grupos acetato presentes nos grupamentos N-acetilglicosamina, sendo n o

grau de polimerizacdo da biomacromolécula.

OH
w]--O QO

HO O-----

Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch * °.
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Uma representacdo molecular tridimensional do biopolimero contendo

10 monémeros de quitina é mostrada na Figura 5.

Figura 5 — Representacao tridimensional de 10 mondémeros da quitina

unidos por ligagdes glicosidicas do tipo 3(1-4) apenas com hidrogénios polares.

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) .

1.3.Quitosana

A biomacromolécula de quitosana, assim como a quitina, possui
biocompatibilidade e biodegradabilidade, mas se distingue desta ultima por nao
ser encontrada em grandes proporcdes na natureza. A constituicdo quimica da
parede celular de alguns fungos consiste na principal forma de encontrar a

macromolécula .

A forma mais adequada de obté-la é através da
desacetilacdo da quitina, o que permite considerar a quitosana como um
material proveniente de uma fonte renovavel.

O processo de obtencdo da quitosana, pela desacetilacdo da quitina,
pode ocorrer de forma parcial ou total, e advém da retirada do grupo acetil (Ac)
do monémero contendo N-acetilglicosamina (GIcNAc), transformando-o no
grupo glicosamina (GIcN). Ao retirar grupos Ac do polissacarideo, diminui-se o
grau de acetilacdo (GA), aumentando gradativamente a solubilidade em
solucdo de &cido diluido. Desta forma, o biopolimero pode ser considerado
solivel caso possua grupos Ac inferior a 50%, ou seja, possuir maior

quantidade de GIcN em relacdo a GIcNAc, Figura 6 38 3% 4041,

O procedimento experimental consiste num tratamento quimico da

quitina por hidrolise alcalina, comecando pela extragdo da quitina, por exemplo,
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dos exoesqueletos de artrOpodes, seguida de desproteinizacéo,
desmineralizagdo e lavagem para que finalmente possa ser realizada a

desacetilagéo por hidrélise na presenca de hidroxido de sodio [NaOH g ** .

A composicdo do copolimero de quitosana consiste em monémeros
GIcNACc provenientes da quitina e GIcN derivados da desacetilacdo (Figura 6),
sendo ambas distribuidas aleatoriamente nas cadeias do polissacarideo, uma
vez que este procedimento, de diminuicdo do GA, consiste num processo

experimental ndo homogéneo **

Figura 6 — Representacdo dos mondémeros que compdem a quitina e a
quitosana, respectivamente, destacando em vermelho os grupamentos GIcNAc

e GIcN, sendo n o grau de polimerizacdo de ambas.

QUITINA QUITOSANA
OH OH
0 0 0 0 HO O~
0
0
OH 0 HO
Jn L -n
~ (GIcNAC) (GIcNAC) (GICNAC) (GleN)

Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch

(http://www.acdlabs.com/) > °.

A quitosana possui nomenclatura (1-4)-2-acetamino-2-deoxi-D-
glicopiranose e 3(1-4)-2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, por ser um copolimero
com os 2 tipos diferentes de mondémeros glicosamina, o primeiro acetilado
(GIcNAC) e o segundo desacetilado (GIcN) *°.

Os monémeros da Figura 6 (GIcN e GIcNAc) se distinguem pelos
substituintes na posi¢do C2 do anel glicosidico (Figura 7) e as suas
guantidades no biopolimero sao utilizadas para diferenciar a quitina da
quitosana, sendo a segunda identificada quando a porcentagem de grupos

GIcN ocorre em maior quantidade do que GIcNAc (menor grau de acetilacéo), o
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gue garante a hidrossolubilidade do composto. Por outro lado, o termo quitina
indica produtos de maior grau de acetilacdo (quantidade superior de grupos
GlIcNAc), que segundo Sergio P. Campana Filho **, sdo predominantemente
insoluveis, pelo fato dessa propriedade estar relacionada a quantidade de
grupos amino na estrutura do biopolimero. A Figura 7 ilustra a quitina e a

quitosana com a nomenclatura de cada carbono da cadeia glicosidica 3% ** %°.

Figura 7 — Representacdo tridimensional dos dimeros da quitina e
quitosana e suas respectivas superficies de van der Waals, com a
nomenclatura dos 4&tomos de carbono das cadeias glicosidicas, sendo n o grau
de polimerizacédo de ambas.

QUITINA QUITOSANA

>

Cc4 c5

dt?]\a

NS

— — n e -
Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch
(http://www.acdlabs.com/) > °.

1.3.1. Aplicagbes da Quitosana

O hidrato de carbono pode permanecer sob o aspecto de esferas,
microparticulas, nanoparticulas, géis, nanofibras, membranas, suportes
tridimensionais e esponjas *’, sendo cada aspecto adotado para uma prépria
utilidade e aplicacdo. As aplicacbes da quitosana s&do diversas, pois suas
caracteristicas sdo apraziveis com o meio ambiente, principalmente por ser
atéxica e possuir biocompatibilidade *’, sendo usada na obtencéo de produtos

48

cosméticos, na industria médica e farmacéutica “°. Pode ser utilizada na
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bandagem para tratamento e regeneracéo de ferimentos (hemostaticos) *° por

apresentar propriedade patolégica cicatrizante *° e também na protecéo contra

infeccdes como, por exemplo, o Staphylococcus .

50

O polimero possui

aplicacdo também, no diagndstico de céancer
53; 54

, producdo de membranas

renais, lentes de contato °? e biomateriais

O uso da quitosana na agricultura se faz pela protecdo de sementes,

® retendo nutrientes e agua “®. Nos

atuando como bactericida, e fungicida °
alimentos, ela atua como aditivo, evita a deterioracdo e atua no revestimento
de embalagens biodegradaveis °, contribuindo com o meio ambiente, ja que
grande parte das embalagens disponiveis € produzida a partir de poluentes

derivados do petroleo °’.

O polissacarideo pode agir nas frutas como um filtro semipermeavel ou
na alteracdo do ambiente interno das células para retardar o envelhecimento

tecidual (efeito antioxidante) °% *°,

Ha também a possibilidade de usar a
quitosana para clarear e reduzir a acidez de sucos de frutas *¢, além de atuar
como agente emagrecedor por “capturar’ as gorduras dos alimentos “°. Na
cinematografia, a quitosana participa na fabricacdo de filmes fotograficos por

% Na indastria de

apresentar propriedades O6pticas e resistir a raspagem
papéis, ela aumenta a impermeabilidade e a resisténcia mecéanica do papel. Na
producdo de artefatos de couro, a quitosana atua na curticdo e no acabamento
49 A biomacromolécula possui inmeras maneiras de ser utilizada, mas a sua
interagcdo com contaminantes em meio aquoso merece uma atencao especial
6162 0 uso de quitosana com dosagem superior a 10mg/L para purificacéo de
agua potavel foi aprovada desde 1984 pela Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos

Estados Unidos (USEPA) .

No tratamento de efluentes industriais, a quitosana age como agente
quelante na remocao de metais pesados, por possuir como grupos reativos
funcionais, um grupo amino, uma hidroxila primaria e uma hidroxila secundaria
64: 65 66: 67 "que aumentam a eficiéncia da remocéo de fon metéalico e possui a
habilidade de formar ligagbes coordenadas covalentes com o respectivo ion
metélico ®. A quitosana atua como agente floculante, removendo substancias

prejudiciais aos seres vivos, como alguns pesticidas, produtos industriais &
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70; 71

colérico) .

e até microorganismos patogénicos como o Vibrio cholerae (vibrido

1.3.2. Propriedades da Quitosana

As propriedades intrinsecas da biomacromolécula de quitosana sé&o

responsaveis pelo amplo interesse das suas diversas aplicacdes. Algumas das

propriedades quimicas, fisicas e biologicas estao resumidas na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades da quitosana.

Propriedades
Fisicas e

Quimicas

Aminopolissacarideo linear com elevada taxa de nitrogénio.
Estrutura D-glicosamina; baixa cristalinidade e hidrofilicidade.
Capacidade para formar interagbes de  hidrogénio
intermoleculares e elevada viscosidade.

Base fraca; grupo amino protonado atua como forte agente
nucléofilo (pKa = 6,3).

Pouco sollvel em agua e solventes organicos, muito solivel em
solu¢des aquosas acidas diluidas.

Grupos reativos com possibilidades de modificacdes quimicas e
ligacBes cruzadas (crosslinking).

Formacao de sais com &cidos organicos e inorganicos.

Propriedades quelantes, complexantes e condutividade i6nica.

Propriedades

Polieletroliticas

Biopolimero catidnico com elevada densidade de carga.

Agente floculante; interage com moléculas “carregadas”
negativamente.

Propriedades de sorc¢éo e filtracéo e separacao.

Habilidade em formar filmes e adesividade.

Materiais para isolamento de biomoléculas.

Propriedades
Biologicas

Biocompatibilidade

° Baixa toxicidade aguda;

° Biodegradabilidade ambiental e Sorvivel.
Bioatividade

°  Atividade antimicrobiana (fungos, bactérias, virus);
°  Antiacido, antillcera e propriedades antitumorais;
°  Antiagregante plaquetario.

Bioadesividade

Fonte: Bibliografias

27, 29; 38; 48; 54, 58;59; 72; 73
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As caracteristicas fisico-quimicas influenciadas pelo GA sdo a

solubilidade, hidrofilicidade, adsortividade, e a viscosidade em solucées ** *°.

O GA da quitosana é inferior ao da quitina e, por isso, sua capacidade
de quelagéo é maior **, em funcdo da maior quantidade de grupos amino (ou
GIcN) atuando como base de Lewis, quando comparada com 0S grupos
GIcNAc *%, por apresentar tendéncia eminente em fornecer par eletronico,
permitindo a versatilidade quimica, ou seja, a realizacdo de modificacdes
estruturais do biopolimero e o favorecimento da sor¢cdo de diversas espécies
quimicas. Estes grupos sdo o0s principais responsaveis pela complexacédo de
cétions metalicos ™ e sdo consensualmente considerados, em parceria com as
hidroxilas, os sitios de coordenac¢édo da quitosana. Desta forma, em funcéo da
elevada capacidade de adsorcdo da quitosana frente a outros adsorventes

75

renovaveis e baratos °°, aparece a possibilidade de utiliza-la como

descontaminante em ambientes aquéticos.

A proposta de utilizacdo da quitosana com intuito de interagir com
herbicidas se fomenta apGs diversas analises, entre as quais, 0 seu carater
catibnico, por apresentar pKa préoximo de 6,5 em solugdo aquosa, em funcgéo
da densidade de carga e do GA ’®, evidenciando a sua atuacdo como
adsorvente de varios poluentes e fundamentando a sua utilizacdo no

tratamento de contaminantes organicos '’, clorofenéis ® ° nitratos

radionuclideos em aguas residuais e fons de metais pesados °% % & 74 A
adsortividade da biomacromolécula depende principalmente de propriedades

como hidrofilicidade, GA e pH do meio ®" 8,

1.3.3. Estruturas Polimodrficas de Quitina e Quitosana

As estruturas polimérficas de nanoparticulas de quitina e quitosana
assumem diferentes arranjos que influem na flexibilidade, durabilidade,

estabilidade e outras propriedades mecanicas. Elas podem assumir estruturas

24



polimorficas organizadas em antiparalelo (a), paralelo (B) e antiparalelo

invertido (y).

A conformacg&o a consiste no empacotamento mais denso, pois seu
arranjo antiparalelo favorece a formagédo de interacbes intramoleculares e
intermoleculares de hidrogénio. Na conformacéao [3, as cadeias em antiparalelo
nao favorecem a formacdo de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias de
lamelas adjacentes, resultando num material menos denso. A conformagao vy
descreve uma combinacio das formas a e (3, sdo cadeias de duas lamelas em

paralelo alternadas por uma lamela em antiparalelo, Figura 8.

Figura 8. Representacdo esquematica das estruturas polimorficas de
quitina e quitosana com arranjos em: a) a (antiparalelo) b) B (paralelo) e c) y

(invertido).

a) Conformacéo a b) Conformacao 3 c) Conformacgéao y

Mt MM

vV LA A AL v

Fonte: Modelo modificado de Campana, 2007 *.

O arranjo y existe em quantidade minima na natureza, por isso trabalhos

envolvendo estas estruturas polimérficas sdo muito raros.
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2. Objetivos

Realizar simulagbes computacionais por Dinamica Molecular, visando
entender as interacdes especificas entre o biopolimero de quitosana e o
herbicida glifosato, para analisar a possibilidade de aplicacdo deste biopolimero

no processo de descontaminagao ambiental.

2.1.0bjetivos Especificos

Avaliar o efeito do empacotamento das cadeias de quitina e
guitosana nas propriedades estruturais desse biopolimero em

solucgéo.
Identificar as interacdes especificas entre o glifosato e a quitosana.
Calcular a forga de interacdo entre a quitosana e o glifosato.

Avaliar a influéncia do herbicida glifosato no estado de agregacao

das nanoparticulas de quitina e quitosana em solucao.
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3. Fundamentos Teodricos e Revisao da Literatura

3.1.Quimica Teodrica

O conhecimento comportamental dos sistemas atdmicos deixa de ser um
projeto futuro para a comunidade cientifica, visto que varios trabalhos
interessantes surgiram com as inovacdes tecnolégicas computacionais;
consequentemente, boas propostas para melhorar as técnicas de compreensao
dos sistemas moleculares. A quimica tedrica computacional fornece detalhes
especificos importantes para o entendimento de diversas propriedades de um
sistema, normalmente com maior facilidade e custo-beneficio quando

comparado aos procedimentos experimentais 8% 8% 84,

3.2.Metodologia Experimental e Tedrica para Analise Atomistica

A obtencdo de informacBes em elevada resolucdo espacial, com
mobilidades e modificacdes da estrutura quimica das moléculas, pode ser feita
por metodologias experimentais como cristalografia de raios X e ressonancia
magnética nuclear (RMN).

No entanto, existe uma metodologia computacional na area de quimica
tedrica, mais precisamente na Mecanica Molecular (MM), que revela
informacBes atomisticas com resolucdo de tempo na ordem de femto (10™)
segundos. Trata-se da simulacdo computacional por Dinamica Molecular (DM),
um método que define a trajetdria com todos os movimentos dos atomos, seus
dominios, a causa destes movimentos através de parametros descritores
tedricos e experimentais com todas as forgcas atuantes e as energias de

interacdo entre as particulas atdmicas do sistema.

A Dinamica Molecular oferece um elevado nivel de detalhamento, precisao
e quantidade de informacdes nas descricdes atbmicas, de coordenadas de

cada atomo em um sistema molecular e da variacdo de suas posi¢coes em
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funcdo do tempo. A Figura 9 mostra a escala de tempo molecular possivel de
ser analisada por DM. O fator primordial responsavel pela motivagéo e estudos
de DM reside na poderosa vantagem da concordancia com estudos

experimentais.

Figura 9 — Escala de tempo das moléculas com as possiveis analises

realizadas em Dinamica Molecular para cada intervalo.

enovelamento

S rotacdo em 3 i ;
vibragdo de turnf:u o r:ntau;acu da ?lf}:iﬁau de normal de S_IE'IIESE de
ligagdo ligaces agua ipideo proteina ribossomo
| I I 1 I I
1 | | | | 1

-15 -12 -9 -6 -3
10 s 10 s 10 s 10 s 10 s 15

>

acessivel para simulactes moleculares

Fonte: Bibliografias 8 8¢: 87: 88 89, 90:91.

A DM é a ferramenta principal deste trabalho, baseia-se em métodos da
Mecanica Estatistica (Mecanica Classica) e compreende estudos da geometria
molecular de sistemas com muitos atomos. A DM considera os atomos como
esferas rigidas, com massa, carga e parametros eletrostaticos, se
fundamentando principalmente nas leis de movimento de Newton e nas leis
elasticas de Robert Hook.

As técnicas de Dinamica Molecular sdo apropriadas para analisar
grandes sistemas moleculares. Reac¢des quimicas ou quaisquer processos que
envolvam transigcbes eletronicas necessitariam da utilizacdo de métodos
guanticos, com maior detalhamento atémico, utilizando niveis discretos de
energia, escalas reduzidas e precisdo elevada. A Mecéanica Quantica (QM)
“fornece” a densidade de probabilidade da particula para cada estado através
do quadrado do modulo da funcdo de onda complexa. A QM pode explicar
alguns efeitos atdmicos, como por exemplo, o diagrama da curva do calor
especifico de metais em funcdo da temperatura, por se tratar da anélise de

estruturas quimicas moleculares e transicoes eletrénicas.
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3.3.Mecéanica Estatistica

A Mecanica Estatistica fundamenta-se no modelo de esferas rigidas,
com as particulas atbmicas possuindo cargas e sendo “unidas” por molas
calibradas de acordo com o tipo de ligacdo de cada atomo. Esta aproximacéao
respeita as leis elasticas do fisico inglés Robert Hook, com a descricdo de
vibragbes de ligacdes quimicas e barreiras energéticas diedrais e angulares.
Desta forma, a Mecanica Estatistica descreve o dinamismo de um sistema de
acordo com as leis mecéanicas de Newton para um conjunto molecular,
devendo obedecer as regras de um campo de forca, por respeitar os limites de

validacéo da parametrizacéo dos potenciais utilizados %% %2.

3.4.Dinamica Molecular

A Dinédmica Molecular participa das principais ferramentas
computacionais para estudar grandes conjuntos de moléculas e/ou
macromoléculas. Ela considera efeitos térmicos nos sistemas fisicos, quimicos
e biolégicos para uma quantidade aproximada de 10% particulas, com
processos energéticos, administrando propriedades através da constante de

Boltzmann (Kg) e da temperatura (T) dos sistemas, em Kelvin (Kg.T) %% %4,

A termodinamica estatistica permite que as propriedades microscopicas
e macroscopicas se correlacionem através da extrapolacdo da energia
potencial para um pequeno conjunto de atomos. Esta técnica, desenvolvida por
Ludwig Boltzmann e Josiah Willard Gibbs, permite o estudo dos sistemas e a
previsibilidade das propriedades através do uso de pequenas réplicas do

sistema macroscépico *% 9% 93,

Esta ferramenta emprega a mecanica estatistica para determinar todos
0s movimentos atémicos de um sistema termodindmico, com escala térmica de
aproximadamente -173 °C a 527 °C, e admite os potenciais de interacao
intramoleculares e intermoleculares entre todas as particulas em conjunto com

as equacdes de movimento no sistema %% %
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Os principios fundamentais de mecanica estatistica permitem a analise
da evolugéo temporal das configuragdes de todos os constituintes do sistema,
0 que admite a DM determinar as propriedades macroscopicas a partir das
meédias termodinamicas para os modelos moleculares. Esta andlise é possivel
através do conhecimento das posi¢des iniciais de todas as particulas. Em
seguida, basta calcular a forca resultante que atua em cada particula,
computando as posicoes e velocidades para os instantes seguintes através das

integracées das equacdes de movimento de Newton % ¢,

A soma de todos os processos de variacdo de posicles e velocidades
para cada atomo gera a trajetéria do sistema molecular em funcdo do tempo.
As informacgfes das particulas obtidas na simulagdo dependem da capacidade
computacional disponivel, das propriedades a serem analisadas e da natureza
do sistema, devendo se aproximar ao maximo do que acontece no real

macroscopico (experimental) % %,

A capacidade computacional atual (2015) pode comportar sistemas com
cerca de 10 milhdes de atomos. O intervalo de tempo simulado abrange de
picossegundos (ps) até centenas de nanossegundos (ns) de tempo real,
dependendo do que se deseja investigar e da convergéncia estatistica das
propriedades de interesse. A energia de interacdo e a funcdo de distribuicao
radial de pares (RDF), por exemplo, ndo necessitam de elevada quantidade de
tempo. Mas, por outro lado, a presséo, a tensao superficial e o coeficiente de

transporte exigem uma trajetéria mais extensa %% 9% %

A Dinamica Molecular fornece informacdes de fenbmenos observados
experimentalmente com riqueza de detalhes, em nivel microscépico, nos quais
ferramentas experimentais seriam incapazes de analisar atualmente (2015).
Ela admite, por exemplo, o avanco e recuo da evolucdo temporal para a
realizacdo de andlises, a pausa nos intervalos de tempo da simulacdo para
observacédo visual (em 3 dimensdes) e ainda fornece dados essenciais como
quantidades de interacdes intermoleculares, distancia media entre &tomos,

energias potenciais, energias de interacdes, entre outros 92,94

Os sistemas que podem ser tratados por Dinamica Molecular séo

diversos, de acordo com Morgon e Coutinho % sdo: “desde sistemas
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homogéneos como gases, fluidos supercriticos, liquidos, solu¢cdes e misturas
até sistemas heterogéneos como interfaces, filmes de Langmuir,
biomembranas, polimeros organicos e inorganicos, polissacarideos, lipidios,
proteinas, acidos e seus complexos, passando por zedlitos, argilas, soélidos

cristalinos, vitreos e nano materiais” 9% 9 %,

O primeiro trabalho utilizando dinamica molecular foi publicado em 1957
por Alder e Wainwright %, com curto potencial de interacéo intermolecular, o
que levou a efeitos de colisbes instantaneas. Este potencial foi denominado
posteriormente como “potencial de carogo duro”. Dez anos depois, Loup Verlet
% foi capaz de calcular o diagrama de fase do argonio através do potencial de
Lennard-Jones (ou Van de Waals). Portanto, ele desenvolveu o algoritmo de

integracao de Verlet, entre os mais utilizados em Dindmica Molecular.

3.5.Potenciais Classicos

A mecanica molecular é utilizada para descrever movimentos em baixa
frequéncia, pois caso contrario, seria necessario um formalismo quantico para
o modelo potencial que representa as particulas, sendo dispendioso em termos
de custo e tempo computacional. A seguir serdo apresentados alguns
potenciais utilizados em simulacdo computacional % 9% 9°:96:99,

A Dinamica Molecular utiliza-se de aproximacfes ou representacdes
classicas de potenciais quanticos e de potenciais empiricos na construcdo dos
modelos para interagcdes atdbmicas. Alguns modelos devem ser mais
sofisticados para modelar semicondutores, metais, ligas metdlicas, entre
outros. Para metais, os potenciais ajustados para reproduzir as propriedades
do material volumétrico sado o potencial de Morse e o0 Embedded-Atom Method
(EAM) %9101 14 nara semicondutores o potencial de Tersoff 1%2.

Existem potenciais proprios para tratar problemas na estrutura quimica
das redes cristalinas, defeitos, medidas de estresse, adsor¢cdo de substancias
em superficie e etc. Estes atuam no ajuste direto da modelagem das ligacdes
quimicas moleculares, tais como: comprimento e angulo de ligacdo, constante

de torcédo, entre outras propriedades fisicas.
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A DM pode dar excelentes resultados quando utilizada em sistemas que
estejam no regime classico ou semi-classico, normalmente volumétricos e em
elevadas temperaturas (aproximadamente 300 K). Mas, essas condi¢cboes de
altas temperaturas e grandes volumes ndo sao suficientes para satisfazer a
aproximacédo classica, sendo que uma das condicbes a ser satisfeita para

validar o modelo classico, por exemplo, € o comprimento de onda térmico.

Os sistemas devem manter a temperatura constante durante toda a
simulacdo, necessitando de uma metodologia que impeca a oscilagcdo de
temperatura, como o método de Nosé-Hoover &' 1%, Nele, acrescenta-se um
grau de liberdade na hamiltoniana do sistema, a fim de representar um
reservatério externo. O sistema entdo troca calor com o reservatério mantendo
a temperatura constante. Uma das vantagens desta metodologia proposta
inicialmente por Nosé e depois melhorada por Hoover refere-se a concordancia

do ensemble candnico com a circunstancia das flutuacées estatisticas ®* 1%,

Uma forma mais simples de manter a temperatura fixa durante todo o
curso da simulacdo € o método do termostato de Berendsen, utilizado neste
trabalho, que consiste na conversdo progressiva para a temperatura desejada
em cada passo de simulacdo ou em intervalos regulares %. O termostato de
Berendsen, conjuntamente ao potencial de interacdo e a integracdo das
equacBes de movimento permitem a obtencdo do ensemble estatistico de

interesse.

O ensemble consiste no conjunto de configuracbes e propriedades
mantidas constantes durante a integracdo das equagbOes de Newton e que
representam o estado do sistema macroscopico, possibilitando a obtencao de
propriedades estruturais e termodinamicas com pouca quantidade de calculos

computacionais 194 1%,

3.6.Ensembles

As informacdes geradas pela simulacdo computacional sé&o

microscopicas, sendo que, a mecanica estatistica praticamente realiza a
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conversdo para o hivel macroscopico (pressdo, energia interna, etc.). O
momento e as posi¢des de todas as particulas do sistema macroscopico sao
considerados como coordenadas em um espaco de fase (multidimensional).
Portanto, pode-se calcular o valor de qualquer propriedade, para cada ponto no
espaco, utilizando uma funcéo que varia de acordo com a evolucédo temporal.
Experimentalmente, as propriedades observadas em escala macroscépica

correspondem a média temporal desta fungcdo, em um longo intervalo de tempo
106

Pelo fato da evolucédo temporal da funcdo ser muito complexa, Gibbs
substituiu a extensa média temporal por uma média de ensembles, sendo que
cada ponto representa o sistema com variaveis de estado fixadas para um
determinado instante, o que permite a substituicdo da média temporal por uma
média de todos os membros do ensemble paralisado em um determinado

tempo *%’.

Os principais tipos de ensembles sdo o micro-candnico (NVE), candnico
(NVT), grand-candnico (uVT) e isotérmico-isobarico (NPT). O ultimo foi utilizado
neste trabalho, com intuito de analisar o sistema polimérico a pressédo e

temperatura constantes.

3.6.1. Ensemble Micro-Candnico (NVE)

O ensemble micro-candnico natural possui a sigla NVE, por possuir a
guantidade de matéria ou numero de mols de moléculas (N), o volume (V) e a
energia total do sistema (Et) constantes. Sua utilizacdo € ampla para sistemas
livres de qualquer campo externo e as equacdes newtonianas podem ser
aplicadas de forma simples para a obtencéo da trajetéria. No conjunto NVE,
ocorre flutuacdo da temperatura, pressdao e do potencial quimico, sendo
necessario que a energia total do sistema (Et) corresponda ao estado
termodindmico considerada. Esta aproximacdo exige a realizagdo de
simulagbes preliminares, denominadas de etapas de termalizagdo ou
equilibracdo, com controle de temperatura (ensemble NVT) ou de temperatura

e pressédo (ensemble NPT) %°.
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3.6.2. Ensemble Candnico (NVT)

O ensemble canbnico (NVT), método que recebe o nome de
escalonamento de velocidades, utiliza como variante os termostatos de
Berendsen e Nosé-Hoover, vistos anteriormente para manter a temperatura fixa
(T), permanecendo também constantes o volume (V) e o nimero de mols de

% O ensemble NVT mantém as dimensdes da caixa de

moléculas (N)
simulacdo fixas e a energia total ndo € conservada. Este ensemble é
interessante para etapas de termalizacdo do sistema e etapas posteriores para
reequilibrar o sistema no estado termodindmico desejado. Ele é utilizado em
tratamentos térmicos como annealing (enovelamento/desenovelamento) de

fases solidas amorfas e estudos de desnaturacéo térmica de proteinas .

3.6.3. Ensemble Grand-Canénico (uVT)

O ensemble grand-canénico (UVT) é utilizado para sistemas néo
homogéneos para variar a composi¢do de uma ou mais fases dos sistemas,
como por exemplo, analisar os comportamentos de alguns fenémenos
especificos de adsorcdo, ele mantem constantes o potencial quimico da

substancia (u), o volume (V) e a temperatura do sistema (T) %.

3.6.4. Ensemble Isotérmico-lsobéarico (NPT)

O ensemble isotérmico-isobarico (NPT) ocorre com flutuacbes no
volume do sistema mantendo a pressao e a temperatura constantes. O volume
€ controladamente alterado através do escalonamento das dimensfes da caixa
de simulagdo por um fator y= 3/p(t)/p, sendo p(t)a pressdo num dado
instante e p a pressédo desejada, ocorrendo analogamente ao escalonamento
de temperatura ou por acoplar o sistema a graus de liberdade externos,
atuando como um émbolo modificador de volume similar aos banhos térmicos

de Nosé-Hoover conforme mencionado anteriormente 8% 9103,
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A pressdo pode ser simulada em um dado instante com o auxilio do

teorema do Virial:

N

N
N.kg. T 1
p(t) = % ~3v Z Z rj; (0). Fj5 (1) (1)

i=1 j>1

Sendo que r;;(t) = rj(t) —ri(t) corresponde ao vetor posicdo que liga
moléculas i e j, e F;;(t) consiste na forga intermolecular total entre o par de

moléculas, ambos em relacéo ao instante t da simulacéo.

A temperatura pode ser mantida constante através do controle da
velocidade das particulas do sistema, com isso, 0 ensemble isotérmico-
isobarico pode ser empregado no estudo de transi¢ces de fases estruturais em
sélidos cristalinos, em fluidos supercriticos, fluidos superfrios e transicdes
vitreas nas quais as variaveis de controle sdo a pressao e a temperatura. Esta
aproximagdo pode ser utilizada também para situacdes experimentais variadas,
tais como na preparacao e termalizacdo de solugdes idnicas, nas solucdes de
sacarideos, peptideos e polipeptideos, bem como em misturas e blendas
poliméricas sem o conhecimento da densidade experimental exata do sistema.
O ensemble NPT é utilizado neste trabalho, principalmente por poder simular
condi¢cOes apropriadas de temperatura e presséao, ele tem utilidade no teste da
reproducdo dos parametros de um campo de forca de acordo com a densidade

experimental desejada .

3.7.Parametros do Campo de Forca

As forcas atuantes nas particulas atdmicas sdo determinadas pelo
campo de forca do sistema através de potenciais harmoénicos e ndo harmoénicos

combinados:

Viotal = z Vligados + z Vhzo ligados (2)
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O potencial total esta correlacionado tanto para atomos ligados (bonded)
como para atomos néao ligados (non-bonded), sendo os primeiros descritos pelo
potencial harmonico linear (V4), potencial harmonico angular (V) e potencial
harmdnico torcional (V,), reproduzindo as interagdes simuladas para atomos
unidos por ligagbes quimicas covalentes. Os potenciais para atomos n&o
ligados ocorrem com interagdes intramoleculares ou intermoleculares, descritas
pelo potencial de Lennard-Jones (Vy;), ou de van der Waals, e pelas interagGes
eletrostaticas descritas por intermédio do potencial de Coulomb (V¢). A
somatoéria de todos 0s potenciais consiste na expressdo do campo de for¢a, ou

da energia potencial total do sistema (Vrotar):
VTotal = Vd + Ve + V(p + VL] + VC (3)

A forca consiste na derivada negativa do potencial em relagcéo a posicao.
E, de acordo com a segunda lei de Newton na qual a forca resultante € igual a
massa multiplicada pela aceleracdo, a equacao da forca em funcédo do tempo

pode ser representada da seguinte maneira:

v o “)
(')rl- - m atz

Sendo que a aceleracdo descrita na equacao acima, como a derivada

azri

segunda da posi¢ao em fungéao do tempo ( 57 )-

As expressdes para cada potencial, ligado e nao ligado, seréo
apresentadas nos proximos topicos, e estas sdo responsaveis pela obtengéo
das propriedades moleculares que definem o campo de forca. Os parametros
de cada equacdo sdo responsaveis pela descricdo das forcas que atuam em
cada particula, estes sdo fornecidos por calculos de mecanica quantica e/ou
por ajustes experimentais (ressonancia magnética nuclear, espectroscopia de
infravermelho, cristalografia de raios - X, entre outros) e determinardo como o

sistema ira evoluir no tempo para gerar as trajetérias a serem analisadas.
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3.7.1. Potencial Harmonico de Ligacéo (ou Linear)

O potencial harmonico linear, V4, reproduz uma ligacdo covalente,
descrevendo a energia associada ao estiramento entre dois atomos ligados,
como se estivessem unidos por molas, de acordo com a equacéao elastica de

Robert Hook:

E=—-Kx %)

Sendo K, a constante elastica da mola e x, o deslocamento da mola.

O potencial V4 permite a vibracdo dos atomos em torno de uma posi¢ao
de equilibrio, assim como em uma ligacdo quimica. Corresponde, portanto, ao

potencial energético que descreve a ligacdo quimica:

(6)

1
Vd:EKd(d_dO)z

Na equacdo acima, dcorresponde a distancia da ligacdo entre dois
atomos i e j, d, representa o comprimento de equilibrio entre os dois atomos e
K4 refere-se a constante elastica da forca. Os parametros, ou variaveis, do

campo de forca sdo: d, e Kq %% 1%,

3.7.2. Potencial Harmbdnico Angular

O potencial harménico linear, Vg, visualizado anteriormente, descreve a
energia associada entre dois atomos ligados. JA o potencial harmdnico
angular, Vg, descreve a energia entre trés atomos ligados, ou seja, 0 desvio

entre os angulos em relacéo ao angulo de equilibrio 6,:

1 , (7)
Vo = 2 kg(6n — 0p)
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Na equacéo acima, 6 corresponde ao angulo definido pela ligacdo, 6, ao

angulo de equilibrio e kg a constante elastica da forca.

3.7.3. Potencial de Torc¢éao (ou Diedral)

O potencial do diedro, V,,, descreve a energia associada a variagdo do
angulo diedral entre quatro atomos ligados: i, j, k e | (Figura 10). Ocorre uma
torcdo propria entre as ligacbes covalentes dos atomos (i e 1) ao redor da

ligacao j-k:
Vo = Kgl[1 + cos(ng + 8)] (8)

Na equacgédo acima, ¢ consiste no angulo de tor¢cdo para a ligacao
central, K, € a constante para definir a altura da barreira de rotagédo, n
representa o numero de minimos para a tor¢ao da ligacédo quimica e 6 refere-se
a diferenca de fase do angulo diedral ¢, podendo ser 0° ou 180°, dependendo

do valor ser um ponto de maximo ou de minimo da curva de energia potencial
86

Figura 10 — Representacdo geométrica do angulo diedral entre &tomos i,

kel

¢

Fonte: Autor, através do modelo de Franca, 200

8 110.
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3.7.4. Potencial de Lennard-Jones (ou van der Waals)

Os potenciais vistos anteriormente sdo exclusivamente intramoleculares,
descritos para atomos ligados. Para descrever atomos ndo ligados, por
interagdes intramoleculares e/ou intermoleculares, tem-se o potencial de

Lennard-Jones, Vi, este parametro muito simples e efetivo corresponde as

interacOes de van der Waals e possui capacidade de modelar adequadamente
0S gases nhobres.

O Vy;intramolecular descreve a interagdo entre atomos separados por

no minimo trés ligacBes covalentes.

O campo de forca GROMOS (Groningen Molecular Simulation) % 2,

utilizado neste trabalho, emprega a seguinte equacao:

(9)

[012 o6 ]
Vi = 4¢ —
Y (rij)lz (rii)6

Na equacdo acima, o primeiro termo (o'?) corresponde a repulsdo para
curtas distancias entre dois atomos ie j, o segundo termo (c°) descreve a
contribuicdo de suas atracdes. e corresponde a profundidade do poco de
energia potencial, quanto maior o valor de &, maior a interacdo entre duas
particulas. O parametro ¢ indica o diametro de Lennard-Jones. E a distancia
entre os dois atomos € representa por ry (Figura 11). Quando a energia
potencial de ligagao for igual a zero, a distancia de separagao atomica, r;;, sera

igual ao diametro de Lennard-Jones, o.
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Figura 11 — Gréfico que descreve o potencial de Lennard-Jones, atraves

da Energia Potencial (V) em funcao da distancia de separagéo atomica r;.

Potencial de Lennard-Jones

O

r(o)

Energia Potencial (V)
o

Fonte: ChemWiki: The Dynamic Chemistry - E-textbook -

http://chemwiki.ucdavis.edu/Physical_Chemistry/Intermolecular_Forces/Lennar
d-Jones_Potential.

3.7.5. Potencial de Coulomb

O potencial de Coulomb, V., define a interagdo de cargas, ou

Coulémbicas, entre dois atomos nao ligados i e j, de acordo com a equacao:

o qiq (10)
¢ 4TtE €T

Na equagdo acima, rj corresponde a distancia entre os atomos i e |,
gieq; representam as cargas parciais, g, a permissividade no vacuo (g, =

8,8541878176 x 10~12 F/m) e £ a constante dielétrica do meio, para agua como

solvente seria € = 78.
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3.8.Condic0bes Periodicas de Contorno

Os calculos do sistema molecular, em solu¢cdo aquosa, realizados na
simulacdo computacional sdo para uma amostragem com reduzido niamero de
moléculas (normalmente na ordem de 10% e 10°), ocorrendo dentro de uma
regido cubica, que recebe o nome de caixa de simulagdo. Uma adversidade,
além do numero de particulas na caixa de simulacdo ser pequeno, é que
aproximadamente metade dessas 1000 moléculas do sistema estaria em
contato ou préximas da superficie da caixa, estes presenciariam o efeito de
superficie, ou seja, atuariam forcas diferentes das forcas que atuariam nos
atomos no centro da caixa 3. Desta forma, ao estudar as propriedades de
solucbes aquosas, os efeitos de superficie devem ser eliminados, e uma

excelente maneira seria aplicar as condi¢des periddicas de contorno.

As condi¢Bes periddicas de contorno tratam da criacdo de infinitas
réplicas idénticas da caixa de simulacdo em torno dos 3 eixos da caixa inicial
(x, y e z), as réplicas sédo criadas de forma virtual permitindo que o sistema
atinja o limite termodinamico. Nas condicfes periddicas de contorno néo existe
mais a limitacdo das paredes, os movimentos das particulas na caixa de
simulacdo e de suas imagens virtuais sdo idénticas. Caso uma molécula saia
do limite da caixa, uma das suas imagens entra pela parede oposta, o que
permite manter constante o niumero de moléculas e a densidade do sistema
(Figura 12) .

O numero de moléculas a serem usadas na caixa de simulacdo depende
das propriedades de interesse na investigacdo do sistema. Para saber a
guantidade minima de particulas a se utilizar em um sistema, basta analisar o
comportamento de uma propriedade em simulagdes com quantidades
crescentes de moléculas. Quando ndo houver mais variacdo da propriedade ao
aumentar o numero de moléculas, ou seja, quando tornar-se independente do

tamanho do sistema, estara determinado o nimero minimo de moléculas.
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Figura 12 - Condig6es periddicas de contorno em duas dimensodes.

| g | g o
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«O0 | «<O0 | «O0

o o o
N ENCM NN
<—OO 4—OO 4—OO

Fonte: Franca, 20009.

3.9.Imagem Minima

As influéncias que as particulas sofrem umas das outras no sistema com
condi¢gbes periddicas de contorno sdo consideradas infinitas. Porém, existe
uma Otima forma de resumir essas influéncias, através da convencédo de
imagem minima, que permite truncar a particula de interesse no centro da
caixa de simulagdo sob a influéncia apenas de seus vizinhos, que se
encontram dentro de uma esfera denominada de raio de corte, 0 que garante

gue sua imagem e seus vizinhos ndo sejam considerados simultaneamente.

O uso do raio de corte também é vantajoso por encurtar o tempo
computacional para analisar as interacdes néo ligadas, cujos calculos exigem

elevado tempo computacional **°.
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O raio de corte deve ser igual ou menor a metade da caixa de simulacéo

para evitar que a particula interaja com sua prépria imagem virtual (Figura 13)
116

As particulas das extremidades da caixa de simulacdo original séo
influenciadas pela vizinhanca das caixas imagens criadas pelas condicbes

periodicas de contorno, porém as fronteiras ndo as influenciam.

Figura 13 - Representacdo do raio de corte esférico para um sistema

periodico em duas dimensdes.

O O] O O] O O
o O [0 O |0 O

O 0O O O

O O(*e O O
O O O O
oo | O o¥e
O

O
O O O O O
O O |0 O |0 O

O O O O O O

Fonte: Franca, 20009.

A interacdo entre todas as particulas restritas no raio de corte sédo
denominadas de curto alcance. As demais particulas, na influéncia das
interacdes de longo alcance, recebem um tratamento especial, através de um

campo de reagdo (Reaction Field) para ndo ficarem restritas ao raio de corte
117
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3.10. O Algoritmo de Integragéo Leap-Frog

Uma simulacdo de Dinamica Molecular necessita de um integrador para
as equacdes diferenciais, o algoritmo leap-frog consiste num método numérico
simples de resolver as equacées de movimento de Newton % *°_ O algoritmo
calcula os valores das posicoes e velocidades alternadamente, um valor
dependendo do outro, os valores de posicfes e velocidades sao lancados ao

longo do tempo t por:

v(t +%At>=v<t—%4t>+%p(t) (11)
r(t+ At)=rt)+ At v (t + %At) (12)

F(t) é a soma de todas as forcas aplicadas ao sistema, m € a massa de

cada atomo, r € a posicao atdbmica, v é a velocidade dos atomos.

3.11. O Algoritmo de Constri¢des LINCS

Os sistemas moleculares das simulagdes computacionais por DM podem
se tornar instaveis quando as vibracdes das ligagbes sdo muito elevadas, por
causa da intensidade das forcas externas. Uma maneira de evitar tal
instabilidade seria manter as ligacbes e o0s angulos entre os atomos
constringidos, eliminando os modos vibracionais de maior frequéncia, o

algoritmo LINCS permite esta possibilidade.

O algoritmo LINCS constringe o movimento dos atomos, ao nivel das
ligagcbes e angulos, aplicando multiplicadores de Lagrange as forgcas de
constricdo, o que permite integrar as equacdes de Newton com At > 1. Esses

multiplicadores séo resolvidos aproximando o inverso do Jacobiano a cada
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iteracdo. Desta forma, o algoritmo opera sempre que O sistema se torna

instavel.

4. Ferramentas de Analise dos Dados

4.1. Funcao de Distribuicao Radial de Pares (RDF)

A funcéo de distribuicdo radial de pares (RDF), representada por g(r)
pode fornecer caracteristicas e a intensidade de interacdes entre dois grupos
atdbmicos. Considerando uma distancia r do atomo i, a RDF descreve a
variacdo na distribuicdo dos atomos j a esta distancia em relacdo a densidade
total de atomos j (Figura 14). A equacao a seguir descreve esta funcéo:

Nij(r,r+ Ar) (13)

gr) =

4T T2 AT pj

A Figura 14 representa a definicdo bidimensional das variaveis desta equacao.
Onde N;(r,r+Ar) corresponde ao nimero médio de atomos j entre r e r+Ar
centrada no atomo i; r indica a separagao entre 0os atomos; 4mr?Ar descreve o

elemento de volume da camada esférica; p; se trata da densidade de atomos j.

A funcéo g(r) apresenta um pico bem definido quando a distancia r for
minima e o valor for maximo. Basta considerar constante o nimero médio de
atomos | ao redor de i para uma minima variacdo da distancia r entre os

atomos i e j, mostrando forte interacdo entre o par atbmico 120,

A funcéo g(r) consiste na média temporal dos valores extraidos em todos
os intervalos da simulacdo. Cada ocorréncia do par de atomos em fungéo da
distancia r € armazenada em um histograma, que é normalizado para 0 numero
de moléculas e o niumero de passos para o calculo de g(r). O centro de massa

de alguns grupos pode ser tomado como referéncia para o g(r).
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Figura 14 — Representacdo das varidveis para o célculo de g(r) em duas
dimensdes. Os atomos azuis (claro e escuro) sao utilizados para realizar o

calculo da densidade.

Fonte: Cunha, 2013 %%,

4.2. Potencial de Forca Média

A metodologia do Potencial de Forca Meédia (PMF) calcula a forca
aplicada ao afastamento de determinada particula em relagdo ao seu sitio de
interacdo '*2. Neste método, uma forca é aplicada aos &tomos especificos de
acordo com um ou mais eixos cartesianos, mantendo a velocidade ou a forga
constante. A simulacédo € realizada por DM e a energia livre pode ser obtida

através da integral da forca média ao longo da trajetoria.
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O método de obtencdo do PMF depende do tipo de sistema molecular
em estudo, de forma que o calculo da energia livre realizado através desse
método possa ser acoplado a um potencial de restricdo ou harménico, como o

método umbrella sampling *%.

5. Metodologia

O programa computacional GROMACS 4.5.4 (Groningen Machine for
Chemical Simulations) '8 119 123 124125 4 ytilizado em todas as simulacdes
tedricas com o campo de forca GROMOS53a6 % 2 uma atualizagéo do
campo de forca GROMOS com adaptacfes para utilizacdo de parametros fisico
qguimicos experimentais e quanticos apropriados que melhor reproduzem

polissacarideos 119 112124126

O primeiro passo da realizagdo da Dindmica Molecular ocorreu através
do desenho da geometria das moléculas de quitina (Figura 5) e quitosana

12

(Figura 15) através do programa computacional HyperChem %', utilizando os

modelos de estrutura molecular de Ogawa, 2004 2.

Figura 15 — Nomenclatura dos atomos de quitosana passiveis de
interacao.

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.
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Os biopolimeros de quitina e quitosana dos sistemas simulados séo
compostos por 10 mondmeros, sendo o grau de acetilacdo (GA) da quitosana
igual a 20% e da quitina igual a 100%. A quitosana é composta por 10
mondmeros, sendo 2 mondémeros com grupos aminos acetilados, 4 com
grupos aminos protonados e 4 desprotonados. A Figura 15 facilita as analises
realizadas na observacao dos grupos e 4&tomos do biopolimero.

Em seguida, a molécula de glifosato foi obtida (Figura 16) através do
banco de dados Protein Data Bank (PDB) com identificacdo “DB04539" 129 130,
O pH dos sistemas foram mantidos em torno de 6,5 através do controle dos
grupos funcionais hidrogenados na estrutura do herbicida e do polissacarideo,
nestas condicdes de pH ndo ocorre hidrolise da quitosana em condicdes
experimentais. Sendo que o glifosato pode ser utilizado em sua forma
zwitteridnica, visto que em pH = 6,5, o herbicida ja sofreu trés desprotonacdes.
Neste caso, o glifosato possui o grupo fosfato com dois 4&tomos de oxigénio
desprotonados e o grupo carboxilato com um atomo de oxigénio desprotonado,
sendo assim, apenas 0s grupos aminos do glifosato se encontram

hidrogenados, Figura 16.
Figura 16 — Estrutura da forma zwitteridnica do herbicida glifosato em pH

= 6,5. Sendo o grupo PO3* destacado em amarelo, o grupo NH," destacado

em azul e o grupo CO, destacado em vermelho.

Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch
(http://www.acdlabs.com/) > °.

Depois da obtencdo das moléculas de interesse, os sistemas foram

montados. O campo de forca foi parametrizado através de dados
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cristalograficos e cada sistema molecular € explicado em detalhes no Topico
4.1 deste trabalho.

As moléculas de cada sistema foram otimizadas geometricamente e a
energia dos sistemas foram minimizadas, utilizando 10.000 passos do
algoritmo Steepest Descent. Esta etapa foi realizada para que a estrutura das
moléculas fosse a mais semelhante possivel da estrutura de moléculas reais.
Isto foi feito dentro de uma caixa de simulacdo retangular construida a uma

distancia de 1,5 nm (nanémetros) das moléculas.

O segundo passo incidiu na constru¢do das nanoparticulas de a- e [3-
quitina (Figura 17) e a- e [B-quitosana (Figura 18) através do programa

computacional HyperChem, dispondo de seis filamentos em uma matriz 3x2 %’

Figura 17 — Nanoparticulas de a) a-quitina e b) B-quitina.

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.

A Figura 17 evidencia a diferenga entre as estruturas polimorficas de a-
quitina e B-quitina, onde a primeira possui arranjo antiparalelo e a segunda
possui cadeias em paralelo, de acordo com a Figura 8. As nanoparticulas de

quitosana, Figura 18, também foram arranjadas nesta conformacéo.
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Figura 18 — Nanoparticulas de a) a-quitosana e b) B-quitosana.
a) b)

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) .

As nanoparticulas de a- e B- quitina e quitosana, depois de formadas,
também foram submetidas aos processos de otimizacdo geométrica e
minimizacdo energética em 10.000 passos com o algoritmo Steepest Descent,
dentro de uma caixa de simulagéo retangular construida a uma distancia de 1,5

nm das nanoparticulas.

Cada sistema molecular passou pelo processo de termalizacéo, este
processo consiste no aumento gradual da temperatura através de sucessivas
simulacbes por Dinamica Molecular em 10 ps (picossegundos) cada,
considerando primeiramente as estruturas moleculares em OK (Kelvin) e
aguecendo-as até 50K, em seguida aumentou-se a temperatura para 150K e
por fim foi alcancada a temperatura de interesse, 298K. As coordenadas de
cada atomo do sistema permaneceram fixas durante a termalizagdo, com uma
forca constante de 1,0. 10® KJ.mol*.nm™?, as moléculas foram restringidas
nesta etapa para se manterem nas mesmas posi¢cdes apdés a otimizacdo

geometrica.

Os sistemas aquosos foram solvatados com moléculas explicitas de
agua através do modelo de polarizabilidade simples de carga pontual: Simple
Point Charge (SPC) 3.
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Os processos anteriores foram essenciais para iniciar os calculos de
Dinamica Molecular. Os intervalos de integracdo para todas as simulagbes
foram de 2 fs (fentossegundos), no ensemble isotérmico-isobarico (NPT),
utilizando o algoritmo Leap-Frog **%. A presséo e a temperatura se mantiveram
constantes em 1 bar e 298 K através dos métodos de acoplamento do
barostato de Berendsen e termostato de Berendsen %’ com compressibilidade
de 4,5.10° Bar™ e tempo de relaxacdo de 10 ps, acoplando-se paralelamente

os solutos e os solventes &,

As restricdes do movimento de estiramento linear e angular envolvendo
0s atomos de hidrogénio, bem como os comprimentos de ligagdo foram
realizadas utilizando o algoritmo LINCS. Sendo as velocidades das particulas

removidas para cada novo passo de integracdo em relacdo ao centro de massa
133

As contribuicdes eletrostéaticas de longo alcance foram tratadas por meio
do Campo de Reacdo (Reaction Field), um método mais simples que o método
PME (Particle-Mesh Ewald) e suficiente para a realizacdo das simula¢cées, uma
vez que nédo induziu o aparecimento de artefatos por possuir pouca quantidade
de cargas nos sistemas. Ja as interacdes eletrostaticas e de van der Waals
para tratar as interacdes de curto alcance ocorreram dentro de um raio de corte
de 1,4 nm, evitando a ocorréncia de interacdes entre 0s atomos e suas proprias
imagens virtuais replicadas tridimensionalmente pelas Condi¢cdes Periddicas de

Contorno 6 117,

5.1.Particularidades de Cada Sistema

As nanoparticulas finitas de todos os sistemas simulados foram
montadas com seis filamentos em matriz 3x2. O primeiro sistema possui uma
nanoparticula de a-quitina (Figura 17a) e o segundo sistema possui uma
nanoparticula de B-quitina (Figura 17b). A simulacdo foi realizada num tempo
de 40 ns com a finalidade de estudar o comportamento das estruturas

polimorficas de a-quitina e B-quitina em solugcdo aquosa, ambos o0s sistemas
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com a mesma quantidade de moléculas de agua, para que o0s sistemas tenham

a mesma massa, nao interferindo o calculo energético dos sistemas.

O terceiro sistema possui uma nanoparticula de a-quitosana (Figura
18a). E o quarto sistema possui uma nanoparticula de B-quitosana (Figura
18b). A simulacao foi realizada num tempo de 35 ns com a mesma finalidade
dos dois primeiros sistemas, estudar o comportamento das duas estruturas
polimérficas em solucdo aquosa, uma vez que o0s dois primeiros sistemas
convergiram a energia em menos de 30 ns de simulagdo, assim foi possivel

diminuir o tempo computacional para realizacdo da simulacao.

O quinto sistema simulado possui um unico filamento de quitosana com
10 monémeros e uma molécula do herbicida glifosato, com distancia inicial
entre as moléculas de aproximadamente 2A. A simulacéo foi realizada num
tempo de 9,0 ns com a finalidade de investigar a possibilidade da ocorréncia de

interacdes entre as duas particulas, Figura 19.

Figura 19 - Sistema contendo um filamento de quitosana e uma

molécula de glifosato.

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.

O sexto sistema simulado, em 25 ns, possui um unico filamento com 10
mondmeros de quitosana e 19 moléculas do herbicida glifosato inseridas

aleatoriamente e distantes em aproximadamente 2A, esta quantidade de
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moléculas do herbicida foi suficiente para envolver todo o filamento de
quitosana, com a principal finalidade de analisar as interacdes especificas entre
o biopolimero de quitosana e o herbicida glifosato, Figura 20.

Figura 20 - Sistema simulado, contendo um filamento de quitosana

circundado por 19 moléculas de glifosato.

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.

O sétimo sistema simulado busca, em 4 ns de simulagdo computacional
por DM, calcular a forca de interacao entre o herbicida glifosato e o biopolimero
de quitosana, por meio do método Umbrella Sampling da ferramenta PMF
(Potencial De Forca Media), também no campo de forca GROMOS 53a6 do
programa GROMACS 4.5.4 19,

Este sistema parte da captura do momento de interagcdo entre o
herbicida e o biopolimero do quinto sistema, Figura 21, para iniciar 0 processo
de puxamento do herbicida, até que a interacdo com a quitosana seja rompida.
A forga aplicada para “puxar” o herbicida aumenta gradativamente, sendo
possivel a identificacdo da for¢ca necesséria para que ocorra o rompimento da
interacdo, esta consiste na forca de interacdo entre os atomos das duas

espécies.
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Figura 21 - Sistema com o0 momento da interagdo entre um filamento de

quitosana e uma molécula de glifosato.

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.

Os dois proximos sistemas foram realizados apds o calculo de DM dos
dois primeiros sistemas (Figura 18). Nestes novos sistemas moleculares, foram
acrescentadas 42 moléculas do herbicida glifosato no entorno das
nanoparticulas de a-quitina e B-quitina, respectivamente, com a finalidade de
investigar a influéncia do herbicida na conformacéo das nanoparticulas em 20

ns, Figura 22.

A Figura 22 apresenta as estruturas dos sistemas moleculares de a-
quitina e B-quitina apos o calculo de DM e a Figura 23 apresenta as estruturas
apos a adicdo de 42 moléculas do herbicida glifosato para andlise na presenca
do herbicida.
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Figura 22 — Nanoparticulas de a) a-quitina e b) B-quitina apés DM e

antes de se adicionar 42 moléculas de glifosato.

Figura 23 - Sistema molecular contendo as nanoparticulas a) a-quitina e

b) B-quitina circundadas por 42 moléculas de glifosato.

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.

Os dois ultimos sistemas também possuem a finalidade de investigar a
influéncia do herbicida glifosato, porém na conformacéo das nanoparticulas de

a-quitosana (Figura 24a) e B-quitosana (Figura 24b).

A simulacao foi realizada num tempo de 35 ns. A Figura 24 apresenta as
estruturas dos sistemas de a-quitosana e 3-quitosana apoés o célculo de DM e a
Figura 25 apresenta as estruturas apos a adicdo de 42 moléculas do herbicida

glifosato.
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Figura 24 — Nanoparticulas de a) a-quitosana e b) B-quitosana em 1000

ps de DM e antes de se adicionar 42 moléculas de glifosato.
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Figura 25 - Sistema contendo as nanoparticulas de a) a-quitosana e b)

B-quitosana circundadas por 42 moléculas de glifosato.
b)

a)

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.

6. Resultados e Discussodes



6.1. Analises das estruturas polimérficas das nanoparticulas a- e f3-

quitina

A analise apresentada nesta secao permitiu um conhecimento detalhado
do comportamento de ambas as estruturas em solu¢do aquosa, uma vez que,
segundo a literatura, as duas formas polimodrficas sdo insoliveis em &agua

devido principalmente ao elevado grau de acetilacéo da quitina **.

A analise das trajetdrias dos dois sistemas, a-quitina e 3-quitina, permitiu
verificar que em aproximadamente 10 ns os sistema atingiram o equilibrio
termodinamico, de tal modo que o baixo desvio padrdo para os valores médios

de energia justifica a manutencao do equilibrio (Tabela 2).

De acordo com a Tabela 2, a raiz quadrada da flutuacdo quadratica
média (RMSF) apresentou menor valor para a a-quitina, mostrando a menor
flexibilidade desta fibra macromolecular, uma vez que suas flutuacdes
ocorreram em menor propor¢cdo em solucdo aquosa quando comparada com
as flutuacdes da B-quitina. Esta informacao indica maior rigidez da a-quitina em

comparacao com a estrutura polimorfica de B-quitina.

Tabela 2 — Parametros energéticos e estruturais calculados para o0s

sistemas de a- e B-quitina com seus respectivos desvios padrao.

Nanoparticula  Energia Total Raio de Difuséo Lateral RMSD/nm  RMSF/nm

Giro/ nm / nm
/ 103KJ.mol *
a-Quitina -308,0+0,7 25+0,5 15,9+9,0 1,7+0,9 15+0,1
B-Quitina -314,7+1,2 27+10 21,9+ 16,0 19+14 20+0,4

A variacdo da raiz quadrada do desvio quadratico médio das distancias
atbmicas (RMSDist) em funcdo do tempo mostrou similaridade das duas

estruturas (Figura 26), predominando menor valor para a a-quitina, o que
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mostra menor variagdo de suas posicdes atdmicas em relacdo as posicoes

iniciais, ou seja, menor mobilidade da estrutura.

Figura 26 - Evolucdo temporal da variacdo das posicdes atdbmicas

relativas as posigoes iniciais de todos os atomos de a-quitina e B-quitina.
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Fonte: Autor, através do programa GROMACS 4.5.4 119,

Na Tabela 2, o termo Raio de Giro se refere a rotacao do polissacarideo
em torno do seu centro de massa, desta forma, quanto maior o valor do Raio
de Giro mais o polissacarideo se movimenta / rotaciona em torno do seu
proprio eixo, ja o termo Difusdo Lateral se refere ao movimento mais frequente
das moléculas, ocorre quando as mesmas se difundem lateralmente dentro do
mesmo ambiente, assim sendo, um maior valor de Difusao Lateral indica maior

guantidade de movimentac¢des moleculares.

Os célculos da Tabela 2 (raio de giro, difusdo lateral, raiz quadrada do
desvio quadratico médio (RMSD) e raiz quadrada da flutuacdo quadratica
média (RMSF) em funcdo das posi¢des iniciais) apresentaram todos os valores
inferiores para a a-quitina, e, junto com a Figura 26, mostraram que a estrutura
polimorfica de a-quitina possui maior estabilidade conformacional, indicando

maior rigidez, menores flutuagcdes e menores mobilidades em solucao.
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A fim de verificar a maior estabilidade estrutural da a-quitina em
comparacdo com a B-quitina, analisou-se a média do numero de possiveis
ligagbes de hidrogénio (Tabela 3). De acordo com Gallagher et al., 1997 e
Ogawa et al., 2004, essas interacfes intermoleculares sdo sugeridas como
responsaveis pela estabilidade do empacotamento cristalino de estruturas

polimérficas, tais como a quitina %% %%,

Tabela 3 — Quantidade estatistica média de interacdes de hidrogénio ao

longo da trajetéria para a-quitina e [B-quitina, e seus respectivos desvios

padréo.
Interacdo de Hidrogénio a-quitina B-quitina
CHT --- CHT 65+4 52+3
CHT --- H,O 226 + 10 237+ 11
05 --- HO3 39+4 27+ 2

A Tabela 3 mostra a representacdo CHT --- CHT como a interacao
intramolecular quitina-quitina; CHT --- H,O a interagdo intermolecular entre o
polissacarideo e o solvente (dgua); O5 --- HO3 a interacdo intramolecular do
atomo O5 do polissacarideo e a hidroxila secundaria HO3 do polissacarideo.
Pode-se notar a maior quantidade de ocorréncias de ligacbes de hidrogénio
entre a estrutura polimérfica de B-quitina com o solvente, o que confirma a sua

maior flutuacao ao longo da trajetéria (RMSF da Tabela 2).

A maior estabilidade dos filamentos de a-quitina em comparacdo com a
B-quitina é evidenciada pela maior quantidade de interacdes de hidrogénio
intramoleculares (CHT --- CHT e O5 --- HO3), que consiste na principal forga
responsavel pela estabilidade da conformacéo linear e regular, ocorrendo com
o minimo de torcdes nas cadeias do polissacarideo **. A Figura 27 mostra a
representacdo molecular das nanoparticulas apés 35 ns de simulacéo, na qual
a estrutura da a-quitina (esquerda) apresenta maior linearidade e organizagéo

gue a B-quitina (direita).
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As nanoparticulas, durante a trajetéria, mostraram-se totalmente
insoliveis em solugdo e permaneceram totalmente agregadas, muito
semelhantes as configuracdes iniciais. Isso pode ser explicado pelo elevado
grau de acetilacdo da estrutura das fibras polissacaridicas (GA = 100 %), uma
vez que o biopolimero pode ser considerado solGvel apenas se possuir grupos
Ac inferior a 50%, ou seja, possuir maior quantidade de GIcN em relagéo a
GIcNAc, o que ndo é o caso destas fibras de quitina, pois possuem todos o0s

grupos aminos acetilados (100% de grupos GICNAC).

Figura 27 - Representagdo molecular dos filamentos de: a) a-quitina e b)

B-quitina, apos 35 ns de simulacéo.

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.

Em polissacarideos insoluveis como, por exemplo, celulose, amido e
quitina, € comum a ocorréncia de processos de inchamento (também
denominado entumescimento). Este processo foi observado em ambas as
estruturas polimorficas, ocorrendo com a sor¢édo de moléculas de agua para o
interior das nanoparticulas. Tal fenbmeno é favorecido pela presenca de
grupos hidroxila nas cadeias dos polissacarideos, uma vez que as ligacdes de
hidrogénio que estabilizam as interacdes entre cadeias paralelas de quitina
formam uma barreira para o livre fluxo de moléculas de agua, evitando que as
moléculas de solvente escapem do arranjo supramolecular (dessolvatacao),

causando o entumescimento das fibras.
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Célculos similares foram realizados para analisar as diferencas entre as
estruturas polimérficas dos polissacarideos de a- e B-quitosana, 0s principais

derivados da quitina.

6.2. Analises das estruturas polimérficas das nanoparticulas a- e B-

quitosana

A energia total dos sistemas de a- e B-quitosana foi minimizada nos
primeiros 2 ns de simulagéo, com os respectivos valores médios de -1102,7 e -
1113,7 x 103 kJ.mol™. Com base nestas semelhancas energéticas, o0 RMSD foi
calculado e revelou que as formas polimérficas de a- e B-quitosana possuem
certa similaridade no comportamento estrutural ao longo de suas trajetorias
(Figura 28). Neste caso, ambas as nanoparticulas se solubilizam facilmente,
perdendo parcialmente suas estruturas para o solvente. Esta propriedade é
afetada principalmente por dois fatores: 1) O grau de acetilacdo (GA), pois
filamentos com GA < 50% tendem a se solubilizar com facilidade em meio
aguoso; 2) A distribuicdo dos grupos acetilados ao longo da cadeia,
dependendo das ligacdes de hidrogénio e do caracter hidrofébico do grupo -
CHj; pertencente ao grupo acetil **.

Figura 28 - Evolucdo temporal do desvio quadratico médio (RMSD) de

todos os atomos em relacao a estrutura inicial.
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O baixo grau de acetilacdo dos filamentos simulados (GA = 20%) e a
randomizacdo dos grupos N-acetil (nas extremidades dos filamentos), sem
formacao de blocos, justificam a solubilizagcdo da quitosana, esses fatores
apoiam os dados apresentados por Franca, 2008 '° que associou a
diminuicdo do GA a maior mobilidade dos filamentos, justificada pela atracao
eletrostatica entre os grupos amino protonados e desprotonados distribuidos de
maneira uniforme, no presente caso alternadamente, ao longo da fibra

polissacaridica.

Os picos das curvas no diagrama da Figura 28 mostram o momento de
solubilizacdo das nanoparticulas. Embora este evento seja semelhante para
ambas as estruturas, a B-quitosana mostrou maior estabilidade em solucéo

aquosa,; e consequentemente, necessitou de mais tempo para solubilizar.

Célculos da quantidade de ligacdes de hidrogénio e tempo de vida foram
realizados para analisar a agregacao das nanoparticulas de quitosana, ou seja,
a relacdo entre o comportamento e a orientacdo das cadeias do biopolimero
(Tabela 4).

Tabela 4 — Numero médio com os desvios padrdo das interacdes de
hidrogénio mais significantes para a a-quitosana e B-quitosana, e seus

respectivos tempos de vida ao longo da trajetéria.

Tipo de Ligacéao de Numero Médio de Tempo de vida / ps
Hidrogénio Ligaces

a-quitosana

CHS --- CHS 23+1 28,24

CHS --- H,0O 334+3 10,29
B-quitosana

CHS --- CHS 231 28,41

CHS --- H,0O 334 +3 10,86

A Tabela 4 mostra a representagdao CHS -+ CHS como a interagao
intramolecular quitosana-quitosana e CHS :-- H,O a interagao intermolecular

entre o polissacarideo e o solvente (agua). Neste caso, percebe-se claramente
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que as ligacdes de hidrogénio ndo sdo as principais responsaveis pelas
diferencas observadas e pela desorganizacdo dos sistemas, uma vez que 0S

valores e os tempos de vida sao praticamente idénticos.

De acordo com Franca, 2011 *

, a estabilidade das cadeias dos
polissacarideos ndo é afetada pela mobilidade e orientacdo das moléculas de
agua. Desta forma, os dados mostram que as duas estruturas polimorficas néo
diferem pelas interagbes com o solvente, sugerindo que as interacbes de Van
der Waals (Lennard-Jones), e / ou de Coulomb pudessem ser responsaveis
pelas diferencas observadas. Portanto, para esclarecer esta questdo, foram

realizados calculos das energias associadas com estas interacdes, Tabela 5.

Tabela 5 — Valores médios de energia, calculados apds os 5 ns iniciais,
associados as interacbes de Coulomb e de van der Waals (Lennard-Jones)

com seus respectivos desvios padrao.

Nanoparticula Energia de Coulomb / Energia de Lennard-
x 103 KJ.mol™ Jones /
x 103 KJ.mol™*
a-quitosana - 1595,18 + 0,26 226,92 + 0,07
B-quitosana -1610,90 = 0,23 229,17 £ 0,07

De acordo com a Tabela 5, o comportamento estrutural da quitosana em
solucdo aquosa se deve principalmente pelas interagBes eletrostaticas. A
estrutura da B-quitosana se mantem por haver valores maiores (mais
negativos) de energia coulombica, indicando maior estabilidade do sistema. As
diferencas de energia associadas as interacdes de van der Waals sédo minimas,
podendo ser consideradas insignificantes em comparacdo com as interacdes

eletrostaticas.

A explicacdo para isso se deve principalmente a pequena atracdo
hidrofébica entre os grupos metila do grupo N-Acetil. Estas interagbes, apesar
de serem pouco significativas, sdo maiores na [-quitosana por apresentarem
esses grupos mais proximos devido a distribuicdo paralela das cadeias

poliméricas.
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A Figura 29 foi feita a partir de estruturas extraidas em determinado
instante das trajetdrias, e representam uma tendéncia geral no comportamento
molecular do sistema, visto que as interacbes ocorrem de maneira altamente
dindmica, principalmente em relacdo ao solvente. As cadeias de a- e [-
quitosana estdo dispersas, isso ilustra o processo de solubilizacdo das

nanoparticulas.

Figura 29 - Representacdo molecular dos filamentos de: a) a-quitosana e

b) B-quitosana, em um determinado instante da simulacéo.

o

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.

6.3.Analise prévia da interacdo de um filamento de quitosana com uma

molécula do herbicida glifosato

O presente sistema molecular foi criado para realizar uma analise prévia
da ocorréncia de interacfes quimicas entre um filamento de quitosana e uma
molécula do herbicida glifosato, a Figura 30 representa uma informacéo
qualitativa a respeito das interacdes intermoleculares de hidrogénio entre as

duas espécies quimicas.
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Figura 30 — Numero total de interacdes de Hidrogénio por grupos da

quitosana e do glifosato para andlise qualitativa do sistema molecular
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A Figura 30 apresenta a ocorréncia de interacfes efetivas entre o

polissacarideo e o herbicida glifosato, porém, pelo fato de oferecer apenas uma

molécula de cada

interagente, os dados mencionados n&do fornecem

informacdes solidas a respeito das interacdes entre todos os grupos funcionais

de cada espécie quimica.

Assim, para obter informacdes conclusivas a respeito das interacdes

mais/menos efetivas, foi realizada uma abordagem quantitativa, utilizando o

proximo sistema, composto por um filamento de quitosana e 19 moléculas do

herbicida glifosato em meio aquoso.

6.4.Analise quantitativa da interacdo de um filamento de quitosana

com 19 moléculas do herbicida glifosato

Uma analise quantitativa para o estudo das interagdes entre 0s grupos

especificos do biopolimero com o herbicida é de suma importancia para o

conhecimento dos grupos com maior capacidade de interagbes, por iSso esse
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sistema foi preparado com a aproximacao de 19 moléculas do herbicida no
entorno do filamento de quitosana (Figura 20).

Com a finalidade de analisar as interagcdes intermoleculares de
hidrogénio do sistema, as Figuras 31 e 32 apresentam diagramas com a
quantidade de ocorréncias de interacdes de hidrogénio dos grupos aceptores
de hidrogénio do glifosato (CO, e POs%) e os grupos doadores de hidrogénio
da quitosana (N-Acetil, NHs", NH, e OH’s).

A andlise da Figura 31 indica que o grupo CO do glifosato interagiu de
forma similar com os grupos doadores de hidrogénio da quitosana, sendo a

maior ocorréncia de interagcdes com os grupos NHs;" e OH’s da quitosana.

Figura 31 - Quantidade de interacdes de hidrogénio entre o grupo CO,

do glifosato e dos principais grupos doadores de hidrogénio da quitosana.
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A Figura 32 apresenta um diagrama com a quantidade de ocorréncias de

interacOes de hidrogénio entre o outro grupo aceptor de hidrogénio do glifosato,

o grupo PO3?, e os grupos doadores de hidrogénio da quitosana.
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Figura 32 - Quantidade de interacdes de hidrogénio entre o grupo PO5*

do glifosato e os principais grupos doadores de hidrogénio da quitosana.
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O grupo PO3;* do glifosato interagiu em maior proporcdo com a
quitosana, a Figura 33 ilustra estes grupos. Sendo as interacdes de maior
ocorréncia com os grupos NHz* e N-Acetii da quitosana, ambas com
quantidades de interacdes préximas e cerca de trés vezes maiores que as
interacBes com o grupo amino desprotonado da quitosana (NH>). Isto pode ser

explicado pela interacéo eletrostatica entre esses grupos.

Figura 33 - Representacdo molecular tridimensional dos grupos
nitrogenados da quitosana (NH, em vermelho, N-Acetil em preto e NH;" em

verde).

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.
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As interacbes do grupo POs* com as hidroxilas da quitosana (OH’s)
foram também superiores as interacdes com os grupos NH, da quitosana,

ocorrendo, neste caso, o dobro de interagdes.

O numero de ocorréncias de interacbes de hidrogénio dos grupos
aceptores do glifosato (Figura 31 e Figura 32) apresentou, de forma geral,

predominio de interaces do grupo POs* em comparacdo com o grupo CO5".

A fim de analisar a ocorréncia de interacfes do Unico grupo doador de
hidrogénio do glifosato, o grupo NH,", a Figura 34 apresenta um diagrama com
a quantidade de interacbes de hidrogénio com alguns possiveis atomos

aceptores de hidrogénio da quitosana (O7, O5, O1).

Figura 34 - Quantidade de interac6es de hidrogénio entre o grupo NH,"

do glifosato e os atomos O7, O5 e O1 aceptores de hidrogénio da quitosana.
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Fonte: Autor

Os dados obtidos na Figura 34, com interacdes entre o grupo NH," do
glifosato e os oxigénios O1, O5 e O7 da quitosana, indicam a capacidade deste
grupo em atuar como grupo doador de hidrogénio para interacdes
intermoleculares do tipo ligacdes de hidrogénio. E evidente a sua atuacéo
como doador de hidrogénio para o atomo de oxigénio O7 pertencente ao grupo

N-acetil da quitosana.
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Informacdes mais concretas se tornam necessarias para a analise da
efetividade das interacdes deste sistema, para isso foram realizados calculos
com a funcao de distribuicdo radial de pares atdmicos (RDF). Onde se avalia

as distancias médias entre as particulas atbmicas ao longo da trajetoria.

Um pico inicial bem definido nos diagramas de RDF demonstra a intensa
interacdo de curto alcance entre os atomos, indicando uma baixa mobilidade
entre os atomos interagentes. A Figura 35 apresenta um diagrama com a
média das distancias entre os &tomos de oxigénio do grupo CO; do glifosato e

0 atomo de nitrogénio do grupo NHs" da quitosana.

Figura 35 — Funcdo de distribuicdo radial de pares (RDF) entre os
atomos de oxigénio do CO, do glifosato e o &tomo de nitrogénio do grupo NHz"

da quitosana.
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Fonte: Autor
O diagrama da Figura 35 indica uma interacao efetiva entre o grupo CO,

do glifosato e o grupo NH3" da quitosana, através do primeiro pico azul bem

definido, mostrando a predominancia da distancia média entre o atomo de
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oxigénio O4 do grupo CO; do glifosato e o &tomo de nitrogénio do grupo NH3"

da quitosana.

A Figura 36 apresenta um diagrama com a média das distancias entre
0os a&tomos de oxigénio O4 e O5 do grupo CO, do glifosato e o atomo de

nitrogénio do grupo N-acetil da quitosana.

Figura 36 — Funcdo de distribuicdo radial de pares (RDF) entre os
atomos de oxigénio O4 e O5 do grupo CO; do glifosato e o atomo de nitrogénio

do grupo N-acetil da quitosana.
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A Figura 36 apresenta a ocorréncia de maior efetividade da interacao
entre 0 atomo de oxigénio O5 do grupo CO, do glifosato e o atomo de
nitrogénio do grupo N-acetil da quitosana. Porém a interacdo ocorre em menor
quantidade quando comparada ao grupo NHz" da quitosana (Figura 34), o que
ja era esperado, de acordo com a informacédo obtida no diagrama da Figura 31,
onde ocorre maior numero de interagcbes de hidrogénio do grupo CO, do
glifosato com os grupos NHs" da quitosana em relacdo aos grupos N-acetil da

quitosana.
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Com a finalidade de confirmar a tendéncia das interac6es do grupo CO,
do glifosato com os grupos nitrogenados da quitosana da Figura 31, a Figura 37
mostra a RDF entre os &tomos de oxigénio O4 e O5 do grupo CO, do glifosato

e 0 atomo de nitrogénio do grupo NH; da quitosana.

Figura 37 — Funcéo de distribuicdo radial de pares (RDF) entre os
atomos de oxigénio O4 e O5 do grupo CO; do glifosato e os atomos de

nitrogénio do grupo NH; da quitosana.
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Fonte: Autor

Conforme esperado, a Figura 37 apresentou numero inferior de
interagcbes com os grupos NH, da quitosana em relacdo ao numero de
interagdes com os grupos NH3" e N-acetil da quitosana.

As RDFs visualizadas nas Figuras 35, 36 e 37 concordam com 0s
valores das ocorréncias de interagcbes de hidrogénio entre o grupo CO; do

glifosato e os grupos nitrogenados doadores de hidrogénio da quitosana
(Figura 31).
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O grupo CO, do glifosato interage intensamente com o atomo de
hidrogénio do grupo N-acetil da quitosana, principalmente por haver menor
possibilidade de ocorrer impedimento estérico pelo grupo N-acetil (Figura 15).
Porém, é importante ressaltar que o grupo NHs" possui interacéo eletrostatica
ainda mais intensa, uma vez que possui carga parcial positiva, em funcdo da

protonag&o do grupo amina.

Desta forma, o atomo de hidrogénio do grupo doador NH3" apresenta
carga parcial superior ao atomo de hidrogénio doador do grupo N-acetil, e este
por sua vez, também apresenta carga parcial superior ao atomo de hidrogénio
do grupo NH,. Além disso, os grupos N-acetil estdo mais disponiveis
estericamente. A carga parcial do atomo de hidrogénio do grupo N-acetil da
quitosana é intensificada pelo grupo C=0, que atrai os elétrons para si.

Porém, o grupo NHz" possui hidrogénio com maior carga parcial por se
encontrar protonado e estes valores eletrostaticos mencionados estao

relacionados aos efeitos indutivos quanticos presentes no campo de forca.

A fim de analisar as interacbes do grupo CO, do glifosato com as
hidroxilas (OH’s) da quitosana, as Figuras 38 e 39 mostram as RDFs entre o
grupo CO;, do glifosato e as hidroxilas priméarias (O6) e secundarias (O3) da

quitosana, respectivamente.

A Figura 38 apresenta a média das distancias especificas entre o0s
atomos de oxigénio do grupo CO;, do glifosato e o &tomo de oxigénio O6 da

hidroxila primaria da quitosana, e, portanto, mais disponivel estericamente.
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Figura 38 — Funcdo de distribuicdo radial de pares (RDF) entre os
atomos de oxigénio O4 e O5 do grupo CO; do glifosato e 0 &tomo de oxigénio

06 da quitosana.
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Fonte: Autor

O diagrama da Figura 38 indica uma forte interagdo entre o grupo CO;,
do glifosato e o atomo de oxigénio O6 da hidroxila primaria da quitosana. Os
dois picos similares e bem definidos mostram que os dois atomos de oxigénio
do grupo CO; do glifosato interagem na mesma propor¢cdo com a hidroxila

primaria da quitosana.

O atomo de oxigénio O6 da hidroxila primaria apresenta maior
disponibilidade espacial em comparagdo com as outras hidroxilas da quitosana
(Figura 15), uma vez que se trata da hidroxila mais afastada do filamento. A
Figura 39 apresenta a média das distancias entre os atomos de oxigénio do
grupo CO; do glifosato e o atomo de oxigénio O3 da hidroxila secundaria da

quitosana.
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Figura 39 — Funcdo de distribuicdo radial de pares (RDF) entre os
atomos de oxigénio O4 e O5 do grupo CO; do glifosato e 0 &tomo de oxigénio
O3 da hidroxila secundéria da quitosana.
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Fonte: Autor

O oxigénio O3 da hidroxila secundaria da quitosana possui fraca
interacdo com o glifosato, provavelmente devido a impedimentos
estereoquimicos, e devido ao fato deste oxigénio realizar interacao
intramolecular com o &tomo de oxigénio O5, do tipo O3—-HO3::-:O5, conforme
evidenciado por Franca, 2008 *'°. O célculo da funcéo de distribuicéo radial de
pares entre os atomos O5 e O3 da quitosana justifica a ocorréncia da interagao

intramolecular entre os dois atomos (Figura 40).

A Figura 40 mostra a ocorréncia das interagdes intramoleculares do tipo
03-HO3:--0O5 na quitosana, uma vez que predominam duas distancias entre os
dois atomos, aproximadamente 0,28 nm e 0,41 nm. O primeiro valor indica a
ocorréncia da interacdo intramolecular de hidrogénio, o segundo indica a
periodicidade desses grupos ao longo da cadeia polimérica. Isto acontece
porque a interacdo intramolecular do tipo O3-HO3:--O5 esta equidistante de

outras duas ligacdes paralelas, Figura 41 **°.
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Figura 40 - Funcéo de distribuicdo radial de pares entre 0 atomo O3 e 0

atomo O5 da quitosana.
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Fonte: Autor

A ocorréncia das interagdes intramoleculares do tipo O3-HO3:--O5 na
quitosana esté ilustrada na Figura 41.

Figura 41 - Imagem representativa da quitosana com destaque na
interagdo intramolecular entre o hidrogénio da hidroxila O3 e o &tomo O5.

03 HO3

03 HO3

03 HO3 Q5

Fonte: Autor, através do programa Visual Molecular Dynamics (VMD) %,
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Para a andlise da efetividade das interacdes do grupo POs* do glifosato
com os grupos doadores de hidrogénio da quitosana, foram também realizados
calculos com a funcdo de distribuicdo radial de pares atdbmicos, avaliando
assim, as distancias médias entre as particulas interagentes ao longo da
trajetoria. A Figura 42 apresenta o diagrama com a média das distancias entre
os atomos de oxigénio do grupo PO3* do glifosato e o 4tomo de nitrogénio do
grupo NHs" da quitosana.

Figura 42 - Funcado de distribuicdo radial de pares entre os atomos de
oxigénio 03, 02 e O1 do grupo POs* do glifosato e o &tomo de nitrogénio do
grupo NHz" da quitosana.
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Fonte: Autor

A Figura 42 apresenta intensa efetividade da interacdo entre o atomo de
oxigénio O3 do grupo POs? do glifosato e o atomo de nitrogénio do grupo NH3*
da quitosana. O grupo NHs" interagiu mais efetivamente com o grupo POs* do
que com o grupo CO, do glifosato, o que pode ser explicado em termos
eletrostaticos, uma vez que o grupo PO3s% possui um oxigénio a mais, o que
avulta sua eletronegatividade e, além disso, possui dois atomos de oxigénio
desprotonados, enquanto o outro grupo possui apenas um atomo de oxigénio

desprotonado.
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Para analisar a condicdo das interacbes dos grupos nitrogenados da
quitosana seguirem a mesma tendéncia com o grupo CO, e PO3* do glifosato,
a Figura 43 mostra a distancia média entre os atomos de oxigénio do grupo

PO5* do glifosato e o &tomo de nitrogénio do grupo N-acetil da quitosana.

Figura 43 - Funcao de distribuicdo radial de pares entre os atomos de
oxigénio 03, 02 e O1 do grupo POs* do glifosato e o &tomo de nitrogénio do

grupo N-acetil da quitosana.
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Fonte: Autor

A andlise das Figuras 42 e 43 permitem a afirmacdo de que o grupo
NH5" interage mais fortemente com o grupo POs%, isto ocorre devido a
interacdo eletrostatica entre os grupos, mesmo que O grupo N-acetil se

encontre “mais livre”, espacialmente, para interagir com o glifosato.

O grupo NH3" da quitosana, assim como observado na interagdo com o
outro grupo aceptor do glifosato, CO;’, corresponde ao melhor grupo doador de
hidrogénio do biopolimero.
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A Figura 44 mostra a distancia entre os atomos de oxigénio do grupo

PO5% do glifosato e o &tomo de nitrogénio do grupo NH, da quitosana.

Figura 44 - Funcado de distribuicdo radial de pares entre os atomos de
oxigénio 03, 02 e O1 do grupo POs* do glifosato e o 4&tomo de nitrogénio do

grupo NH> da quitosana.
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Fonte: Autor

As interacées do grupo PO do glifosato com o grupo NH, da quitosana
foram pouco significativas em comparacdo com o0s demais grupos
nitrogenados. Isto pode ser explicado pela maior condicdo eletrostatica do
grupo NHs;" e pela melhor disponibilidade estérica do grupo N-acetil em
comparacao ao grupo NH, do biopolimero.

A quantidade de ocorréncias de interacées de hidrogénio apresentadas
na Figura 32 concorda de forma exata com as interacées do grupo PO5* do

glifosato com os grupos nitrogenados da quitosana.

Para analisar as interacées do grupo POs* do glifosato com as hidroxilas

(OH’s) da quitosana, as Figuras 45 e 46 mostram as distancias entre 0S grupos
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POs* do glifosato e os atomos O6, das hidroxilas primarias, e O3, das

hidroxilas secundérias da quitosana, ao longo da trajetoria.

O grafico da distribuicdo radial de pares da Figura 45 mostra a média
das distancias especificas entre os atomos de oxigénio do grupo POs* do

glifosato e o atomo de oxigénio O6 da hidroxila priméaria da quitosana.

Figura 45 - Funcdo de distribuicdo radial de pares entre os atomos de
oxigénio 03, 02 e 01 do grupo POs* do glifosato e o 4tomo de oxigénio O6 da

hidroxila primaria da quitosana.
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Fonte: Autor

Conforme esperado, o grupo POs;* do glifosato segue a mesma
tendéncia que o grupo CO, ao interagir com a hidroxila mais disponivel da
quitosana, Figura 15. Sendo esta interacdo mais efetiva com o grupo PO do

gue com o grupo CO;".
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O gréfico da distribuicédo radial de pares da Figura 46 mostra a interacao
do grupo POs* do glifosato com o atomo de oxigénio O3 da hidroxila
secundéria da quitosana (Figura 15).

Figura 46 - Funcdo de distribuicdo radial de pares entre os atomos de
oxigénio 03, 02 e 01 do grupo POs* do glifosato e o 4tomo de oxigénio O3 da
hidroxila secundaria da quitosana.
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Fonte: Autor

A interacdo do grupo PO3s* do glifosato com a hidroxila secundaria da
quitosana foi tdo significativa que acena a ocorréncia do rompimento da
interac&o intramolecular do tipo O3—-HO3---O5 (Figura 41). Por isso, o0 &tomo de
oxigénio O5 se manteve na cadeia glicosidica sem interagir de forma
intramolecular com o atomo O3 do mondmero vicinal e de forma intermolecular
com o herbicida glifosato. A hidroxila secundaria da quitosana (O3) nédo é tao
disponivel para interagir com o herbicida quanto a hidroxila primaria do atomo
06, conforme ja analisado com o grupo CO, do glifosato (Figura 39). A Figura
46 comprova este fato, por haver menor distancia média entre o grupo POz* do
glifosato e o atomo de oxigénio O3 da quitosana. Porém, a distribuicdo espacial

do oxigénio O3 ao redor do PO3* foi expressiva, sugerindo a maior capacidade
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do grupo PO3* em atuar como aceptor de hidrogénio em relacdo ao grupo CO
. Portanto, conforme esperado, o grupo POz* do glifosato segue a mesma
tendéncia que o grupo CO; ao interagir com a quitosana, prioritariamente com
a hidroxila mais disponivel (hidroxila primaria do atomo O6), Figura 15. Assim
sendo, o grupo PO3? possui maior capacidade de interacdes que o grupo CO5,

isto pode ser justificado pela maior forca eletrostatica do grupo PO3s*.

O grupo NH;" do glifosato corresponde ao Gnico grupo doador de
hidrogénio para interagao intermolecular. Este grupo néo interage efetivamente
com 0S grupos nitrogenados da quitosana, uma vez que O0S Qrupos
nitrogenados da quitosana (NHs", N-acetil e NH,) também atuam como grupos
doadores de hidrogénio, e possuem carga parcial positiva, resultando em
repulsdo eletrostatica. Sendo assim, o grupo NH," do glifosato interage
preferencialmente com os atomos de oxigénio da quitosana. Para isso, o
grafico da distribuicdo radial de pares da Figura 47 apresenta a média das
distancias especificas entre o atomo de nitrogénio do grupo NH," do glifosato e
os atomos de oxigénio O7, O6 e O3 (do grupo N-acetil, da hidroxila primaria e

da hidroxila secundaria da quitosana, respectivamente).

Figura 47 — Funcéo de distribuicdo radial de pares entre o atomo de

nitrogénio do grupo NH," do glifosato e os &tomos 07, O6 e O3 da quitosana.
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Fonte: Autor
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A andlise com a média das distancias entre o grupo NH," do glifosato e
0s atomos de oxigénio ao longo da trajetéria, Figura 47, apresentou um dado
interessante que j& podia ser esperado de acordo com o calculo das interacdes
de hidrogénio visualizado na Figura 34. A interacdo efetiva com o atomo de
oxigénio O7 do grupo N-acetil ocorreu de forma bastante evidente em
comparacdo aos grupos hidroxilas da quitosana. O &tomo de oxigénio O7
possui elevada disponibilidade em realizar interagcbes com o glifosato por estar
mais afastado da cadeia do biopolimero e, portanto, possui 0 minimo de
impedimento estereoquimico causado por atomos vicinais, e com iSS0, possui
uma area acessivel consideravel, atuando como o grupo aceptor mais
disponivel para a realizagdo de interag6es de hidrogénio com o solvente e/ou

glifosato.

As interacdes do grupo NH," do glifosato com as hidroxilas 06 e O3
(vermelho e preto, respectivamente) sdo muito préximas, seguindo o previsto,
ja que ambas as hidroxilas sdo semelhantes em relacdo as cargas atbmicas
parciais, porém a hidroxila do oxigénio O3 apresenta um pico menor, 0 que &
esperado, por ser uma hidroxila secundaria e revelar condicdo estérica menos

privilegiada em relacdo a hidroxila primaria, além de realizar interacdo
intramolecular do tipo O3-HO3:--O5 (Figura 41).

6.5.Calculo da forca de interacdo entre um filamento de quitosana e o

herbicida glifosato

O calculo da forca de interacdo entre as duas espécies quimicas foi
realizado através da aplicagdo de uma forgca aos atomos do herbicida glifosato.
A trajetéria mostrada através do programa VMD, Figura 48, apresenta
claramente as interagbes das moléculas, através da forca provocada no
glifosato para afasta-lo da quitosana (pulling).

Os resultados do item 5.4 mostraram que a interacdo de maior
ocorréncia esta entre o grupo PO3* do glifosato e o grupo NHs" da quitosana,
por isso, a realizacdo do afastamento do herbicida no momento da ocorréncia

desta interacdo intermolecular.
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Figura 48 — Afastamento entre o herbicida glifosato e a quitosana: a)
apos 1000 ps; b) apds 1600 ps; ¢) apos 1990 ps.

a)

b)

Jork
@ﬁ&cé

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) .

c)

A Figura 48 apresenta 3 instantes do afastamento entre o herbicida
glifosato e o filamento de quitosana. Uma forca atua sobre o herbicida desde o
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inicio da simulacéo, porém, em 1000 ps de simulagdo, como visto no item “a”,

ainda nao houve a ocorréncia do afastamento entre as duas moléculas.

O rompimento da interagédo amino-fosfato pode ser percebido no item
“b”, em 1600 ps, em seguida, pode-se visualizar a ocorréncia de uma possivel
formacdo de interacdo entre o glifosato e uma hidroxila secundaria da
quitosana. Ja no item “c”, apos 1990 ps, o herbicida se encontra totalmente
afastado do biopolimero, uma vez que ndo ocorre mais interacdo entre ambos,
com distancia de 8,09 A entre o 4&tomo de fésforo do glifosato e o 4tomo de

oxigénio da hidroxila da quitosana (Tabela 6).

Tabela 6: Distancia das ligacdes entre o atomo de fésforo do grupo POz*
do glifosato e o 4tomo de nitrogénio do grupo NH3;" da quitosana, e entre o
atomo de fésforo do grupo POs* do glifosato e o atomo O6 da hidroxila

secundéria da quitosana, com os respectivos intervalos de tempo ao longo da

trajetoria.
Distancia: P>N P>0OH
t, = 1000 ps 0,371 nm 0,543 nm
t, = 1600 ps 0,650 nm 0,381 nm
t. =1990 ps 1,180 nm 0,890 nm

A Tabela 6 evidencia a ocorréncia da interacao efetiva entre o grupo
POs% do glifosato e a hidroxila secundaria da quitosana, apés o rompimento da
interagdo com o grupo NHs" da quitosana, uma vez que a distancia entre o
atomo de fosforo do glifosato diminui para 3,81 A em 1600 ps de simulaco,
sendo que a interacdo ocorre entre o atomo de oxigénio ligado ao fosforo e o
atomo de hidrogénio do grupo NHs".

O diagrama com o aumento gradual da forca aplicada para afastar o
herbicida do filamento de quitosana, Figura 49, indica 0os momentos que

ocorrem os rompimentos das interacdes intermoleculares.
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Figura 49 — Grafico com a forgca média exercida no herbicida glifosato

para afasta-lo da quitosana em fungédo do tempo em ps.
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A Figura 49 mostra a forca inicial insuficiente para afastar o herbicida da
quitosana, sendo necessario o0 aumento gradativo da forca, até que no tempo
de 1300 ps de simulagéo o grupo POs* do herbicida se desprende do grupo
NHs" do biopolimero, com uma forca média de afastamento igual a 132,142

kJ/mol.nm.

A formacéo da interacdo intermolecular entre o grupo POs* do glifosato
e a hidroxila secundaria identificada na Figura 48 é entdo confirmada na Figura
49, pois apds o rompimento da interacdo intermolecular identificada no primeiro
pico do diagrama, percebe-se o aumento gradativo da forca para afastar o
herbicida, até ocorrer a 22 queda no grafico em 1783 ps de simulacéo,
indicando o rompimento de mais uma interagdo intermolecular efetiva, com

forca média aplicada de 133,959 kJ/mol.nm para separar a hidroxila do fosfato.

Desta forma, a intensidade da forca de interacéo entre o grupo POs* do
glifosato e o grupo NHs" da quitosana foi analoga a forca de interagéo entre o

grupo PO3? do glifosato e as 2 hidroxilas secundarias da quitosana.
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6.6. Analise das estruturas polimoérficas das nanoparticulas a- e f-

quitina com 42 moléculas de glifosato

A analise das trajetérias dos dois sistemas, a-quitina e B-quitina, permitiu
um conhecimento detalhado da influéncia do herbicida glifosato no
comportamento das estruturas em solu¢do aquosa.

Nesta sessdo, foi possivel verificar que as nanoparticulas mantiveram
suas estruturas iniciais por um tempo expressivo, sugerindo que a interagéo
entre as fibras de quitina e o herbicida glifosato € significativa. A Figura 50
mostra 0s sistemas de a-quitina e B-quitina apds certo tempo de simulacao por

dindmica molecular.

Figura 50 - Sistema contendo as nanoparticulas circundadas por
moléculas de glifosato: a) a-quitiha apés 17.570 ps de simulagéo
computacional; b) B-quitina apds 18.545 ps de simulagdo computacional.

a) b)

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.

A variacdo da raiz quadrada do desvio quadratico médio das distancias
atdmicas (RMSDist) em funcdo do tempo, Figura 51, mostra a ocorréncia de
menor variagdo das posi¢cdes de todos os atomos das nanoparticulas de quitina

em relacdo as posicOes iniciais, ou seja, houve menor mobilidade das
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estruturas polimorficas de quitina, quando comparada as estruturas analisadas

na Figura 26 da secéo 6.1, quando ndo havia moléculas de glifosato.

Figura 51 - Evolucdo temporal da variagcdo das posicdes atdbmicas

relativas as posigdes iniciais de todos os atomos de a-quitina e B-quitina.
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Fonte: Autor, através do programa GROMACS 4.5.4 119,

O herbicida glifosato operou, portanto, na permanéncia da estrutura
polimorfica das nanoparticulas de quitina, o que certifica a efetiva ocorréncia de
quelagdo entre as moléculas do herbicida e as nanopatrticulas de a- e B-quitina.

Uma analise similar, a respeito da influéncia do herbicida glifosato na

conformacao das nanoparticulas de a- e B-quitosana também foi realizada.
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6.7.Analise das estruturas polimérficas das nanoparticulas a- e f-

quitosana com 42 moléculas de glifosato

A Figura 52 mostra o resultado da interacdo entre as nanoparticulas de
quitosana e 42 moléculas de glifosato, com o intuito de evidenciar a ocorréncia

de agregacéao do biopolimero na presenca do herbicida.

Figura 52 - Sistema contendo as nanoparticulas circundadas por
moléculas de glifosato: a) a-quitosana apos 17.570 ps de simulacdo
computacional; b) B-quitosana apés 19.495 ps de simulacdo computacional.

a) b)

Fonte: Autor, através do programa VMD (Visual Molecular Dynamics) *°.

A analise das trajetérias dos dois sistemas, a-quitosana e B-quitosana,
permitiu verificar que as nanoparticulas mantiveram suas estruturas proximas e
agregadas por mais tempo, ou seja, o herbicida glifosato influenciou na
permanéncia da estrutura polimorfica inicial das nanoparticulas. O calculo da
variacdo das posicdes atdbmicas em relagdo as coordenadas iniciais, Figura 53,

confirma a manutencado da estrutura das nanoparticulas.
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Figura 53 - Evolucdo temporal da variagdo das posi¢cdes atdmicas

relativas as posigdes iniciais de todos os atomos de a-quitosana e -quitosana.
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Fonte: Autor, através do programa GROMACS 4.5.4 119,

A variagdo da raiz quadrada do desvio quadratico médio das distancias
atbmicas em funcédo do tempo (RMSDist), Figura 53, mostrou menor variacao
das posicdes atbmicas das nanoparticulas em relacdo as coordenadas iniciais
quando comparada as estruturas analisadas sem as moléculas de glifosato na
secdo 6.2, Figura 28, ocorrendo menor mobilidade das estruturas polimérficas
e retardando o processo de solubilizagdo da nanoparticula na presenca do
herbicida. Portanto, o glifosato possui influéncia na conformagéo das fibras do

polissacarideo.
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7. Conclusdes

As simulagdes por Dinamica Molecular permitiram a descricdo do
comportamento microscoépico dos filamentos de a- e B- quitina e quitosana, das
formas polimérficas de suas nanoparticulas em solucédo aquosa e da influéncia

do herbicida glifosato nas formas polimorficas.

As diferencas estruturais entre as formas polimérficas de quitina e
quitosana sao significativas, uma vez que o arranjo das cadeias afeta a
interacdo das fibras do polissacarideo com as moléculas de solvente,
especialmente por meio de interagcbes de hidrogénio, influenciando na

estabilidade, no processo de entumescimento e na solubilidade dos filamentos.

A a-quitina possui maior estabilidade no seu arranjo linear em
comparagao com a [3-quitina em solucéo aquosa, o que reflete no processo de
entumescimento da fibra, e ndo na sua perda estrutural, uma vez que a fibra é

insoltvel.

As cadeias de quitosana com GA = 20% e pH = 6,5 se tornam sollveis
em meio aquoso, perdendo sua estrutura linear e organizada. Desta forma, a
solubilidade é mais acentuada para a a-quitosana quando comparada com a B-

quitosana.

As simula¢cBes por Dinamica Molecular permitiram a identificacdo dos
grupos funcionais da quitosana responsaveis pelo processo de adsor¢cdo do
herbicida glifosato. As interacdes de hidrogénio possuem papel fundamental no
processo de adsorcao da quitosana com o herbicida glifosato, tdo importante

quanto as interacdes eletrostaticas.

O grupo N-acetil da quitosana interagiu significativamente com o
herbicida, sugerindo que a quitina pode também interagir com o glifosato na
proposta de descontaminacdo ambiental, por ela possuir maior quantidade de

grupos N-acetil.
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As aminas protonadas da quitosana apresentaram desempenho
adsortivo consideravel quando comparadas as aminas desprotonadas, em

funcéo do efeito eletrostético atrativo.

A interacdo de maior representatividade ocorreu entre os grupos POs”
do glifosato e NH3" da quitosana.

O PMF realizado através de DM permitiu o célculo da intensidade das
forcas de interacdo do grupo PO3* do glifosato com os grupos NHs" e hidroxila
secundéria da quitosana.

O herbicida glifosato influencia no arranjo das cadeias polimoérficas das
nanoparticulas de quitina e quitosana. A espécie quimica € responsavel por
agregar as cadeias de quitosana, diminuindo a mobilidade e o processo de
solubilizacdo das nanoparticulas de quitosana. Isto sugere que quitosanas

soluveis podem precipitar na presenca do herbicida.

As simulagbes computacionais, utilizando Dindmica Molecular,
realizadas neste trabalho projetam a possibilidade de realizar acgbes
experimentais para a descontaminacdo ambiental do herbicida glifosato através

de quitina/quitosana.
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8. Trabalhos Futuros

As sugestodes para trabalhos futuros séo:

e Estudo quantico das interacdes entre quitosana e o herbicida;

e Caracterizacdo molecular da adsorcdo de outros herbicidas como,
por exemplo, haloxifop e diclofop, e a descricAo do processo
adsortivo por nanoparticulas de quitosana;

e Avaliacdo do efeito da temperatura no empacotamento e orientacao
das cadeias polissacaridicas e adsorcdo de herbicidas em
nanoparticulas de quitina e quitosana;

e Avaliacdo de outras configuracdes de protonacédo/desprotonacédo dos
mondmeros ao longo dos filamentos de quitosana;

e Avaliacdo do efeito do grau de acetilagdo no empacotamento e
orientacdo das cadeias polissacaridicas e adsorcdo de herbicidas em
nanoparticulas de quitina e quitosana;

e Realizar o calculo PMF para calcular a energia e as forcas de
interacdo entre os demais grupos da quitosana/quitina e do glifosato;

e Avaliacdo do efeito do pH no empacotamento, orientacdo das
cadeias polissacaridicas e adsorcao de herbicidas em nanoparticulas

de quitina e quitosana,;
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. Trabalhos Apresentados em Congressos, Premiacdes e Artigo
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9.1.Trabalhos Apresentados em Congressos

e 2014 - Study of the interaction between chitosan and the glyphosate
herbicide using Molecular Dynamics simulation. In: VI SIMPOSIO
INTERNACIONAL DE POS-GRADUACAO E PESQUISA (SINPOSPQ),
2014, Ribeirdo Preto — SP.

e 2014 - Avaliacédo tedrica do efeito do solvente no biossensoramento do
herbicida glifosato. In: XXVIII Encontro Regional da Sociedade Brasileira
de Quimica (ERSBQ), 2014, Pocos de Caldas - MG.

e 2014 - Estudo tedrico da forca de adsorcdo do herbicida glifosato por
guitosana. In: XXVIII Encontro Regional da Sociedade Brasileira de
Quimica (ERSBQ), 2014, Pocos de Caldas - MG.

e 2014 - Estudo tedrico das estruturas de a- e B-quitosana por dinamica
molecular. In: XXVIII Encontro Regional da Sociedade Brasileira de
Quimica (ERSBQ), 2014, Pocos de Caldas - MG.

e 2013 - Avaliacdo do efeito do grau de acetilacdo na adsorcéo dos ions
Cu2+ e Cd2+ por quitosana via simulagdes por Dinamica Molecular. In:
17° SIMPOSIO BRASILEIRO DE QUIMICA TEORICA, 2013, 2013,
Angra dos Reis - RJ

e 2013 - Avaliacdo do efeito do pH na adsorcdo dos cations metalicos
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Angra dos Reis — RJ.

e 2013 - Estudo tedrico do efeito solvente na seletividade de
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