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Resumo
O Poli(etileno glicol) (PEG) é um polimero sintético cujas caracteristicas tem

despertado grande interesse em diversas areas. Suas aplicacdes podem ser vistas nas mais

variadas areas, desde biotecnologia e medicina até aplicacdes industriais e cosméticos.

Alguns aspectos fisicos como a estrutura adotada por esse polimero em diferentes
solventes e detalhes sobre a interacdo entre essas moléculas ainda necessitam de maiores

esclarecimentos, o que o torna objeto de intensa investigagao.

Essa tese visa desenvolver um modelo para moléculas de PEG, que possa ser
utilizado em experimentos de dindmica molecular. Resultados de simulacdes com esse
modelo foram comparados a dados experimentais presentes na literatura, de forma a
verificar o comportamento do modelo em diferentes condicGes, avaliando assim sua

adequacao.

Os valores de densidade, obtidos dos sistemas simulados, apresentaram erro
méaximo de 1,14% para concentracdes de até 50% de PEGyq. A densidade do sistema em
fungdo da temperatura concorda com os dados da literatura, mantendo um erro fixo de

0,35%, que estéa relacionado com a concentracdo de 50% utilizada nessa simulacao.

A estrutura helicoidal, apresentada pelas moléculas de PEG ao final do processo de
preparacdo dos modelos, é perdida rapidamente em todas as diferentes condi¢gdes em que o

sistema foi simulado, indicando que tal estrutura é energeticamente desfavoravel em agua.

Com o aumento da concentragdo de PEG, as seguintes estruturas foram
encontradas: moléculas de PEG livres em solucdo em concentracGes inferiores a 5%,
aglomerados de PEG entre 5 e 50%, com uma transicdo gradual entre uma estrutura e

outra. Os resultados obtidos para concentragdes acima de 50% ndo séo conclusivos.

Seguindo o procedimento aplicado ao modelo inicial, de PEG4q0, foi desenvolvido
um segundo modelo, aproximadamente quatro vezes maior, e com ele foram executados
possiveis efeitos moleculares capazes de induzir termo-separacdo de fases. A transicao
entre os diferentes estados do sistema ocorreu em temperaturas médias entre 423,3 K e
424,1K a uma pressao média de 8,98 Bar.

Palavras Chave: Dinamica molecular, polimeros, polietileno glicol.
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Abstract

Poly(ethylene glycol) (PEG) is a synthetic polymer whose characteristics have
attracted great interest in different fields. It has been applied in very different areas, from

biotechnology and medicine to industry and cosmetics.

Physical aspects like the structure PEG assumes in different solvent and details on
the interaction between these polymers still lack clarity, make PEG an object of intense

investigation.

This Thesis aims do develop a model for PEG molecules that can be used in
molecular dynamic simulations. Results of simulations using this model were compared to
published experimental data, in order to investigate the behavior of the model under

different conditions to evaluate its validity.

The density values obtained from the simulations exhibit a maximum error of
1.14% for PEGgo concentrations up to 50%. The system density as a function of
temperature agrees with experimental data from the literature within an error of 0.35% for
the 50% PEG in the simulation.

The helicoidal structure assumed by the PEG molecules at the end of the procedure
of the model preparation is quickly lost under every simulation condition, thus indicating

that the helicoidal structure is not energetically favorable for PEG in water.

As PEG concentration is increased, the following structures were found:
free PEG molecules below ca 5%, PEG clusters from ca 5-50%, with a gradual transition
from one structure to another. The results for concentrations higher than 50% are not
conclusive.

Following the procedure applied to the initial PEG40 model, a second model was
developed, almost four times larger, and used to investigate possible molecular effects
capable to induce phase thermoseparation. The transition from different system states took
place on average temperatures between 423.3 K and 424.1 K at the average pressure of
8.98 Bar.

Keywords: Molecular dynamic, polymer, poly(ethylene glycol).
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1 — Introducao

1.1 — Polimeros

Polimeros sdo macromoléculas naturais ou sintéticas, formadas pela repeticdo de
pequenas unidades monoméricas covalentemente ligadas. Podemos citar como exemplos
de polimeros naturais as proteinas e polissacarideos, enquanto que plasticos e adesivos sdo

exemplos tipicos de polimeros sintéticos.

Os polimeros, quando formados pela repeticdo de um Unico tipo de mondmero séo
chamados de homopolimeros. Podem também ser formados pela unido de diferentes tipos
de monémeros, formando um padréo irregular, sendo esse tipo de polimero chamado de
heteropolimero, como no caso das proteinas que podem ser compostas por combinacdes de
20 diferentes tipos de mondmeros, os aminoacidos. Denomina-se copolimero de bloco a

juncdo de duas ou mais cadeias de homopolimeros ligadas covalentemente.

As caracteristicas de um polimero e seu comportamento dependem basicamente de
sua estrutura e constituicdo. Com relacdo a estrutura temos a forma com que seus
monomeros estédo ligados, que pode ser linear, ramificada ou em forma de rede, como visto
na figura 1, e também a massa molecular do polimero, a qual esta diretamente ligada ao
namero de mondmeros presentes na molécula. J& a constituicdo do polimero est4
relacionada aos mondmeros que compdem a cadeia polimérica, dando origem a um

homopolimero ou um heteropolimero.
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S—

Linear
Ramificado
Rede

Figura 1: Tipos de estruturas possiveis em cadeias poliméricas.

Existe uma grande variedade de polimeros, dentre eles o poli(etileno glicol) (PEG),
que, em solucdo, na presenca de co-solutos e sob condi¢des adequadas, podem formar
sistemas aquosos bifasicos (SAB) ou multifasicos. Esse efeito j& é conhecido ha muito
tempo e existem muitos trabalhos experimentais e teorias a respeito desse fendmeno, como
por exemplo, os trabalhos de Flory (1953), Stuart (1953), Tompa (1956), Huggins (1958) e
Anathapadmanabhan e Goddard (1986).

1.2 — Poli(etileno glicol)

Poli(etileno glicol) é um homopolimero sintético, linear, cuja formula molecular €
H-(O-CH,-CH>),-OH, onde n é o nimero médio de grupos de 6xido de etileno presentes na
molécula, chamado grau de polimerizacdo. E um polimero levemente higroscopico, soltvel
em éagua, em acetona, em etanol, miscivel em outros glicois e em hidrocarbonetos

aromaticos, insoltivel em éter e hidrocarbonetos alifaticos.

A designacdo numérica geralmente indica sua massa molecular média,
encontrando-se disponivel comercialmente em uma grande variedade de pesos moleculares,
variando de 200 a alguns milhdes de gramas por mol. Em pesos moleculares menores que
600 g/mol é um liquido incolor viscoso a temperatura ambiente. Em pesos acima desse

valor se apresenta em forma de p6 ou flocos.
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Os PEGs liquidos, de baixa massa molecular, podem ser diretamente utilizados
como solventes, com ou sem a adi¢cdo de agua. Nesse conjunto de PEGs de baixa massa

molecular pode-se, utilizando uma certa liberdade, incluir os di, tri, e tetraetileno glicois.

Algumas caracteristicas importantes tém tornado o PEG um produto de grande
interesse tecnologico, dentre elas o fato de ser biodegradavel, estavel a acidos, bases e altas
temperaturas (Naik & Doraiswamy, 1998; Guo et al, 2002; Chen et al, 2004), com
aplicacdo em diversas areas biotecnoldgicas e médicas (Harris, 1992; Harris e Zalipsky,
1997), além de ser biocompativel em solucdo aquosa, com potencial de aplicagdo como
meio de cultura de tecidos e preservacao de 6rgdos (Albertsson, 1986). O PEG tem sido
também utilizado como meio alternativo de separacdo de sistemas aquosos bifasicos,
(Huddleston et al, 1999; Chen et al, 2005) na formacdo de complexos com moléculas
tensoativas (surfactantes) para fins industriais, e desempenha um papel importante como
componente basico na producdo de poliésteres e poliuretanos, (Drozdowski et al, 2002)

entre outras aplicagoes.

O PEG tem sua estrutura e propriedades fortemente dependentes das interagdes
inter e intramoleculares, as quais aumentam com o0 aumento da massa molecular do
polimero, principalmente as interacfes dipolares devido a natureza das ligacbes O-C. Com
0 aumento da massa molecular ocorre também a diminui¢do da concentracdo de grupos OH
terminais, o que altera 0 nimero de pontes de hidrogénio formadas no sistema. Como
efeito do citado acima temos a dependéncia direta entre as propriedades fisicas do PEG e

sua massa molecular. (Drozdowski et al, 2002)

Esse polimero pode adotar diferentes conformagdes, dependendo da temperatura do
sistema e do tipo de solvente utilizado, variando de uma conformacéo aleatoria (coil) em
agua (Vennaman et al, 1987; Alessi et al, 2005; Castellanos et al, 2006) a uma
conformacdo helicoidal em alguns solventes especificos, como a mistura de acido

isobutirico e dgua. (Castellanos et al, 2006)

Uma das caracteristicas mais intrigantes desse polimero é o fato de 0 mesmo ser
hidrofilico, o que devido a sua estrutura ndo seria uma caracteristica esperada, pois tanto o
poli(6xido butileno), que possui um grupo metileno (CH>) a mais (-[CH,-CH,-CH,-0-],-),
quanto o poli(6xido metileno) que possui um grupo metileno a menos (-[CH2-O-],-) sdo

insollveis em agua. (Israelachvili, 1997)



14

As moléculas de PEG apresentam um elevado grau de liberdade conformacional,
principalmente devido a grande liberdade rotacional de suas ligaces simples. Cada uma de
suas possiveis configuragdes é caracterizada por um diferente momento de dipolo, o qual é
a soma vetorial dos momentos de dipolo de seus n mondmeros. Segundo Rudan-Tasic e
Klofutar (2005) a media estatistica do momento de dipolo da molécula deve ser

proporcional a raiz quadrada do seu grau de polimerizacéo n.

Grande parte desse trabalho foi baseado na molécula de PEG de massa molar média
igual a 400 g/mol, aqui designada por PEG4q. Na pratica 0 PEG4q0 apresenta um certo grau
de polidispersdo, tendo sua massa molar entre 380 e 420 g/mol. Seu grau de polimerizacao

médio é de 8,7 o que Ihe confere a seguinte composi¢do média: H-(O-CH,-CH,)g 7-OH.

Com isso temos que o PEG com essa massa molecular se encontra entre octa e
nonaetileno glicol (figura 2), sendo que moléculas maiores e menores também podem estar

presentes em sua constitui¢do, s6 que em pequenas quantidades.

Figura 2: Molécula de nonaetileno glicol ou PEG,q,

No apéndice A é apresentada uma tabela com as principais caracteristicas fisicas e

quimicas do PEG4oo como referéncia.

1.3 — Simulagéo de sistemas polimeéricos

O processo de simulagdo de sistemas moleculares, por computador, tem
apresentado um papel crescente nos meios de pesquisa, tanto industrial quanto académico.
As simulagdes por computador ja se tornaram parte da rotina diaria em algumas areas do
conhecimento e sdo utilizadas em areas muito distintas como a ciéncia dos materiais e a

biologia molecular. (van Gunsteren & Mark, 1998)
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Por meio das simulagbes de dindmica molecular pode-se estudar o comportamento
dos mais diversos sistemas moleculares, de forma a obter informacdes sobre efeitos que
ocorrem em nivel atdbmico, informacGes essas que podem ser dificeis e, em alguns casos,

quase impossiveis de se obter por outros métodos.

O estudo de sistemas poliméricos por meio da dindAmica molecular visa buscar uma
forma de elucidar alguns aspectos do comportamento desses sistemas, como caracteristicas
estruturais dos polimeros em solucdo, sua interacdo com o solvente ou com outras

moléculas e até as forgas que dirigem os mais diversos efeitos observados nos sistemas.

Citando Miiller-Plathe e seus colaboradores: “Ao se tentar entender os sistemas
poliméricos, assim como outros sistemas reais, experimento e simulagdo tomam caminhos

diferentes e tem, portanto, diferentes vantagens e desvantagens”.

A combinacdo entre experimentos reais e simulacdo pode apresentar excelentes
resultados, principalmente se os dois métodos forem corretamente planejados, de forma
que os resultados possam ser utilizados para a checagem mutua dos dados obtidos. Isso
pode ser feito medindo e calculando, em ambos o0s casos, as mesmas caracteristicas
priméarias do sistema, de forma que a concordancia dos resultados possa ser utilizada para

se estimar o grau de realismo da simulacao.

Existem na literatura diversos trabalhos publicados na area de simulacdo de
sistemas poliméricos (Chang & Yethiraj, 2006; Banaszak, Faller & Pablo, 2004; Halley,
Duan & Nielsen, 2001; Nath, Banaszak & Pablo, 2001; Nath & Pablo, 1999). A maioria
desses trabalhos desenvolve alguma forma de ajuste do campo de forga utilizado nas
simulacdes, de forma a tornar o comportamento do sistema mais proximo do esperado. Em
alguns casos sdo propostos campos de forca especificos para a simulagdo de determinados

tipos de moléculas.
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2 — Objetivos

O presente trabalno tem por finalidade desenvolver um modelo de
Poli(etileno glicol) que possa ser utilizado em simula¢bes por dindmica molecular para
estudos em sistemas aquosos permitindo inclusive estudar efeitos moleculares relacionados

a termo-separacgdo de fases.

Além de definir um modelo adequado para esse polimero o trabalho visa utilizar-se
da técnica de dindmica molecular, com solvente explicito, cujo modelo é capaz de
reproduzir satisfatoriamente vérias caracteristicas do solvente real. Devido a grande
capacidade computacional disponivel atualmente pode-se simular facilmente sistemas
contendo dezenas ou até centenas de milhares de atomos, de forma a obter resultados
macroscopicos relativos aos sistemas estudados, o que abre grandes possibilidades para o

estudo de diferentes efeitos em sistemas poliméricos.

Outro aspecto importante € avaliar a viabilidade da simulacdo de sistemas contendo
PEG e &gua, utilizando um campo de forca ndo especifico, alterando apenas as cargas
atdbmicas do modelo desenvolvido, preservando assim as qualidades do campo de forca
utilizado, no tratamento de outros componentes que possam vir a ser incluidos em estudos

posteriores.



17

3 — Métodos

3.1 - Criacédo dos modelos iniciais

O inicio do processo de definicdo de um modelo para experimentos com simulagao
se da com a criacdo de uma estrutura tridimensional da molécula, contendo as coordenadas
de todos os atomos presentes em tal molécula. No caso dos presentes modelos, as
coordenadas atdmicas tridimensionais foram geradas com o auxilio do sistema CORINA
(Molecular Networks GmbH).

CORINA, abreviacdo de “COoRdINAtes”, é um sistema voltado para a criacdo de
estruturas tridimensionais de pequenas moléculas, estruturas essas que podem ser utilizadas
para 3D QSAR, estudos de docking de ligantes, anélise conformacional, “de novo design”
e modelagem molecular, entre outros. Este sistema integrado cobre todo o processo de
criacdo da estrutura 3D, desde o desenho de sua estrutura quimica em forma bidimensional,
suportado pelo JME Molecule Editor (Peter Ertl), até a obtencdo de um modelo final, em
trés dimensdes, fornecendo todas as informagdes necessarias em arquivos no formato PDB
(Protein Data Bank). O JME Molecule Editor é um eficiente aplicativo JAVA que permite
desenhar e editar moléculas e reacbes quimicas, fornecendo informacbes para o

processamento por outros programas.

As estruturas bidimensionais das moleculas de PEG foram criadas no JME
Molecule Editor, como visto na figura 3, onde se pode ver 9 unidades monoméricas que
compBem a molécula de PEG4p0. Com base nessa estrutura o CORINA desenvolve todos os
calculos e fornece uma estrutura tridimensional correspondente. Devido a dificuldade de se
apresentar estruturas 3D em imagens bidimensionais a estrutura resultante é apresentada na
figura 4 em duas posicdes, com rotagdo de 90 graus em relagcdo ao eixo vertical da folha
(eixo Y).
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Figura 3: Estrutura bidimensional da molécula de PEG,, no JME Molecule Editor.

Figura 4: Estrutura tridimensional para a molécula de PEG .

Como pode ser visto, 0 modelo criado para a molécula de PEG4q0 apresenta uma

estrutura helicoidal, sendo um nonaetileno glicol com massa molecular de exatamente

414,492 g/mol que, neste trabalho, serd considerado como PEGyqo por ser a estrutura com

massa superior a 400 mais proxima que pode ser obtida.
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A estrutura fornecida pelo CORINA, apesar de apresentar a forma helicoidal, ainda
ndo € a estrutura de menor energia possivel para essa molécula. A busca pela forma de
menor energia € feita com o auxilio do programa  Ghemical

(http://www.uiowa.edu/~ghemical/ghemical-gms.shtml), que executa uma otimizacdo da

geometria da molécula. Com o mesmo programa se preparam arquivos de entrada
utilizados para os célculos das cargas atdbmicas a serem realizados com o programa
GAMESS (Schmidt et al., 1993).

3.2 - Célculo das cargas atomicas

As cargas atomicas do modelo de PEGa.o foram calculadas com o programa
GAMESS, fazendo-se um ajuste (fitting) do potencial eletrostatico a partir de calculos ab
initio, utilizando o método CHELPG com funcgbes de base 6-31G. Tal conjunto de funges
de base apresentou resultados adequados, sem elevar o custo computacional a niveis
inaceitaveis. Para esse procedimento foi utilizado um computador com processador
Pentium 4 - 3.06GHz com memodria RAM de 1 GB DDR400 dual channel a 800 MHz

A estrutura tridimensional resultante da otimizacdo de geometria no programa
Ghemical foi convertida em arquivos de topologia para serem utilizados no sistema de
dindmica molecular. Para isso foi utilizado o servidor PRODRG (Schuettelkopf & van
Aalten, 2004).

Durante o processo de criacdo dos arquivos de topologia, o0 PRODRG
automaticamente avalia o estado de protonacdo dos grupos atdmicos presentes na
molécula, classifica e adiciona ou remove atomos de hidrogénio quando necessario e
determina valores para as cargas de todos os &tomos com base em valores pré-definidos de
carga para grupos atdbmicos conhecidos, garantindo a correta distribuicdo das cargas
atdmicas individuais para que possa ser executada a simulacéo utilizando o procedimento
conhecido como Grupos de Carga. Os arquivos de topologia resultantes desse processo,
que contém os valores de carga definidos pelo PRODRG, foram utilizados na forma

original como um dos modelos de PEG4qo a ser avaliado.
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Um segundo modelo foi criado, substituindo-se nos arquivos de topologia as cargas
calculadas pelo PRODRG pelas cargas obtidas com o método CHELPG no GAMESS,
também utilizando grupos de cargas. Esse segundo modelo foi denominado PEG400_Lc.

A necessidade da utilizacdo dos grupos de cargas se deve ao fato de ter sido
escolhido o método de raio de corte para o tratamento das interacGes eletrostaticas. Esse
método de tratamento reduz de forma acentuada o custo computacional das simulagdes,
mas exige cuidados especiais para que ndo sejam criadas cargas no sistema durante a

simulacéo.

A criacdo de cargas em uma simulagdo ocorre, por exemplo, quando se separam
atomos de um dipolo, situacdo essa que pode acontecer se algum atomo desse dipolo se
encontrar dentro do raio de corte especificado e um ou mais d&tomos do mesmo dipolo se

encontrarem fora e forem desconsiderados nos calculos efetuados.

Para evitar esse efeito é utilizada a técnica de grupos de cargas, que sdo
simplesmente indices que indicam quais &tomos pertencem a grupos especificos, possuindo
0 grupo uma carga total nula. Se um dnico a&tomo de um grupo de carga se encontra dentro
do raio de corte em uso todo o grupo relacionado com tal &tomo é incluido no célculo a ser

efetuado, mesmo que os outros a&tomos estejam fora do raio de corte definido.
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3.3 - Simulacdes por Dinamica Molecular

3.3.1 — Pacote de simulacao

Para a realizacdo das simulacGes optamos por utilizar o pacote GROMACS
(Lindahl et al. 2001) na versédo 3.2, que consiste de um conjunto de programas capazes de
executar todos 0s passos necessarios aos experimentos com dinamica molecular, desde a

preparacdo dos sistemas até a analise dos resultados obtidos.

Esse sistema é largamente utilizado, podendo-se dizer que se trata de um dos mais
conhecidos programas de simulacdo, o que lhe confere inimeras vantagens. Dentre elas
destacamos o fato de existir uma grande comunidade de usuarios, o que facilita a busca por
informacdes novas, troca de conhecimento e solucdo de possiveis problemas. Também é
um programa muito citado em publicagdes cientificas, o que lhe garante grande

confiabilidade com relacéo aos métodos implementados.

3.3.2 — Montagem dos sistemas

O estudo dos sistemas contendo agua e polimero, visando reproduzir resultados
experimentais gerou a necessidade de se desenvolver um procedimento alternativo para a
montagem das caixas de simulacdo, de forma a possibilitar a obtencdo de concentracGes

exatas dos componentes do sistema.

O nudmero total de 4tomos simulados nas diferentes concentraces escolhidas para
esse trabalho pode ser visto na tabela 1, onde constam também o nimero de moléculas de
PEG40 a serem simuladas e o nimero de moléculas de dgua necessarias para se atingir a
concentracdo desejada, considerando que a montagem do sistema é feita como no

procedimento experimental, ou seja, em porcentagem de massa dos componentes.
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Tabela 1: Composicao dos sistemas em diferentes concentragdes.

Concentracéao N° moléculas N° moléculas Total de
% massa PEGuao0 H,0 atomos

1 12 26.500 79860

5 60 25.350 77850

15 147 18.510 59940

25 147 9.800 33810

35 288 11.885 44295

50 288 6.400 27840

65 324 3.877 21351

75 324 2.400 16920

85 324 1.271 13533

95 400 468 13404
100 400 0 12.000

O numero de moléculas de PEG4q foi ajustado para cada concentracdo, de modo a
reduzir o tempo de maquina necessario para se simular intervalos de tempo capazes de
levar os sistemas ao equilibrio. Para tanto, foi necessario simular a maior quantidade
possivel de moléculas de PEG, sem deixar o numero total de atomos se tornar
excessivamente grande a ponto de inviabilizar o trabalho. Como resultado, o nimero total
de atomos nas simulacdes variou de 12.000 a aproximadamente 80.000 atomos

dependendo da concentragé&o.

Foram testados diferentes modelos para a molécula de agua, sendo eles o Single
Point Charge (SPC) e os modelos TIP4P e TIP5P. O modelo escolhido para ser utilizado
nesse trabalno foi o SPC por apresentar bons resultados comparados a valores
experimentais, com a vantagem de nao impor ao sistema um custo computacional muito

alto.

O processo de montagem das caixas de simulagdo tem inicio com a defini¢cdo do
namero de moléculas de PEG que entrardo na composicao da mesma. A escolha do nimero
de moléculas deve levar em conta o tamanho e a forma da caixa resultante, ja que a
molécula de PEG se encontra na forma estendida, o que pode resultar em caixas de formato

retangular, o que ndo é desejavel. O nimero de moléculas de dgua necessario para compor
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a caixa na concentracdao desejada também € um fator decisivo na defini¢do da quantidade
de moléculas de PEG a serem utilizadas, pois, sendo a massa molecular do PEG muito
superior a da agua, uma unica molécula de PEG a mais pode criar a necessidade de se
incluir centenas de moléculas de agua para ajustar a concentracdo, o que eleva rapidamente

0 numero total de 4&tomos presentes na simulag&o.

Com o intuito de manter as caixas de simulacdo o mais préximo possivel da forma
clbica, optamos por organizar as moléculas de PEG compondo “linhas e colunas” em
matrizes de 2 ou 3 dimensdes conforme o numero de moléculas a agrupar. A figura 5

mostra exemplos de organizacdo das moléculas em duas e trés dimensoes.

Figura 5: Organizacéo espacial das moléculas de PEG,q, nas caixas de simulacdo

O preenchimento da caixa com moléculas de agua também foi pensado de forma a
tentar reduzir o tempo necessario para a estabilizacdo do sistema, evitando situagoes
iniciais que favorecam aglomeragdo das moléculas de PEG. O processo de colocagéo
dessas moléculas visa criar uma camada de solvatacao uniforme ao redor das moléculas de
PEG, evitando o contato direto das mesmas na conformacdo inicial. Logicamente que essa
camada de solvatacdo depende da quantidade de agua presente no sistema, o que acima de

determinada concentracdo de PEG é dificil de se obter.
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Na prética, o procedimento adotado segue 0 seguinte roteiro:

1

Definir o nimero de moléculas de PEG e o correspondente nimero de moléculas de

agua para compor a caixa na concentracdo desejada.
Escolher a forma de organizacdo das moléculas de PEG (linhas e colunas)

Montar a caixa com as moléculas de PEG na forma escolhida deixando espaco

entre elas.

Preencher com agua o espaco livre e comparar o numero de moléculas de &gua que

couberam na caixa com o numero pretendido.

Criar novas caixas, reajustando o espaco deixado entre as moléculas de PEG, até
que o0 nimero de moléculas de &gua inseridas na caixa se aproxime ao maximo da

quantidade desejada.

Restando uma pequena quantidade de moléculas de &gua a mais na caixa de
simulacéo pode-se remover manualmente as Gltimas moléculas, obtendo-se assim a

concentracao exata desejada.

O procedimento de remocdo manual de moléculas de dgua excedentes na caixa cria uma

pequena regido de vacuo que serd rapidamente corrigida durante o processo de

termalizacdo do sistema, 0 que ndo deve gerar maiores problemas.

3.3.3 — Minimizacéo de energia

Cada sistema a ser simulado passou por um processo de minimizacdo de energia,

processo este que tem por finalidade reduzir a energia potencial do sistema pela busca de

minimos de energia, 0 que favorece a correta termalizacdo do sistema, pois em uma

simulagdo de dindmica molecular, ocorre constantemente a converséo de energia potencial

em cinética, e picos de energia potencial podem levar ao aparecimento de regides com

temperatura acima do esperado, o que pode comprometer o resultado final obtido.
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Para esse procedimento foi utilizado o algoritmo steepest descent (Wiberg, 1965)

implementado no programa GROMACS. Esse algoritmo define um vetor ¥ como um

vetor para todas as 3N coordenadas e utiliza um valor inicial hy para o deslocamento

maximo permitido para os atomos (por exemplo hy = 0.01nm).

O processo tem inicio com o céalculo das forcas (F ) e da energia potencial,

seguido da determinacdo das novas posi¢des atbmicas, calculadas com a seguinte equacao:

onde h, é o deslocamento maximo e Fn a forca, calculada como:

F, =-VV({r.})

A energia e as forcas sd@o entdo novamente calculadas para as novas posi¢des e

entdo a energia potencial resultante é avaliada com o seguinte critério:
Se (Vn+1 < V) as novas posigdes sdo aceitas e hy+q = 1,2h,,.
Se (Vn+1 > V) as novas posicoes sdo rejeitadas e h, = 0,2h,,.

O procedimento é entdo repetido até que uma condicdo de parada seja atingida,
podendo tal condicdo ser um ndmero maximo de interacdes ou um limite minimo para a

forca calculada.

3.3.4 — Procedimentos de simulacao

As simulacbes foram divididas em grupos de acordo com o modelo de polimero
utilizado, de forma a permitir uma padronizacdo dos arquivos de configuracdo e
procedimentos a serem executados, visando obter maior controle sobre os resultados e

evitar que algum parametro de configuracdo fosse alterado em simula¢des do mesmo tipo.
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Em todas as simulagdes os sistemas tinham temperatura e pressdo controladas por
meio de acoplamento a banhos térmicos e pressostatos, utilizando os algoritmos Berendsen
implementados no GROMACS. O passo de integragéo utilizado foi de 2 fs e o tempo real
simulado foi de 5ns na maioria dos casos, com excecdo no caso das simulacdes onde se
utilizou temperatura variavel, onde os tempos necessarios para que o sistema se adapte as

variacdes de temperatura sdo consideravelmente maiores.

O campo de forca escolhido foi o figmx, (Berendsen et al, 1995; van der Spoel et
al, 2001) que é derivado do GROMOS-87. (van Gunsteren e Berendsen, 1987) Foram
utilizadas condicBes periodicas de contorno na forma padrdo do GROMACS (xyz) de
forma a evitar a ocorréncia de efeitos de borda. Nesse procedimento sdo geradas réplicas da
caixa de simulacdo, essas réplicas sdo conectadas a volta da caixa simulada, nos trés eixos,
em uma estrutura de 3 x 3 x 3 perfazendo um total de 26 cOpias na primeira camada, com a
caixa principal ao centro. Esse procedimento de replicacdo se estende até onde for
necessario e permite que o sistema se comporte como se tivesse tamanho infinito. Na figura
6 temos um esquema de como ficam dispostas a caixa de simulacédo e suas copias em dois

eixos do espaco tridimensional.

Figura 6: Réplicas da caixa de simulagéo para evitar os efeitos de borda.

O tratamento eletrostatico foi feito com raio de corte (Cut-off) tanto para as
interacdes de Coulomb quanto para as de Van der Waals, com valor para estes raios de
corte de 0,9 nm, 0 que € sempre menos que a metade do comprimento do menor lado da

caixa de simulacdo. Esse cuidado com o valor do raio de corte garante que henhum atomo
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ou molécula presente na caixa de simulacdo seja considerado mais de uma vez nos calculos

das interacOes eletrostaticas.

Algumas simulac6es foram realizadas para avaliar os possiveis efeitos resultantes
do uso de raios de corte superiores a 0,9 nm e o nivel de adequacdo desse valor. Tais
simulacdes foram executadas com sistemas contendo 85% de PEGy4qo € 0s dados obtidos

sdo apresentados posteriormente, junto com os outros resultados.

3.3.4.1 — Estudos de densidade

Esta parte do trabalho é composta de um conjunto de simula¢es de moléculas de
PEG400 em agua, em diferentes concentracdes desde 1 até 100% de PEG. Em todos 0s
experimentos desse grupo os parametros de temperatura e pressdo do sistema foram
298,15 K e 1 bar.

O tempo real de simulacdo de 5 ns é suficiente para que o sistema PEGgqo/agua se
estabilize em todas as concentracgdes selecionadas, sendo esse o0 valor de tempo adotado. A
estabilidade do sistema € confirmada com a analise das flutuacdes nos valores de
temperatura, pressdo, densidade e diferentes energias do sistema em funcdo do tempo
decorrido da simulacdo. Um exemplo de comportamento da densidade em funcéo do tempo

€ mostrado na figura 7.
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Figura 7: Variacao da densidade do sistema em funcéo do tempo de simulacao.

A maioria dos sistemas estudados j& apresenta um estado préximo da estabilidade
com tempos de simulacdo na faixa de 2 ns sendo que nenhum sistema necessitou de mais
de 2,5 ns para que temperatura e pressdo convergissem para valores estaveis. O tempo
adicional de simulacdo apés atingir tal estabilidade tem como finalidade permitir uma
possivel reorganizacao final do sistema e gerar os dados a serem analisados posteriormente,
sendo descartada nas analises a faixa de tempo onde o sistema ainda apresenta grandes

flutuacbes em suas caracteristicas.

3.3.4.1.1 — Ajuste da composicao por secagem

Para os sistemas com concentragcbes de PEGgp entre 65 e 100% foi aplicado
também um procedimento de ajuste de concentragdo por secagem a partir de uma

concentracdo inicial de 35%.

Nesse processo inicia-se com uma caixa ja estabilizada apds 5 ns de simulagéo e
retira-se, gradativamente, moléculas de agua, executando novos passos de simulacdo de
forma a ajustar o tamanho da caixa e a pressao do sistema, até atingir a concentracao final
desejada. A composicado exata dos sistemas ajustados por esse processo pode ser vista na
tabela 2.
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Tabela 2: Composi¢do das caixas ajustadas por secagem

Concentracéo (%) N° Mol. PEG H.O inicial H,O Final
65 147 6068 1759
75 147 6068 1089
85 147 6068 o717
95 147 6068 172
100 147 6068 0

Apos atingir a concentracdo final pretendida tem inicio uma nova simulacgdo para a

correta estabilizacdo do sistema e producéo dos dados finais para anélise.

3.3.4.2 — Estudos com temperatura

Foi realizado um conjunto de simulacGes utilizando os modelos propostos com o
intuito de avaliar o comportamento da densidade de tais sistemas, em fungdo da

temperatura e possibilitar uma comparacéo direta dos valores obtidos experimentalmente.

Para tanto foram realizadas simulagfes em quatro temperaturas diferentes para as
quais encontramos valores de densidade em diferentes concentracGes de PEG0 em agua.
Essas temperaturas foram de 298,15 K, 308,15 K, 318,15 K, e 328,15 K sendo as mesmas

utilizadas por Muller e Rasmussen em seus experimentos.

3.3.4.3 — Separacao de fase

Possiveis efeitos moleculares envolvidos no processo de separacdo de fases de
sistemas PEG/agua também foram estudados por meio de simulag¢6es, nos mesmos moldes

dos estudos da variacdo da densidade em funcéo da temperatura.
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Esses estudos foram realizados com um modelo de PEG de massa molecular 1.696
g/mol, PEG196. O modelo foi construido exatamente da mesma forma que o modelo de
PEGago, utilizando os programas JME Molecule Editor, CORINA e 0 PRODRG. Devido ao
grande nimero de atomos que compdem a molécula de PEGig96 Nd0 foi possivel efetuar o
calculo das cargas atbmicas com o programa GAMESS e, portanto, o modelo utilizou as

cargas fornecidas diretamente pelo PRODRG.

Para esse experimento utilizamos uma caixa com 16 moléculas de PEGig96 @ Uma
concentracdo de 10%, pré-estabilizada por 5 ns a uma temperatura de 440 K e pressao de 9
bar. Durante o experimento, com duracdo também de 5 ns foi executado um resfriamento
gradativo do sistema de 440 K iniciais para 400 K, o que resulta em uma taxa de variagdo
de temperatura de 8 K/ns. Essa variacdo da temperatura do sistema é executada utilizando o
procedimento de Simulated Annealing implementado no GROMACS, onde o programa faz
uma interpolacdo linear das temperaturas inicial e final com relacdo ao tempo de
simulagdo. Durante a simulagdo o GROMACS constantemente ajusta a temperatura de
referéncia do acoplamento térmico para a temperatura desejada o que resulta na variacdo da

temperatura do sistema.

O tratamento da temperatura, presséo e o controle dos comprimentos de ligagédo

foram configurados com os seguintes parametros:
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; Berendsen temperature coupling is on in two groups

Tcoupl = berendsen
tau_t = 0.01 0.01
tc-grps = PEG sol
ref_t = 440 440

; Pressure coupling is on

Pcoupl = berendsen
pcoupltype = isotropic
tau_p = 0.05
compressibility = 4.5e-5

ref p = 9.0

; OPTIONS FOR BONDS

constraints = hbonds

; Type of constraint algorithm
constraint-algorithm = lincs

; Do not constrain the start configuration
unconstrained-start = yes

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix
lincs-order =8

; Number of iterations in the final step of LINCS. 1 is fine for
normal simulations, but use 2 to conserve energy in NVE runs.
For energy minimization with constraints it should be 4 to 8.
lincs-iter = 16

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond

; rotates over more degrees than

lincs-warnangle = 150
; Convert harmonic bonds to morse potentials
morse = no

3.4 - Andlise e visualizacao

A maior parte dos procedimentos para a analise dos resultados obtidos foi

executada utilizando rotinas especificas implementadas no pacote GROMACS.

A funcéo de distribuicéo radial, que foi utilizada em diferentes partes deste trabalho

é implementada no pacote GROMACS da seguinte forma:

g(r) = <N(r)>/(4*pi*r**dr*rho), onde N(r) é o nimero de moléculas de 4gua em

uma regido esférica (4*pi*r**dr), normalizada pela densidade da 4gua, rho.

O valor da superficie acessivel ao solvente (SAS) (Eisenhaber et al, 1995), foi

calculado com a média da superficie total de PEG acessivel ao solvente, nos altimos 500 ps
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de simulacdo, dividida pelo numero de moléculas de PEG na caixa, resultando na

superficie média acessivel ao solvente por molécula.

Os célculos do volume de excesso em solugdo foram feitos conforme descricao de
Miiller e Rasmussen, onde o volume de excesso V= é expresso em funcéo da massa total da
mistura e € calculado com a seguinte equacao:

1 (W, W
e WS

VE="—
P \P P

onde W; e W, séo as fragcdes das massas dos componentes do sistema, ©O;e O, sdo suas

densidades e O € a densidade total do sistema.

Funcdes de excesso sdo muito utilizadas para avaliar o quanto uma solucgéo real se
desvia da idealidade. O volume de excesso VE é de grande importancia pois seu
comportamento estd associado as forcas de interacdo, efeitos estruturais e efeitos de
solvatagdo. Interaces fisicas assim como a quebra de ordem da estrutura liquida no
sistema contribui positivamente para o valor de VE enquanto efeitos de solvatacdo e
formacdo de pontes de hidrogénio contribuem negativamente para esse valor (Torres, R. B.,
2004).

Para inspecdo visual e geracdo das imagens foi utilizado o programa Visual
Molecular Dynamics - VMD (Humphrey et al. 1996).
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4 — Resultados

4.1 — Cargas

Os valores das cargas atbmicas, obtidos com o programa GAMESS diferem dos
valores calculados pelo PRODRG. Nos dois casos a molécula se encontra com carga total
nula por se tratar o PEG de um polimero neutro. A figura 8 apresenta o perfil de cargas
obtido com os dois métodos para a molécula de PEG4y onde os numeros no eixo X
representam os 30 grupos atdmicos que formam a molécula, como pode ser visto na figura
9.

Cargas atémicas

DO PRODRG mGAMESS

0B
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Figura 8: Perfil de cargas para a molécula de PEGyq,
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Figura 9: Representacdo dos grupos atdmicos do modelo de PEG,q,

4.2— Raios de corte

Os dados obtidos nas simulagdes com raios de corte distintos foram utilizados para
avaliar possiveis diferencas de densidade ou organizacdo dos sistemas e garantir a

adequacdo do valor escolhido para esse parametro.

Com relacdo a densidade, o resultado obtido com raio de corte de 1,9 nm difere em
apenas 0,87% do valor obtido com o raio de corte padrdo de 0,9 nm utilizado nas

simulag0es.

Avaliamos também a funcgdo de distribuicdo radial entre os oxigénios dos grupos
hidroxila das moléculas de PEG4qo € 0s oxigénios das moléculas de agua, o que pode ser
visto nas figuras de 10 a 12, representando a 11 o numero cumulativo. A figura 13
apresenta a funcdo de distribuicdo radial entre os atomos de oxigénio das moléculas do

solvente. As tabelas 3 e 4 trazem detalhes sobre os picos vistos nas figuras 10 e 13.

Em todos os casos as pequenas diferencas verificadas nos sistemas ndo sao criticas
a ponto de comprometer os resultados obtidos e, portanto consideramos adequado o uso do

raio de corte de 0,9 nm em todas as simulagdes.



Figura 10: Funcao de distribuicdo radial O_hidroxila— O_agua

Figura 11: Funcéo de distribuicio radial - NUmero cumulativo
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Figura 12: Ampliacdo da figura 11 na regido de 0,2 a 0,5 nm

Figura 13: Funcéo de distribuicdo radial entre oxigénios do solvente
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Tabela 3:Coordenadas dos picos apresentados na figura 10.

(@) Primeiro maximo Primeiro minimo
Raio de corte |r g(r) r g(r)
0,9 0,265 7,280 0,326 0,984
1,9 0,266 7,190 0,332 0,943
0,9 + LINCS 0,266 6,664 0,328 0,987
(b) Segundo maximo Segundo minimo
Raio de corte  [r g(r) r g(r)
0,9 0,454 1,889 0,582 1,254
1,9 0,449 1,846 0,579 1,219
0,9 + LINCS 0,453 1,750 0,561 1,198
(©) Terceiro maximo
Raio de corte  |r g(r)
0,9 0,687 1,474
1,9 0,682 1,465
0,9 + LINCS 0,696 1,408
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Tabela 4:Coordenadas dos picos apresentados na figura 13.

(@) Primeiro maximo Primeiro minimo
Raio de corte  |r g(r) r g(r)
0,9 0,275 12,165 0,381 3,261
1,9 0,276 12,205 0,366 3,379
0,9 + LINCS 0,275 12,654 0,386 3,354
(b) Segundo maximo Segundo minimo
Raio de corte r g(r) r g(r)
0,9 0,430 3,464 0,585 2,572
1,9 0,448 3,662 0,591 2,802
0,9 + LINCS 0,439 3,562 0,593 2,781
(©) Terceiro maximo
Raio de corte  |r g(r)
0,9 0,646 2,701
1,9 0,654 2,958
0,9 + LINCS 0,645 2,882




39

4.3 — Estabilizacao

O acompanhamento do processo de estabilizacdo dos sistemas simulados foi feito
com base em diferentes parametros, dentre eles temos a convergéncia de valores de energia
total e superficie acessivel ao solvente. Esse ultimo reflete diretamente mudancas na

conformacéo das moléculas de PEG e seu posicionamento com relacdo ao solvente.

Conforme pode ser visto na figura 14, a maior parte dos sistemas ja atingiu valores
de SAS praticamente estaveis com tempos de simulagdo proximos de 2500 ps. Por medida
de seguranca, os dados obtidos com menos e 4000 ps foram descartados no processo de

analise dos resultados.
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Figura 14: Evolucéao dos valores da superficie acessivel ao solvente por molécula de PEG,q durante o
processo de simulagéo.

No caso das simulagdes para estudos relacionados com o efeito separacéo de fases o

descarte dos dados dos primeiros 4 ns de simulacdo ndo é necessario, pois todas sdo



40

executadas com caixas que ja passaram por simula¢fes de no minimo 5 ns e assim suas

moléculas ja tiveram tempo suficiente para se organizar.

O comportamento dos valores de energia total do sistema, em funcdo do tempo de
simulacéo pode ser visto na figura 15, onde temos os sistemas com concentracdo de 1% até
50%.

Figura 15: Energia total dos sistemas em fun¢do do tempo de simulacéo

4.4 - Densidades

Os valores de densidade para o sistema PEGgu/agua, obtidos por diferentes
métodos, em toda a faixa de concentracdo estudada, a temperatura de 298,15 K sdo
mostrados na figura 16 juntamente com os valores experimentais citados por Muller e
Rasmussen (1991). A figura 17 apresenta os desvios obtidos, quando comparados com 0s

valores experimentais estimados para as mesmas concentracdes, dos resultados de
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densidade nas simula¢fes do modelo PEG400_Lc e também dos sistemas com ajuste de

concentragdo por secagem.
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Figura 16: Variacédo da densidade em funcdo da concentracédo a 298,15 K.
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Figura 17: Desvio dos valores de densidade obtido para o sistema PEG400_L c/agua.
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A figura 18 apresenta os resultados do célculo de volume de excesso nas
simulacdes com o modelo PEG400_Lc, os sistemas ajustados por secagem e os valores

experimentais, em toda a faixa de concentragdo estudada.
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Figura 18: Volume de excesso em funcéo da concentracéo de PEG.

Quatro simulagbes, em diferentes temperaturas entre 298 K e 328 K foram
realizadas, em uma concentracdo de 50% de PEGgq0. Os valores médios de densidade dos
sistemas foram comparados a resultados experimentais (Muller & Rasmussen, 1991) e sé&o
mostrados na Figura 19. As densidades obtidas para 50% de PEGgqo diferem, em média, de

0,35% dos valores experimentais.
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Figura 19: Densidade média de PEG,q, em &gua, em funcdo da temperatura.

4.4.1 — Secagens

Os sistemas cuja concentragdo foi ajustada com a retirada gradual da agua
excedente apresentaram valores finais de densidade diferentes dos sistemas de mesma
concentragdo montados diretamente no valor desejado. Tais diferencas j& apresentadas em
figuras anteriores podem ser vistas com mais detalhes na figura 20 onde temos somente 0s

sistemas de mesma concentragdo para comparagéo direta.
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Figura 20: Desvio de densidade no ajuste por secagem.
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Nota-se que com esse procedimento temos uma reducdo nos erros para quase
metade do que ocorre no outro procedimento, com excecao do sistema a 65% que apresenta

um erro maior.

A comparacdo da energia total dos sistemas também mostra resultados diferentes

para 0s dois procedimentos, resultados esses vistos na figura 21.

140000 4 u M_ontagem Normal |
¥ Ajuste por Secagem .
'he

120000 |
__ 100000 4 o |
S :
E  sono0 )
] E
= n’ L

. Pt
2 50000 y e )
o 1 . e o
0O L e a
W 40000 . L i
. Y
20000 . ]
v
0 T | . | . ‘ : |
60 70 80 90 100
Concentragio (pp%)

Figura 21: Variacéo da energia dos sistemas ajustados por secagem.

4.5 — Estruturas

Com os resultados das simulagdes em diferentes concentragdes foram geradas
imagens para visualizar a forma de organizacéo espacial das moléculas nas diferentes fases
do sistema PEGyqo/agua. A figura 22 apresenta o estado final do sistema PEG4g0/dgua em
concentragdes entre 1 e 50%. As moléculas de &gua foram omitidas da imagem para

melhor visualizacao.
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Figura 22: Estado final do sistema PEG/agua em concentracdes de 1% a 50%.

Os resultados de simulagdo indicam que, em concentragdes muito baixas, as
moléculas de PEG tendem a ficar soltas na solugdo e, com o aumento da concentracéo,
passam a formar aglomerados cada vez maiores. Como efeito temos um aumento no
namero médio de pontes de hidrogénio formadas entre moléculas de PEG devido a maior

proximidade das mesmas (figura 23).
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Figura 23: Numero médio de pontes de hidrogénio entre moléculas de PEGyq.
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Esse processo de aglomeracdo leva a uma diminui¢do da superficie acessivel ao

solvente, como visto na figura 24. Nesse grafico vemos primeiramente o valor maximo

possivel para a superficie acessivel ao solvente, por molécula de PEG, e o valor médio da

superficie acessivel ao solvente em diferentes concentragdes.

Figura 24: Superficie acessivel ao solvente por molécula de PEG,o em diferentes concentracoes.
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Em altas concentracbes de PEG as moléculas de &gua comecam a apresentar uma
tendéncia a se concentrar em regides isoladas, como visto na figura 25 para as

concentracdes de 75 e 95% de PEGyqo.

Figura 25: Organizacdo das moléculas e agua em concentracdes de 75 e 95% PEG.

Essas regifes onde ocorre uma concentragdo das moléculas de agua séo as regides
proximas dos grupos hidroxila nas terminacdes das moléculas de PEG. A forma de
organizacdo final das moléculas de PEG nesses sistemas permite um certo agrupamento
dos grupos hidroxila, o que favorece a formacao das regides ricas em agua. A organizagao
das moléculas de dgua em torno dos grupos hidroxila das moléculas de PEG pode ser visto

nas funcgdes de distribuicdo radial apresentados nas figuras 26 a 28.



48

Funcao de distribuicao radial

Oxigénios hidroxila - Oxigéllios-égua - 35% PEG
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Figura 26: Funcao de distribuicdo radial entre grupos hidroxila e moléculas de agua.

Fungao de distribuicdo radial - Ntimero cumulativo
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Figura 27: Numero de moléculas do solvente junto aos grupos hidroxila
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Fungdo de distribui¢do radial - Numero cumulativo
Oxigénios hidroxila - Oxigénios agua - 35% PEG
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Figura 28: Ampliagdo da figura 27 na regido de 0,2 a 0,5 nm

As funcbes de distribuicdo radial apresentadas representam a organizacdo dos

sistemas nos Ultimos 1000 ps dos 5000 ps totais simulados.

O modelo final PEG400_Lc, em sua forma helicoidal no vacuo tem seu momento
de dipolo estimado pelo programa GAMESS em 2,2713 D.

No apéndice B foram incluidas maiores informacdes sobre o comportamento de
alguns sistemas e diferentes pardmetros de interacdo para tais sistemas no decorrer das

simulagoes.
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4.6 — Separacgao de fases

Os resultados das andlises das simulacdes com o modelo de PEGiggs indicam a
ocorréncia de efeitos moleculares que podem induzir a separacdo de fase do sistema a uma
pressdo média de 8,98 Bar em uma faixa de temperatura compreendida entre 423,3 e 424,1

K, temperaturas essas que ocorrem na simulagdo no intervalo de tempo de 2.050 e 2.150

ps.

A reestruturacdo das moléculas de PEG durante a ocorréncia de tais efeitos pode ser
vista na figura 29 onde temos o raio de giragcdo das moléculas de PEG em func¢éo do tempo,

e consequientemente em funcéo da temperatura.
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Figura 29: Variacéo do raio de giracdo com a variacdo de temperatura.

No intervalo entre 0 e 2.050 ps (440 K a 424,1 K) o raio de giracdo médio do
aglomerado é de 2,542 nm e o sistema forma duas regides distintas, uma composta quase

exclusivamente por PEG e a outra por solvente. Na regido de transi¢do, que ocorre entre 0S
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2.050 e 2.150 ps, ocorre um relaxamento do aglomerado de PEG, com a consequente
difusdo dessas para a regido do solvente e com isso ganham mais liberdade levando a uma
mudanca do raio de giragdo medio para 4,505 nm. Apds essa reestruturacdo o sistema se
organiza na mesma forma vista nas simula¢6es de PEG400 em baixas concentracfes, com a

existéncia de diferentes aglomerados onde as moléculas podem fluir de um para outro.

Na figura 30 temos imagens do sistema nas duas conformagdes, a conformagéo
inicial com uma regido composta quase exclusivamente por PEG a esquerda e a forma final

a direita, apresentando mais de um aglomerado.

Figura 30: Caixa de PEG495 N0s dois diferentes estados

A figura 31 apresenta 0 comportamento das energias potencial, cinética e total do

sistema no decorrer da simulagao.



Figura 31: Energias do sistema no decorrer da simulacao
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5 — Discussao

Os valores de densidade dos sistemas, obtidos das simulagdes, aproximam-se dos
valores experimentais, apresentando diferencas que podem ser consideradas néo
significativas na avaliacdo da validade do modelo proposto. Considerando-se que somente
0 modelo utilizado para a molécula de agua (SPC) ja apresenta um valor de densidade
0,29% abaixo do valor experimental, podemos esperar que o0s sistemas, na regido diluida
onde a concentracdo de dgua é muito alta, apresentem diferengas no minimo iguais a esse

valor.

O sistema PEGyoo/agua, na faixa de concentracbes entre 15% e 50% de PEG
apresentou diferencas entre 0,34% e 0,48%. Descontando-se 0s 0,29% devido ao modelo
de agua temos diferencas entre 0,05% e 0,19% que podem ser atribuidas as moléculas de
PEG. Mesmo na regido entre 1% e 5% de PEG, onde a diferenca de densidade foi um
pouco maior, o erro relativo ao modelo de PEG ndo supera 1,14%. Esse erro
significativamente maior nessa regido indica problemas com a estabiliza¢do do sistema e,

portanto, para essas concentracdes deve-se utilizar tempos de simulagcdo maiores.

Também foi avaliado o comportamento da densidade do sistema em funcdo da
temperatura e o resultado obtido concorda perfeitamente com os dados experimentais. A
densidade do sistema varia linearmente com a temperatura, mantendo praticamente
constante a diferenca de 0,35% que é o erro referente a concentracdo de 50% utilizada para

€sse experimento.

Deve-se destacar que nesse caso, 0 que é avaliado é a forma com que a densidade
do sistema PEGgg/agua varia em funcdo da temperatura, desconsiderando-se com isso 0
erro inicial presente nessa configuracdo com 50% de cada componente, 0 que nos permite

afirmar que o resultado concorda com o esperado.

Na preparacdo dos sistemas para as simulagdes ndo foram utilizadas moléculas de
PEG com massas diferentes de 414,492 g/mol, com isso temos uma diferenca com relagao
ao sistema experimental que apresenta caracteristicas de polidispersdo. Sendo assim é de se
esperar uma pequena diferenca entre resultados experimentais e resultados de simulacéo

devido a essa caracteristica.
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Como foi visto na figura 8, diferentes procedimentos de calculo levam a diferentes
valores para as cargas atdbmicas no modelo da molécula de PEG. Tais diferencas nas cargas
afetam de forma sensivel o comportamento do modelo e suas interagdes com o0 meio no
decorrer das simulacdes. Destacamos que o perfil de cargas calculado automaticamente
pelo programa PRODRG, néo produz os melhores resultados no sistema estudado, devendo

ser utilizado somente em casos onde ndo haja outra opcao.

Mudangas na estrutura tridimensional utilizada para o calculo das cargas liquidas
dos atomos também afetam os resultados obtidos, sendo que a forma helicoidal de mais
baixa energia da molécula de PEG foi a que levou a valores de cargas com o0s quais
obtivemos os melhores resultados na regido de baixa e média concentracdo de PEG.
Considerando que a estrutura helicoidal se desfaz logo no inicio das simulagdes seria
importante recalcular as cargas atdbmicas para a molécula de PEG em conformacdes

aleatdrias e avaliar o desempenho do modelo nessas condigdes.

Os resultados da analise da superficie acessivel ao solvente, e do niUmero médio de
pontes de hidrogénio entre moléculas de PEG confirmam o processo de formacdo de
aglomerados que vemos nas imagens apresentadas na figura 22. Podemos notar a mudanca
da forma de organizacdo das moléculas de PEG, que passam de um estado livre em solugédo
para a forma de aglomerados onde é possivel diminuir a exposicdo das regides hidrofobicas

das moléculas de PEG ao solvente.

Os resultados obtidos dos sistemas com concentragdes superiores a 50% indicam
que os procedimentos de simulacdo descritos e aplicados a todos os sistemas ndo sdo
adequados para concentragdes elevadas da forma que foram utilizados. Assim sendo 0s
resultados apresentados para todos os sistemas com mais de 50% de PEG4q devem ser
considerados apenas como referéncia a problemas que podem ocorrer nesse tipo de
simulagdo pois 0os mesmos ndo sdo conclusivos. O apéndice B traz maiores informagoes

sobre os problemas encontrados na simulagéo dessa regiéo.

A opc¢do por ndo utilizar um campo de forga especifico deve-se ao fato de um
campo de forca padrdo poder tratar os mais diferentes tipos de moléculas, mesmo que com
certas restrices, o que favorece o estudo das interacbes em sistemas de composi¢cdo muito
variada. Os campos de forca desenvolvidos ou ajustados especificamente para um tipo de

molécula podem restringir as possibilidades de estudo ao limitar as formas de composicao
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do sistema ou apresentar resultados inesperados ao tratar moléculas com caracteristicas

muito diversas daguela para a qual o mesmo foi otimizado.

A escolha da densidade como principal caracteristica de comparacdo entre
resultados teoricos e experimentais se deve ao fato de a densidade refletir, de forma
sensivel, o efeito das interacdes intermoleculares para esse sistema. Temos também o fato
de os valores de densidade, para PEG de diferentes massas atdbmicas e nas mais variadas

concentracdes serem facilmente encontrados na literatura.

A criacdo e utilizacdo do modelo de PEG, com massa molecular de 1696 g/mol,
seguiram exatamente 0s mesmos procedimentos aplicados ao modelo inicial, excluindo o
recalculo das cargas, que ndo pode ser executado com o GAMESS devido ao grande
ndmero de atomos dessa nova molécula, o que excede a capacidade do programa. O
sistema apresentou o comportamento esperado, com a ocorréncia de uma mudanga em sua

forma de organizagdo com a variacdo da temperatura do sistema.

Nesse processo acontece uma reorganizagdo das moléculas do polimero, afetando
seu raio de giracdo e estado de agregacdo, resultando em uma regido formada basicamente
por polimero, e externamente a essa regido fica o solvente, excluido. Com a mudanca da
temperatura o sistema atinge um ponto onde se inicia a difusdo de moléculas do solvente
nessa regido onde basicamente s6 havia polimero e moléculas do polimero migram para
diferentes partes da caixa. Esses dois diferentes estados sdo mostrados na figura 30, onde
temos as moléculas de PEGiggs presentes na caixa de simulagdo. N&o hé replicagdo de

caixas nessa figura.
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6 — Conclusao

Com base nos resultados obtidos espera-se que o modelo PEG400 Lc seja
adequado para simulagdes onde sua concentracdo seja de até 50% com relacdo a

quantidade de &gua do sistema.

Apesar de o modelo inicial de PEG, utilizado na preparacdo dos sistemas para
simulacdo, encontrar-se em forma de hélice, tal estrutura se desfaz logo no inicio da
simula¢do, mesmo em concentragdes muito baixas, o que indica que, em agua, a forma
helicoidal ndo é energeticamente favoravel, fato esse que concorda com os dados

reportados em Castellanos et al, 2006.

O procedimento utilizado para o estudo dos efeitos moleculares envolvidos na
separacdo de fases de PEG de alto peso molecular, em funcdo da temperatura, apresentou
resultados satisfatorios e deve ser utilizado em novos estudos desse tipo de efeito em

diferentes condicGes.

Os resultados das simulagbes em concentracdes superiores a 50% nédo séo
conclusivos e tais experimentos devem ser refeitos utilizando metodologias e critérios mais
adequados. Também a regido entre 1% e 5% necessita de tempos maiores de simulagédo

para atingir a qualidade esperada para tais concentragoes.
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Apéndice A - Caracteristicas fisicas e quimicas do PEG4qo

Férmula quimica

HO(C,H40),H

Densidade 1,13 g/lcm’® @ 20 °C
Massa Molar 380 — 420 g/mol
Odor Praticamente inodoro
Forma Liquido viscoso

Cor Incolor

Temperatura de ignicdo 360 °C

Valor de pH

5-7 @ 100g/l, agua, 20 °C

Solubilidade em agua

Soluvel @ 20 °C

Ponto de Fulgor

240 °C o.c.

Ponto de ebulicdo

>250°C @ 1013 hPa

Ponto de fusdo

4-8°C

Pressdo de Vapor

<0,1hPa @ 20°C

Decomposicdo térmica

>220°C

Viscosidade dindmica

105 - 140 mPa*s @ 20 °C

Viscosidade cinematica

97 — 110 mm?/s @ 20 °C

Fonte: MERCK
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Apéndice B — Informacdes complementares

Durante a defesa da tese surgiram, frutos da discussdo com a banca examinadora,
algumas idéias sobre os possiveis motivos para os resultados dos experimentos em
concentracdes elevadas ndo serem adequados. Resolvemos entdo incluir nesse apéndice tais
informacdes pois julgamos serem importantes para guiar possiveis tentativas de refazer

€SSeS experimentos.

Temos a seguir graficos mostrando o comportamento de diferentes parametros dos
sistemas simulados, em funcéo do tempo. Para efeito de comparagdo temos tais parametros
nas concentracfes de 1%, 35% e 85% de forma que os dois primeiros se encontram na
regido onde o modelo se comporta de forma satisfatoria e por Gltimo uma simulagdo na

regido que apresenta problemas.

Os parametros apresentados sdo temperatura, pressdo, as interagdes LJ-14,
Coulomb-14, LI(SR) e Coulomb(SR).
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Variacdo da temperatura do sistema em funcéo do tempo de simulacao

em diferentes concentracdes:

Temperalura
%% TG

a0 | | 1 | |

Sl — -

®T— -
aan | | 1 | 1 1 1
T T T k1] A SAKD
Tempn sl
Temperalura
A34 TR
ENL 1 | 1 1 1
s
w00
s
gy | I : I ' | |
S T il il i SN
Tenipn $p<]
Temperalura
A TPRG
ENL 1 | 1 1 1
L

00

gy | | 1 | 1 1 1
0 T R bl R SN

Tengw sl



66

Variacéo de pressao do sistema em funcédo do tempo de simulagdo em

diferentes concentracdes:
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Comportamento do parametro LJ-14 em funcédo do

simulagéo em diferentes concentracdes:
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Comportamento do parametro Coulomb-14 em funcéo do
simulacdo em diferentes concentragdes:
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Comportamento do parametro LJ(SR) em funcdo do tempo de
simulacdo em diferentes concentragdes:

TSR
1'% T*FL
I 1 | 1 1 1
T -
TE -
=
kS

1 1 1
T T iy R R ]
Tep )

T.TiSR)
A3 TRG
4 | | 1 | |

§

i

| 1 | ' 1 1
i T R Alun e SN
T 4]

25

[

TSR
R34 TRG
1 1 | 1 1 1
-2
i
B
i
| | 1 | |
i T il Al e SN

T i)



70

Comportamento do parametro Coulomb(SR) em funcdo do tempo de
simulagéo em diferentes concentracdes:
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Ao avaliar a estabilidade dos sistemas simulados em concentracdes elevadas,
utilizando como referéncia variagbes de temperatura, densidade, superficie acessivel ao
solvente e energia total, vemos que tais sistemas aparentam ter atingido a estabilidade com
tempos de simulacéo inferiores a 5 ns, o que nos levou a concluir que teriamos resultados

validos utilizando o mesmo procedimento em todas as concentracdes.

Posteriormente, avaliando mais detalhadamente os diferentes componentes
energéticos que atuam no sistema durante a simulagdo pudemos notar que alguns
pardmetros, apesar de parecerem estaveis, apresentam um pequeno e constante
deslocamento (drift), que pode ao final de um longo periodo de simulagdo causar grandes
diferencas no resultado final. Essa variacdo, mesmo sendo sutil, € uma forte indicacdo de
que o sistema ndo atingiu a estabilidade energética e conformacional. Nos parametros
LJ(SR) e Coulomb(SR) mostrados acima vemos claramente esse deslocamento durante

toda a simulagao.

Acreditamos que um dos motivos seja a alta viscosidade do PEG4 0 que resulta
em sistemas muito dificeis de simular com baixa concentracdo de agua. Comparando o
comportamento dindmico das moléculas de PEG4 em alta e baixa concentracdo podemos
notar que, em baixa concentracdo, as moléculas de PEG possuem liberdade para se
movimentar entre diferentes aglomerados formados na solucéo, o que permite uma rapida
relaxacdo do sistema, agilizando os ajustes conformacionais e energéticos dessas
moléculas. J& em altas concentracdes de PEG, da forma que foi simulado, ndo existe essa
liberdade de locomogéo entre diferentes aglomerados pois 0 numero de moléculas de PEG

presentes na caixa ndo permite a formagdo de mais de um agrupamento.

Uma sugestdo apresentada pela banca foi a de construir uma caixa muito maior,
utilizando réplicas de uma caixa pre-estabilizada, que fosse grande o suficiente para
permitir que as moléculas de PEGqo fluam entre diferentes aglomerados, permitindo entdo
que o sistema relaxe. Tal sistema exigiria uma maior capacidade computacional devido ao

namero de atomos necessarios para compor tal caixa.

O procedimento designado por “secagem” foi uma tentativa de contornar a falta de
mobilidade causada pela alta concentracdo. Os resultados de densidade obtidos por esse

método sdo muito melhores mas o sistema ainda permanece longe da estabilidade. Vemos a
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seguir uma comparacdo dos valores finais dos principais parametros de interacdo nos

sistemas com concentracdo de 85% de PEG4q0 quando utilizamos os diferentes métodos de

simulacéo.

Tabela 5: Valores finais de interacgdes dos sistemas a 85% — média dos ultimos 500 ps

Interacdes na simulacdo Secagem 85% 85%
LJ-14 -2,884 -3,072
Coulomb-14 227,137 224,794
LJ-SR -33,496 -33,942
Coulomb-SR -155,779 -157,140
E-Total 73,5117 71,1122

Embora apresente um valor de densidade melhor, como visto na figura 20, esse

sistema simulado por secagem possui energia total 2,4 kJ/mol maior que o sistema

simulado diretamente, sendo as interagbes de Coulomb, aparentemente, as principais

responsaveis por esse valor.

Para o correto esclarecimento das causas dos problemas apresentados pelos

sistemas em concentragOes superiores a 50% torna-se necessario um estudo detalhado de

todas as interacdes e efeitos envolvidos nos procedimentos de simulacdo utilizados, o que

ndo é possivel ser realizado como parte desse trabalho.
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