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Al llarg d’aquest capitol presentarem els resultats obtinguts mitjangant diferents
metodologies tedriques, en 'estudi del mecanisme d’accié catalitica de ’anhidrasa

carbonica.

Com ja hem fet en la introduccié dividirem el mecanisme d’actuacié de ’anhidrasa
carbdnica en els mateixos cinc passos que estan representats en la figura 2 d’aquesta
memoria. En un primer apartat d’aquest capitol, comentarem els resultats recollits
en l’estudi de la desprotonacié de l’aigua coordinada al Zn*? per donar 'especie
cataliticament activa EZn’(OH™) (pas 5, figura 2). En un segon apartat, estudiarem
la interaccié del CO; amb el centre actiu de I’enzim, I’atac nucleofilic del EZn"(OH"-)
al CO, i la formacié del bicarbonat (passos 1, 2, i 3, figura 2). En un tercer apartat
mostrarem els resultats que hem obtingut sobre la inhibicié anidnica de ’anhidrasa
carbonica. Aquest treball ens ha servit com a pas previ per estudiar complexos
pentacoordinats de zinc, com el que es forma en la darrera etapa del mecanisme.

Per acabar, en el quart apartat presentarem l’estudi que hem fet d’aquesta darrera
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etapa que correspon al bescanvi del bicarbonat per 'aigua (pas 4, figura 2). Aquest

bescanvi permet recuperar l’enzim en condicions per recomencar el cicle catalitic.
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3.1 GENERACIO DE L’ESPECIE CATALITICA-
MENT ACTIVA

Una primera aproximacié al centre actiu de ’enzim és considerar unicament el dicatidé
Zn*?. Logicament aquesta és una aproximacié poc realista, perd ens permet un estudi
millor de les interaccions moleculars a un nivell de calcul més alt que quan es tenen
en compte d’alguna manera els lligands coordinats al zinc. Ens servird, a més a més,
per analitzar el paper catalitic del catié. El segiient nivell d’aproximacié consisteix

en incorporar lligands coordinats al metall.

Per aix6 subdividirem aquest apartat en dos. En un de primer estudiarem la
reaccié de transferéncia protonica en el dimer d’aigua catalitzada per Zn*? com a
primera aproximacié a la transferéncia protonica que té lloc en l’enzim. A més, com-
pararem també els resultats que s’obtenen quan els catalitzadors sén altres dications
metal.lics com ara el Bet? o el Mg*?, i també quan el catalitzador és el proté o
una carrega dipositiva situada a diferents distancies del dimer d’aigua. En un segon
apartat, tindrem en compte els lligands que el Zn*? té coordinats a l'enzim mit-
jangant 1'is de diferents models de centre actiu com poden ésser el (NH;)3Zn'(H,0)
o bé el (ImH)3Zn"(H,0). També es veura com la consideracié de ’efecte de 1’entorn
millora notablement la descripcié del sistema, que es fa més propera als resultats

experimentals.
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3.1.1 TRANSFERENCIA PROTONICA EN EL DIMER D’
AIGUA CATALITZADA PER CATIONS DIVALENTS
(Zn+2, Bet? i Mg+2)

La importancia de les transferéncies protoniques en molts sistemes bioquimics ha
estat dmpliament constatada. [365,366] Una de les transferéncies protoniques més
elementals que es poden considerar és la que té lloc en el dimer d’aigua, que porta a
la formacié dels ions hidroxil i hidroni. Aquest procés en fase gasosa és molt costés
des d’un punt de vista energeétic, si bé es sap que es déna facilment en molts sistemes
bioquimics (CA, CPA, LADH, ...) que disposen de dications metal.lics en el seu centre
actiu. Cal pensar, doncs, que els dications sén capagos de catalitzar la transferéncia

protonica en el dimer d’aigua.

Un esquema general de la transferéncia protonica entre les espécies AH i B es pot

escriure com:

A-H+B— A-H...B— AHB— A----H*-B — A~ +HB+ (1)
R RC TS PC P

on R, RC, TS, PC, i P representen els reactius, el complex dels reactius, l’estat de

transicid, el complex dels productes, i els productes, respectivament.

Per al dimer d’aigua, l’esquema (1) presenta RC, perd no es troba ni TS ni tampoc
PC. En aquest cas, ’energia augmenta uniformement des del RC inicial fins als ions
separats. Quan un monocatié com el Li* s’incorpora al sistema, s’ha vist que si bé
tot el perfil queda estabilitzat, encara no apareix cap PC. [367] Si el Li* es substitueix
per un H* és té el sistema H(H;0)F . Per a aquest s’ha demostrat que la transferéncia

protonica presenta un perfil en forma de U. [368-371] En aquest cas només es troba
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un complex simetric en el que el proté que es transfereix es troba a mig cami entre

els dos oxigens.

Segons ens consta, ningd ha estudiat la influéncia de dications en la transferencia
protonica en el dimer d’aigua, encara que es coneixen estudis que tracten de la in-
fluencia de dications en altres transferéncies protoniques. Aixi Basch et al. [372] han
estudiat la transferéncia protonica en el dimer d’imidazol sota la influéncia d’un di-
catié Zn*?. Aquests autors han trobat que en el dimer d’imidazol aillat I'RC estd
més estabilitzat que el PC, mentre que en preséncia de Zn*? el PC passa a ésser
més estable que 'RC, fet que déna lloc a una substancial disminucié de la barrera

energetica.

El que ens proposem és fer un estudi comparatiu del paper que juguen diferents
dications en la transferéncia protonica en el dimer d’aigua, tenint en compte com a
objectiu fonamental la comparacié del paper catalitic de diferents dications en aquests
tipus de processos. Ens centrarem principalment en el Zn*? donat que és el que esta
més relacionat amb el centre actiu de la CA. Compararem aquests resultats amb els
obtinguts amb Bet? i Mg*?, i amb el cas més general d’una carrega dipositiva situada
a diferents distancies del dimer d’aigua, per tal d’entendre els trets especifics del Znt+?

en aquest tipus de processos.

L’estudi del procés senzill que es considera en aquest apartat ens ha servit també
per dur a terme una discussié metodologica que ens serd itil a I’hora d’elegir la

metodologia pel tractament de processos més complexos.

Es ben sabut que per a una descripcié quantitativa de les transferéncies protoniques
en sistemes carregats cal usar bases grans que incloguin funcions de polaritzacié i fun-
cions difuses. A més s’ha de procurar introduir correccions de correlacié electronica

i energia de punt zero. [366,368-371,373] Ara bé, si la mida del sistema impedeix
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arribar a uns nivells de calcul tan sofisticats, i el que es cerca és un tractament
semiquantitatiu, n'hi ha prou amb afegir funcions de polaritzacid, i en el cas de que
apareixin anions funcions difuses. [102,374-377] En el nostre estudi totes les especies
carregades sén positives, i per aixo per arribar a un nivell de calcul semiquantitatiu
hem utilitzat una base (33321/3321/21/1) per al Zn, que és doble- per als orbitals
s, p, 1 d de valéncia, i que inclou a més una funcié de polaritzacié f. Aquesta base
ha estat construida a partir de la base 3-21G, [304,308] recentment estesa als dtoms
de la tercera i quarta files, i s’hi ha afegit una funcié f d’exponent 1.3375. [378] Al
mateix nivell s’han representat els altres atoms (Be, Mg, i O), és a dir, a partir de
la base 3-21G afegint-hi funcions de polaritzacié d (ap=0.4000, [379] amg=0.1750,
1 ¢0=0.8000 [379]). A aquesta base I’hem anomenada 3-21G(d,f). A més, per tal
de discutir la importancia d’incloure-hi funcions de polaritzacié i del desdoblament
de les funcions de valéncia s’han fet cilculs amb bases menors. Aixi en primer lloc,
hem utilitzat la base minima MINI-3 [311,316] que no presenta funcions de base p per
al Be, Mg, i Zn; en segon lloc, hem fet calculs amb la base 3-21G sense funcions de
polaritzacid; 1 finalment hem portat a terme calculs amb pseudopotencials. En aquest
darrer cas, hem utilitzat els pseudopotencials de Hay i Wadt [326,327] per representar
les capes internes del Zn i Mg, mentre que per als electrons de valéncia hem utilitzat
funcions de base [3s,2p,5d/1s,1p,2d] per al Zn i [3s,3p/1s,1p] per al Mg, aixi com la
base 4-31G [299] per a I’hidrogen i 'oxigen.

Els resultats obtinguts s’han dividit en tres seccions. En la primera es presenta la
transferencia protonica en els sistemes M*?(H;0), ; en la segona s’analitza el paper
catalitic del catié; i en la darrera es fa una discussié metodologica de les diferents

bases emprades en els cilculs.
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3.1.1.1 Transferéncia protdnica en el sistema M*+2(H;0);

En aquesta seccié presentarem l’estudi de la transferencia protonica en el dimer
d’aigua catalitzada per cations divalents. Per a la reaccié amb cada catié metal.lic
hem localitzat un intermedi i un estat de transicid. Tot seguit comentarem aquestes
estructures, i més endavant discutirem els perfils energetics que s’obtenen per als
diferents cations estudiats. Tots els resultats que es presenten a continuacié han estat

obtinguts amb la base 3-21G(d,f).

3.1.1.1.1 Intermedis en la transferéncia protonica

La Taula II recull la distancia del metall a l'oxigen, distincies des dels oxigens
al proté que es transfereix, ordres d’enllag de Pauling per a aquests enllagos O-H i
carregues en el metall i en el fragment H3O, per als diferents intermedis. Per tal de
poder fer comparacions, també s’han inclds en la Taula II els valors obtinguts per al
sistema H(H30)F i per al dimer d’aigua aillat. Els ordres d’enllag de Pauling han
estat calculats a partir de l’expressié B = M Liordre d’enllag per a ’0;,-H,
esta referit a la distancia O-H en I'aigua (R(1)=0.963 A) i per al O;-H; esta referit a
la distancia O-H en I'i6 hidroni (R(1)=0.987 A). A més, les geometries de les espécies

M*3(H,0), (M=Zn, Be, i Mg) s’han dibuixat en la figura 5.

La geometria dptima 3-21G(d,f) per al sistema H(H;0)F mostra un enllag d’hi-
drogen lineal i simétric, en el que el protd esta situat entre els dos dtoms d’oxigen.

Aquesta estructura pertany al grup puntual de simetria Dj;q, amb els plans de les
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Figura 5: Estructures optimitzades dels intermedis de la transferencia protonica obtingudes
amb la base 3-21G(d,f): a) Zn*2(H;0);; b) Bet?(H;0),; i ¢) Mg*3(H;0),.
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Taula II; Pardmetres geométrics més significatius, ordres d’enllag de Pauling (B), i carregues
sobre el metall (qum) i el fragment H30 (q(u,0)) per als intermedis M*+3(H;0); , obtinguts
amb la base 3-21G(d,f). Les distancies sén en A i les cirregues en unitats atdmiques.

et o e T
— o

Ié I'(MOI) r(OlHl) I(OzHl) B(OlHl) B(OzHl) aM Q(Hao)_

Zn*t?  1.732 1.447 1.060 0.199 0.784  1.568 0.869
Bet?  1.404 1.942 0.995 0.001 0975 1.275 0.939
Mg*? 1.803 1.346 1.108 0.279 0.668  1.556 0.834
H* 0.969 1.194 1.194 0.463 0.502  0.523 0.800
- - 0.967 1.894 0.987 0.049 - -

— — — e —
— s — ——

dues molecules d’aigua girats 90° un respecte a l'altre. L’estructura d’aquest com-
plex depen fortament del conjunt de base i del nivell de cilcul emprat. Calculs pre-
vis de gran nivell mostren un complex simetric d’enllag d’hidrogen. {369,371] Quan
'hidrogen és substituit per dications, la geometria del minim canvia i la simetria es
destrueix, tal com es pot veure en la Taula II a partir dels valors de les distancies
entre els dos oxigens i I’hidrogen que es tranfereix. Els intermedis que es troben per al
sistema H(H;0)5 i per als M*?(H;0), presenten una natura diferent. Mentre que en
el primer cas el protd esta mig transferit, en les espécies M*?(H;0); la transferéncia
protonica ja s’ha fet i ja s’ha format I’especie H30*. A partir dels ordres d’enllag de
Pauling i de les distancies O,-H; per als diferents complexos, es pot veure que tant
per al Zn*? com per al Mg*? es manté un cert caricter enllagant entre els dtoms 4’0,
i Hy. Per contra, per al complex de Be*? aquest enllag esta totalment trencat. Aixd
esta relacionat també amb el fet que la distancia entre el Be i 1’0y és la més curta en

tots aquests intermedis.

Per tal de poder referir aquesta transferéncia protonica a I’esquema (1) és necessari



150 CAPITOL 3. RESULTATS I DISCUSSIO

Taula III: Parametres geometrics més significatius, carregues sobre el metall (qp) i el frag-
ment H30 (Q(H,O)), i barreres energetiques referides als intermedis per als estats de transicié
en els sistemes M12(H,0), obtinguts amb la base 3-21G(d,f). Les distancies sén en A, les
energies en kcal/mol i les carregues en unitats atomiques.

— e——

16 AE (MO,) r(O:H;) r(O.H;) am qu,o

Zn*t? 9.5  1.704 2.846 0.988 1.433 0.993
Bet? 0.1  1.397 2.187 0.990 1.252 0.960
Mg*? 14.0 1.746 3.019 0.988 1.405 0.995

v e e ——— wa———
= st —

desdoblar el sistema M*?(H,0); en M*?(H;0) i H;0. Amb aquest esquema al cap,
aquests intermedis es corresponen amb les espécies que hem anomenat PC. Es a dir,
no es detecta la preséncia ni de RC ni de TS en la transferéncia protonica estudiada.
Mirant la carrega del grup H30 en la Taula II, es pot veure que la transferéncia

protonica en els sistemes M*?(H;0); esta més avangada per al complex de Bet?.

3.1.1.1.2 Estats de transicié en la transferéncia protonica

Per a tots els sistemes M*2(H;0), estudiats, hem trobat un estat de transicié,
a diferéncia del que passa en el sistema H(H,0); . Les geomettiés dels estats de
transicié i els vectors de transicié es troben dibuixats en la figura 6. Les barréres

energetiques, geometries, carregues sobre el metall i sobre el fragment H30 es mostren

en la Taula III.

Quan es comparen les geometries dels estats de transicié amb les que es troben per

als intermedis, es pot veure que 1'i6 H3O* ja format en gran part en els intermedis,
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Figura 6: Estructures dels estats de tramsicié i vector de transicié per a la trans-
feréncia protonica calculats amb la base 3-21G(d,f): a) Zn*?(H;0);; b) Bet?(H;0),; i
c) Mg'”(HgO)g .
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es troba ara molt més allunyat de la resta del sistema. Aixi mateix, quan més llarga
és la distancia entre aquests dos fragments catidonics en !'intermedi, més curta és en
P’estat de transicié. Els ordres d’enllag dels enllagos O-H que es trenquen i es formen

juntament amb les carregues sobre el fragment H30, porten a la mateixes conclusions.

Un altre aspecte interessant és que les distancies M-O, s’han escurgat en passar de
I'intermedi a ’estat de transicid, el que esta relacionat amb el fet que la transferéncia
de carrega cap al Zn*? és més important en l’estat de transicié, tal com es confirma

a partir dels valors de la carrega sobre el metall en les Taules II i III.

El vector propi associat a 'inic valor propi negatiu del Hessia dibuixat en la figura
6 indica que aquests estats de transicié no corresponen al procés de transferencia
protonica, sindé al procés de separacié entre les dues especies carregades MOH?* i

H;0t.

3.1.1.1.3 Perfils de reacci6 en la transferéncia protonica

Els perfils energétics per a la reaccié de transferéncia protonica estan representats
en la figura 7. La coordenada de reaccié R. s’ha elegit com la diferéncia entre les
distancies O;-H; i O;-H;. Com ja s’ha indicat, en passar dc_e I'intermedi a l’estat de
transicié la distancia metall-oxigen disminueix, el que fa recomanable la seva optimit-
zacié. Si no es fa aixi la barrera energeética augmenta i la transferencia electronica
es més petita. En la figura 7, les energies estan referides al sistema M*?(H,0) i H,0
per al qual la coordenada de reaccié (R.) té un valor de —oo, mentre que per als
productes finals, MOH?* i H30%, R. = oo. Si 'energia fos referida al dimer d’aigua

1 el catié metal.lic per separat, les energies de l'intermedi serien de respectivament
]
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-160.0, -235.1 i -137.7 kcal/mol, per al Zn*?, Be*? i Mg*2.

A la figura 7 es pot veure clarament com la forma simetrica del sistema H(H,0)5
desapareix en els sistemes M*?(H,0), . Les corbes per al Mg*? i Zn*? segueixen una
tendeéncia similar a la corba H(H;0)F des dels reactius fins a ’estat de transicié. En
canvi, per al Be*? la corba es diferencia des d’un bon principi. Els valors de R en els
intermedis sén 0.000 per al H(H,0)7 i 0.387, 0.947 i 0.238 per als sistemes de Zn, Be
i Mg respectivament. Com ja s’ha indicat en la secci anterior, l’estat de transicié per
al Mg*? (R.= 2.031) es troba més avangat que el del Zn*? (R.= 1.858), i aquest a la
vegada estd més avangat que el de Bet? (R.=1.197). Aixd es pot explicar observant
la figura 7, on es veu que les posicions de I’estat de transicié estan més avangades
en la coordenada de reaccié quan menys exotérmica és la reaccid, en concordancia
amb el principi de Hammond. Algunes diferéncies s’aprecien quan es compara els
perfils energetics obtinguts per als tres dications amb el cas més general de perfil
de doble pou que es troba habitualment en les transferéncies protdoniques, i que hem
representat en l’esquema (1). En primer lloc, i com ja s’ha mencionat, no apareix ni
RC ni TS per a la transferéncia protdénica. En segon lloc, tot el procés és altament

exotérmic, amb un TS que correspon a la separacié entre dues espécies carregades

(HsO* i MOH*).

La semblanga entre els perfils de Mg*? i Zn*? suggereix que la capa 3d!° del Zn*?
no intervé en el procés de transferencia protonica. A més, les poblacions de Mulliken
per als orbitals 9d no canvien al llarg de la coordenada de reaccié. Unicament s’hi
veuen petits canvis en la poblacié de 'orbital dg2. Ja s’havia assenyalat anteriorment
[163,380] que els orbitals 3d del Zn pertanyen al core i interaccionen minimament amb
els altres orbitals. Aquest punt es continuara discutint més endavant. La transferencia

de carrega va als orbitals si p buits del metall.
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Figura 7: Perfils de reaccié per a la transferéncia protdnica en els sistemes M*2(H,0); i en
el H(H,0)7 obtinguts amb la base 3-21G(d,f): a) M=Be; b) M=Zn; ¢) M=Mg; i d) M=H.
Rcen A i AE en kcal/mol.
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3.1.1.1.4 Paper catalitic del catié

La transferéncia protonica en el dimer d’aigua aillat és dificil degut a dues raons:
per una banda, és energéticament molt costés formar els ions OH™ i H3O* i per
altra, ho és també la seva separacié. Per exemple, al nivell 3-21G(d,f) s’obtenen 284
kcal/mol de diferéncia entre el dimer d’aigua i els ions infinitament separats. Per
contra, la transferéncia protonica es veu afavorida si un catié monovalent catalitza el
procés. [367,381] En aquest cas, no s’ha de produir una separacié de carrega, siné més
aviat una migracié de la carrega positiva, que és menys costosa des d’un punt de vista
energetic. La separacié entre el dipol que es crea i la carrega positiva no és tan dificil
com la separacié de dues carregues de signe contrari. En particular, si ’ié monovalent
és el H* la diferéncia entre U'intermedi i els productes infinitament separats (H,O i
H30%) és de 41 kcal/mol. Sila transferéncia protonica esta catalitzada per un dicatié,
el procés encara es veu més afavorit, el que es pot atribuir a dues raons principals.
La primera, és deguda a queé la carrega positiva es deslocalitza en els dos fragments,
1 la segona, al fet que la preséncia d’una carrega positiva en cada fragment ajuda a
la seva separaci6 cap als productes finals. Aixo es tradueix en la gran exotermicitat

del procés per als tres cations estudiats en el present treball.

L’efecte catalitic dels metalls divalents en la transferéncia proténica en el dimer
d’aigua és la suma de l'efecte electrostatic i el de transferéncia de carrega. Per tal de
separar aquests dos factors, hem simulat els cations per una carrega dipositiva situada
a diferents distancies de I’atom d’oxigen (1.9, 1.6 i 1.4 A). D’aquesta manera, ens és
possible estudiar l’efecte electrostatic pur. La presencia d’una carrega dipositiva
produeix una important polaritzacié del nuvol electrénic del dimer d’aigua. En la
figura 8, es presenta la diferéncia de densitat electronica entre el dimer d’aigua, i la

mateixa estructura quan s’ha col.locat una carrega dipositiva a 1.4 A de I’stom O,. Es
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Taula IV: Forces que actuen sobre els dos enllagos O-H, juntament amb els indexs de
Mulliken en el complex dimer d'aigua-carrega dipositiva calculats amb la base 3-21G(d,f).
La carrega s’ha situat a una distancia d de I’oxigen. Les distancies venen expressades en A,
i les forces i indexs de Mulliken en unitats atomiques.

e —————e
— ———

d__F(O:H,) F(O;Hy) P(O;Hi) P(O;H,)

oo  0.0000 0.0000 0.2459 0.0506
1.9 0.0199  -0.0141 0.1999 0.0877
1.6 0.0313  -0.0197  0.1749 0.0967
1.4 0.0437  -0.0249 0.1484 0.1045

pot observar un increment de densitat electronica al voltant de 1’0, i una disminucié
en els hidrogens adjacents. La carrega en el fragment que acabari essent 1'i6 hidroxil,
ha canviat, per la preséncia de la carrega dipositiva, de -0.479 a -0.693. Per tant,
com a primera conseqiiéncia de la polaritzacié, la separacié entre la carrega positiva
1 la negativa es troba més avancada. Com a segona consequéncia, es produeix un
afebliment de I’enllag O;-H; i un enfortiment de ’enllag d’hidrogen O,-H;, tal com es
pot veure a partir de les poblacions de Mulliken de la Taula IV. Els canvis en la forga

dels enllagos sén tan més acusats quan més propera situem la carrega dipositiva.

Els canvis en els enllagos venen reflectits també en els gradients que actuen sobre

les dues distancies O-H, i que es presenten en la Taula IV.

Per al dimer d’aigua, a la geometria optimitzada, els gradients sén zero. En

contrast, quan una cirrega dipositiva es situa prop de l'oxigen, apareixen forces que

tendeixen a augmentar la distancia de I'enllag O,-

H; i a disminuir la de Penllag
d’hidrogen O,-H,.

L'origen d’aquestes forces es pot trobar en 'atraccié entre els

oxigens que tenen una certa carrega parcial negativa, i la carrega dipositiva, aixi com
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Figura 8: Dibuix de la diferéncia de densitat electronica entre el dimer d’aigua optimitzat,
i la mateixa estructura quan s’ha situat una carrega dipositiva a 1.4 A. Els valors negatius
estan representats mitjangant linies ratllades, i els positius amb linies continues. e indica
la situacié de la carrega dipositiva.
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Figura 9: Perfils energétics per a la transferéncia protonica en els sistemes
carrega dipositiva-(H,0)z, obtinguts amb la base 3-21G(d,f) per a diferents distiancies
carrega-oxigen: a) d=1.4 A; b)d=1.6 A;ic) d=1.9 A. R, ve donada en A i AE en kcal/mol.

en la repulsi6 entre la carrega dipositiva i el proté que es transfereix. Aquestes forces
sén més grans quan més curta és la distancia entre la carrega dipositiva i 'oxigen, el
que obliga al dimer d’aigua a relaxar-se, i per tant en presencia de la cirrega dipositiva

la geometria optimitzada és una altra.

Els diferents perfils energetics obtinguts per les distancies carrega-oxigen de 1.4,
1.6 i 1.9 A es representen en la figura 9. En la Taula V es donen els parimetres

geomeétrics i les energies relatives d’intermedis i estats de transicié.

Mirant la figura 9, es pot veure que els perfils energetics sén qualitativament
semblants als obtinguts per als sistemes en els que intervenen dications metal.lics, si

bé els estats de transicié per a les carregues dipositives es troben ara retardats al llarg
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Taula V: Energies relatives dels intermedis referides als reactius separats (H;0 - (+2) i
H20), dels estats de transicié referides als intermedis (barreres energétiques), distancies
dels oxigens al proté que es transfereix, i carregues sobre el fragment H3O, quan hem
situat carregues dipositives a diferents distancies del dimer d’aigua, obtingudes amb la base
3-21G(d,f). Les energies venen expressades en kcal/mol, les distancies en A, i la cirrega en
unitats atomiques.

e e
—— e

Distancia Espécies AE 1(O,H;) r(O,H:i) qu,0)

1.9 Minim -389 1.032 1.481 0.677
TS 56.0  3.743 0.982 1.000

1.6 Minim -50.0 1.178 1.230  0.788
TS 283  3.323 0.982  0.998

1.4 Minim -68.1 1.473 1.047  0.886
TS 14.0  3.007 0.982  0.995
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de la coordenada de reaccié.

Una primera interpretacié de la diferéncia de comportament entre Zn*2?, Bet?, i
Mgt?, s’obté d’aquests resultats amb una carrega dipositiva a distancies diferents de
I’atom d’oxigen. Si ens fixem en les distancies metall-oxigen per als intermedis en
la Taula II, que sén de 1.732 pel Zn*?, 1.404 pel Be*? i 1.803 A pel Mg*?, veiem
que es corresponen amb l'ordenacié dels cations segons la barrera energética per les
transferéncies protoniques. Ara bé, aquesta semblanga qualitativa no és tal quan
passem al terreny quantitatiu. Per exemple, una cirrega s’ha de situar a 1.4 A per
tal que el perfil sigui similar al del procés catalitzat per Mg*?, on la distancia Mg-O
en el intermedi és aproximadament 0.4 A més llarga. Aquest fet es pot observar
també a partir de les carregues en el fragment H30 i de les distancies O;-H; 1 Oz-H;
en els intermedis i estats de transicié. Aixo demostra clarament que per interpretar
la transferéncia protonica s’ha de tenir en compte no només ’efecte electrostatic
siné també l’efecte de transferéncia de carrega. El metall divalent no actua només
com una carrega dipositiva, siné que també actua com a acid de Lewis, acceptant
electrons en els seus orbitals s 1 p buits. Aquesta transferéncia electronica es donara
més ficilment quan els orbitals s i p del dicatié metal.lic estiguin més propers als
orbitals donadors del complex (H;0);, de tal forma que es facilita la transferéncia
protonica. Aixi, la diferéncia observada entre els tres metalls es pot relacionar amb
el valor de les energies dels orbitals s i p del dicatié, que es troben recollides en la
Taula VI. Per al Zn*? les energies d’aquests orbitals es mouen entre les del Bet? i
del Mg*?, encara que sén notablement més properes a les del Mg*?. Per tant, el
diferent comportament com a acids de Lewis de cada cati, ajuda també a explicar
els diferents resultats obtinguts per cadascun d’ells. El seu comportament prové a la

vegada de la component electrostatica i del caracter d’acid de Lewis.

Per tal de tenir una idea més quantitativa de les contribucions electrostatica i de
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Taula VI: Energies dels orbitals de valéncia s, p, i d per als dications metal.lics (en eV)
computades amb la base 3-21G(d,f).

— —

16 Orbital Energia

Zn*? 4p -10.63
4s -15.74
3d -37.19
Be*? 2p -14.02
2s -17.95
Mgt? 3p -10.40

3s -14.61
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Taula VII: Descomposicié de Morokuma de I'energia en els intermedis M*2(H;0); calculada
amb la base 3-21G(d,f). Els dos fragments considerats sén 1'ié metallic i el dimer d’aigua.
Les energies venen donades en kcal/mol.

— ——— —

AE AEqs AEmwr ES PL EX CT MIX ES+PL AEg

Zn*? -160.0 67.1 -227.8 -181.3 -60.2 65.4 -33.3 -17.8 -241.5 -211.8

Bet? -235.1 1123 -347.4 -249.5 -1182 58.0 -55.0 17.3 -367.7 -361.3

Mgt? -137.7 552 -192.8 -148.3 -444 204 -289 -0.7 -192.7 -186.7

transferéncia de carrega, hem dut a terme una descomposicié de l’energia d’interaccié
en els intermedis, mitjancant el métode de descomposicié de Morokuma. [382-387]
Els dos fragments considerats han estat el catié i el dimer d’aigua. En la Taula VII
es mostren els resultats de la descomposicié. El terme d’energia d’estabilitzacié (AE)
es descomposa en dos termes. El primer correspon a la deformacié del dimer d’aigua
en els intermedis (AEq.s), i €l segon a la interaccid entre el fragment distorsionat i
el dicatié (AEnT). Aquest darrer es descomposa alhora en cinc termes, com sén,
'electrostatic (ES), el de polaritzacié (PL), el de bescanvi (EX), el de transferéncia
de carrega (CT), i el de barreja (MIX). En la Taula VII també s’hi troba 'energia
d’interaccié entre una carrega dipositiva i el dimer d’aigua (AEqic) quan en ’intermedi

s’ha substituit el dicatié metal.lic per una carrega dipositiva.

A la Taula VII es veu que encara que els termes electrostatic total (ES + PL) i

el de transferéncia de carrega (CT) situen els dications en el mateix ordre, el terme
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ES+PL és molt més important que el terme CT. Tal com s’esperava, el terme EX
disminueix quan es passa del Bet? al Mg*? degut a l'increment en la distancia metall-
oxigen. Per contra, aquest terme creix remarcablement per al Zn*?, encara que les
distancies Mg-O i Zn-O sén del mateix ordre. Aquest fet s’ha d’atribuir a la repulsié
electronica creada per la capa 3d!° plena del Zn. Un altre comportament especial
del Zn*? es pot observar quan es comparen els termes ES+PL i AEy;. per als tres
dications estudiats. La diferéncia entre aquests dos termes ens hauria de donar una
primera aproximacié de la importancia de la polaritzacié provocada per la distribucié
de carrega del dimer d’aigua sobre el nivol electronic del dicatid. Mentre que per
al Be*? i el Mg*? aquesta diferéncia implica una estabilitzacié d’aproximadament 6
kcal/mol, per al Zn*? aquesta diferéncia és propera a 30 kcal/mol. Es troba doncs un
efecte molt més important en el Zn*? degut a la polaritzacié més facil de la capa d.
Aquests resultats indiquen que la simulacié d’un dicatié per una carrega dipositiva és
acceptable en el cas del Be*? i Mg*?, on la polaritzacié del dicatié pel dimer d’aigua

és negligible, perd que és una aproximacié forga menys acurada en el cas del Zn*?,

Els resultats de la Taula VII permeten comparar els tres dications. El Bet? és el
més diferent de tots, tant des del punt de vista del terme ES com del de CT. Com
ja hem assenyalat en la seccié anterior, el Zn*? i el Mg*? tenen un comportament
més similar. En qualsevol cas, es pot veure que aquesta similitud prové d’una certa
compensacié dels termes implicats. De fet, la capa 3d'? plena confereix certes parti-
cularitats al dicatié zinc. Per una part, situa els orbitals 4si 4p en el nivell adequat
per a la catalisi dptima de la transferéncia protonica. Per un altre costat, la capa
3d!% augmenta el terme EX de forma considerable. Per acabar, cal assenyalar que
malgrat que aquesta capa manté fixa la seva ocupacio, hi ha un important efecte de

polaritzacié d’aquests orbitals que cal tenir en compte.
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3.1.1.1.5 Consideracions metodologiques

Els resultats que hem presentat fins ara s’han obtingut amb la base 3-21G(d,f).
Dins de les bases usades en aquest treball és l'inica que incorpora funcions de pola-
ritzacid, les quals s’han mostrat essencials en la descripcié quantitativa de procesos

de transferencia protonica similars. {155,365,368-371,374-377]

En aquest apartat compararem els resultats obtinguts amb aquesta base amb els
de les altres bases que hem descrit anteriorment. Per tal de fer un primer test de
les diferents bases hem estudiat el sistema H(H,0)7, per al qual es tenen dades ex-
perimentals. En la Taula VIII es compara el valor experimental amb els obtinguts
amb diferents bases de l'energia d’estabilitzacié del sistema H(H,0)7 referit als re-
actius H;O* 1 H;0. Es pot veure que dins de les bases usades en el nostre estudi,
la 3-21G(d,f) és la que déna un valor més proper a l’experimental, aix{ que es de-
mostra la seva validesa. A més a més, aquesta és "inica base que reprodueix la
geometria piramidal de ’'H;O* confirmada tedricament amb bases més esteses. [388]
Com es pot veure en la Taula VIII el millor resultat energétic s’obté al nivell MP2/6-
311+G(2d,2p), si bé la realitzacié de calculs teorics a aquest nivell és impensable en
sistemes relativament grans on hi hagi metalls de transicié presents, degut a limita-

cions de tipus computacional.

A la Taula IX es presenta la geometria dels intermedis, 1’energia d’estabilitzacié
respecte a les especies MOHZ? i H,O i la barrera energetica referida als intermedis
per a cada dicatié metal.lic obtingudes amb les diferents bases utilitzades. Dels valors
de la Taula es pot veure que amb la base 3-21G(d,f) en tots els casos el proté ja esta
transferit en els intermedis. El mateix s’observa quan s’usen pseudopotencials. Amb
la base 3-21G la transferéncia ja esta feta en el cas del Zn*? i del Be*?, si bé no s’ha

acabat del tot en el cas del Mg*?. Finalment, la base MINI-3 déna que en tots els
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Taula VIII: Energies d’estabilitzacié per al sistema HsOj referides a les especies HyO* i
H,0 en kcal/mol.

Base AE

3-21G(d,f) 40.1

3-21G 52.6

Pseudop. 43.9

MINI-3 51.5

MP2/6-311+G(2p,2d) 34.0°
Exp. 31.6-36.2

e ——————————

(2) De la referencia [373] (b) De les referencies [389-392]

casos el protd encara no esta transferit.

Comparant els resultats obtinguts amb pseudopotencials i amb la base 3-21G
amb els de la base 3-21G(d,f), es pot constatar com ambdds reprodueixen molt bé
els perfils energetics 3-21G(d,f), i sén qualitativament bons per obtenir les geometries
dels intermedis. Les petites diferencies que apareixen poden ésser degudes al fet que
en els pseudopotencials només els orbitals d estan desdoblats, i que en les dues bases
no s’hi han inclés funcions de polaritzacié. En qualsevol cas, les conclusions extretes
a partir dels resultats 3-21G(d,f) sén les mateixes que les que es poden treure del

calcul amb pseudopotencials o amb la base 3-21G.

Un altre fet remarcable és que la base MINI-3 déna resultats forga diferents dels
que s’obtenen amb les altres tres bases. La diferéncia és especialment remarcable en
el cas el Be*?. La base MINI-3 no té funcions 2p (Be), Sp (Mg), o 4p (Zn), i per tant

no pot tenir en compte convenientment el caracter d’acid de Lewis dels dications. Per
P P
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Taula IX: Energies d’estabilitzacié (AE) rides als reactius separats, barreres energétiques
(AE?}) respecte dels intermedis, i distanc. . des dels oxigens al proté que es transfereix, per
als intermedis, obtinguts amb les diferents bases assenyalades. Les energies relatives es
donen en kcal/mol i les distancies en A.

e o

Ié Base AE 1(0,H,) r(O,H;) AE!

Zn*?  3-21G(d,f) -53.3 1447  1.060 9.5
3-21G  -59.4 1275  1.137 16.6

Pseudop. -47.3 1.369  1.037 118

MINI-3  -43.4 1112  1.329 350

Bet? 3-21G(d,f) -82.8 1.942 0.995 0.1
3-21G -84.3  1.708 1.006 0.8
MINI-3 -53.5 1.183 1.232 221

Mg*? 3-21G(df) -47.1 1.346  1.108 14.0
321G -51.4 1151  1.255 21.8

Pseudop. -42.8 1.381  1.065 19.6

MINI-3  -37.9 1.080  1.394 514
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aixo falla en la descripcié d’aquesta transferéncia protonica, degut a la importancia
dels orbitals p de valéncia en aquest procés. L’error és més important en el Be*? que
en el Znt? o Mg*?, perque tal com es mostra en la Taula VI, els orbitals p del Bet?
sén molt baixos en energia, i per tant accepten electrons amb facilitat. Donat que la
base MINI-3 no permet la transferéncia a aquests orbitals p, els resultats obtinguts
amb aquesta base sén molt similars als resultats de les carregues dipositives. Cal
aconsellar, per tant, la no utilitzacié de la base MINI-3 en aquest tipus d’estudi. Els
pseudopotencials de Hay i Wadt, i la base 3-21G poden ésser usats en sistemes grans,
en els que la inclusié de funcions de polaritzacié (base 3-21G(d,f)) suposi un cost

computacional massa elevat.

3.1.1.1.6 Discussid

En aquesta seccié hem mostrat que els dications poden catalitzar la transferencia
protonica en el dimer d’aigua, per donar lloc a la formacié de les especies MOH™*
que sén necessaries en molts de processos bioquimics. La preséncia d’un catié M*?
(M=Zn, Be, i Mg) canvia el perfil en forma de U de la transferéncia protonica en
I’especie H(H;0)F, de manera que acaba apareixent un doble pou asimeétric. S’ha
mostrat que el procés global és molt exotérmic. L’efecte catalitic dels ions metal.lics
es suma de dos efectes: [’electrostatic i el de transferéncia de carrega. Una analisi de
Morokuma ens ha mostrat que d’aquests dos efectes I’electrostatic és el més important.
S’ha trobat que la mera presencia de carregues dipositives catalitza el procés, si bé la
transferéncia de carrega cap el metall és també important, de manera que els dications
actuen també com a acids de Lewis. Aixi mateix, s’ha determinat que les distancies
metall-oxigen i les diferéncies energetiques entre els orbitals si p dels tres dications

estudiats es correlacionen bé amb [’ordre energetic que segueixen els tres dications
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per a les barreres d’aquesta transferencia protonica.

S’ha vist com el Zn*? presenta unes caracteristiques intermitges entre el Bet? i el
Mg*?, encara que és més semblant a aquest darrer. Els nostres resultats suggereixen
que Deficiencia catalitica i I’especificitat del Zn*? provenen més d’un comportament
intermig que no pas d’un comportament extrem. La capa d plena del Zn*?, que no
participa directament en l’enllag, situa els orbitals 4s 1 4{p buits en el nivell adequat
per a la catalisi. Per altra part, s’ha mostrat que els orbitals d sén molt polaritzables
i provoquen un important terme EX. Aquests dos factors tenen valors del mateix
ordre, de manera que en tractar-se de dues contribucions de signe diferent a 1’energia
d’interaccid, queden aproximadament cancel.lades. De la comparacié dels cations
se’n dedueix que la modelacié del Zn*? per un altre dicatié semblant com el Be™? o
el Mg*?, que simplifiquen notablement els calculs, no és una bona aproximacié. Per

aix0, tots els estudis posteriors a aquest preliminar s’han fet amb el catié Zn*2.

S'ha de comentar que fins ara no hem considerat 1’efecte dels lligands ni del sol-
vent en |’esfera de coordinacié del metall, encara que és segur que han de tenir-hi
una contribucié important, [116,117] i que poden modificar de forma significativa els
resultats obtinguts per als dications aillats. Aquests aspectes sén els que anem a

tractar en la propera seccié.

3.1.2 ESTUDI DE LA TRANSFERENCIA PROTONICA
L3ZH(H20)+2 + B — L3ZH(OH)+ -+ BH+; (L=NH3 i
ImH, B=H,0 i ImH)

En aquesta secci$ ens acostarem un xic més al que és la transferéncia protonica en
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la CA, donat que introduirem l’efecte que tenen els lligands coordinats al Zn*? consi-
derant dos models de centre actiu de I’anhidrasa carbonica com sén el (NH3)3Zn(H;0)*?
i el (ImH)3Zn(H,0)*2. Estudiarem les transferéncies proténiques entre l’aigua coordi-
nada al Zn*? i un receptor (B) que sera una altra molécula d’aigua o un grup imidazol.
D’aquesta manera pretenem modelar la desprotonacié de ’aigua coordinada al Zn*?,

que déna lloc a l'especie activa EZn'(OH™). [89,120,124]

Comengarem estudiant la transferéncia en el sistema (NH3)3Zn(H,0)*? + H,0
tant a nivell ab initio com semiempiric. A continuacid estudiarem la transferénciaen el
sistema (ImH)3Zn(H,0)*? + H;0, i per acabar presentarem el model més realista que
és el que correspon a la reaccié de transferéncia entre el (ImH);Zn(H;0)*? i 'ImH. En
aquest darrer cas tant el model de centre actiu com el de receptor sén molt propers
als que tenim en l’enzim real. En contrapartida, degut a l’elevat nombre d’atoms
que intervenen, en els dos darrers casos s’ha hagut de treballar amb metodologia

semiempirica.

3.1.2.1 Transferéncia protonica en el sistema (NH;3)3Zn(H30)*2 4+ H,0

Com ja hem comentat en la introduccié el Zn*? no es troba mai com a un dicatié
aillat en els sistemes bioquimics, sin6 que es troba coordinat a un conjunt de lligands
que en un nimero variable entre quatre a sis solen estar a l’esfera de coordinacié del
metall. Aixo fa que el model de centre actiu que hem considerat en |'apartat anterior
sigui poc realista. Molt més proper al que es troba en els sistemes bioldgics és el
model d’enzim (NH3)3Zn(H;0)*?, on referit a la CA, els tres grups NH; simulen els
tres grups histidinics (His-94, His-96 i His-119) que es coordinen directament al zinc.

(78,79]
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Anem doncs a estudiar en aquesta seccié l'efecte que tenen els lligands en les
geometries i perfils energetics dels intermedisi estats de transicié per a la transferéncia
protonica en el dimer d’aigua. Presentarem aqui dos tipus de calculs: ab initio i

semiempirics.

Les optimitzacions ab initio estan fetes amb la base 3-21G per a tots els atoms
excepte per als H dels NH; per als que hem utilitzat la base STO-3G. [297,298] En
aquest cas la distancia N-H i I’angle HNH s’han mantingut fixos a 1.050 A i 109.407°
respectivament. A més s’han fet calculs d’energia per a les estructures ja optimitzades
a nivell 3-21G amb la base 3-21G(d,f), és a dir, a nivell 3-21G(d,f)//3-21G. Per cons-
truir la base 3-21G(d,f) s’ha partit de la base 3-21G que ja teniem, a la qual hem afegit
funcions fper al Zni d per al O i N. Per al Zn 11’0 s’han agafat les mateixes funcions
de polaritzacié que en ’anterior seccid, i per al N s’ha agafat una funcié d d’exponent
0.800. Els calculs semiempirics s’han dut a terme amb el programa AMPAC i amb el
metode AM1 ja comentats en el capitol de Metode de Calcul. En els calculs AM1 no
s’ha imposat cap restricci de geometria, de manera que les optimitzacions han estat
completes. Cal mencionar també que els parametres AM1 per al Zn han aparegut
recentment {154] i que no incorporen els orbitals d, donat que aquests orbitals sén

considerats com a part del core i no pas de valéncia.

Altres autors han determinat previament el valor de Pafinitat protonica (PA) per
al sistema (NH;)3Zn(OH)*. Concretament, usant pseudopotencials Kitchen i Allen
han donat el valor de -167 kcal/mol per a la PA d’aquest complex, valor comparable
al nostre 3-21G(d,f)//3-21G que és de -176 kcal/mol. Aixd demostra la similitud dels

resultats que es poden obtenir amb les dues bases.

L’intermedi i 'estat de transicié trobats en l’estudi de la transferéncia protonica

en el complex (NH;)aZn(H;0)3? es troben dibuixats en la figura 10, mentre que en
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Taula X: Pardmetres geomeétrics, carregues sobre el metall (qu) i en el fragment H3zO
(a(u,0)), 1 energies relatives referides als reactius per a les espécies (NHj)sZn(H;0)5 2
obtingudes amb les bases 3-21G (AE) i 3-21G(d,f)//3-21G (AEp). Les distancies venen
donades en A, les carregues en unitats atomiques, i les energies relatives en kcal/mol.

o — — e — —— — — =~
e —— e —" — e ——ee—— —

Espécie r(ZnOl) r(01H1) r(Ong) aM q(H,o) AE AEp

Reactius 1.927 0.949 0o 1.314 - 0. 0.

INT 1.899 1.040 1.431 1.293 0.674 -39.0 -31.8
TS 1.804 3.812 0.980 1.167 0.999 176 23.2
Productes  1.751 o0 0974 1.193 1.000 -155 -6.0

e —————————m————— —— — —
e — — — —

o ———— e

la Taula X s’hi han recollit els parametres geométrics més importants, les carregues
sobre 1’atom de zinc i sobre el grup H30, i les energies relatives referides als reactius

per a les diferents espécies que intervenen en el procés.

Comparant els valors dels parametres geometrics de les Taules 111 X que correspo-
nen als intermedis (NH3)3Zn(H,0)3? i Zn(H;0)3?, es pot veure com l'enllag Zn-0;
s’ha allargat per efecte de la presencia de lligands. Aquest increment en la distancia,
suposara d’entrada una disminucié de ’efecte electrostatic, que com hem vist ante-
riorment depén fortament de la distancia Zn-O,. Per un altre costat, els valors en
I’intermedi (NH;»,):;Zn(H;O);L2 de les distancies O;-H; i O;-H;, juntament amb els
seus ordres d’enllag de Pauling (B(0;-H;)=0.774 i B(0;-H;)=0.228) ens permeten

veure que el proté H; esta menys transferit en I'intermedi (NHj)3Zn(H;0)3? que en
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Figura 10: Estructures optimitzades per a l'intermedi i ’estat de transicié del sistema
(NHs)aZn(H;0)3? obtingudes amb la base 3-21G.
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el Zn(H;0)F?. Aixi mateix, 'estat de transicié amb lligands es troba ara retardat en
la coordenada de reaccié (R.=2.832 A), per bé que en ambdés casos i tal mostra la
distancia O,-H,, el grup H307 es troba ja totalment format en el TS. Per a la reaccié
amb lligands, el TS correspon també a la separacié de les dues espécies amb carrega

+1, i no pas a la transferéncia protonica.

Per al sistema (NH;3)aZn(H;0)3?, 'intermedi estd menys estabilitzat, respecte als
reactius, que per al sistema Zn(H;0)72. A més a més, la barrera energetica referida a
'intermedi augmenta substancialment, perqué passa de 9.5 kcal/mol sense lligands a
55.9 kcal/mol al nivell 3-21G(d,f)//3-21G. Per acabar ’aspecte energétic, direm que
la reaccié es torna menys exotérmica, el que d’acord amb el principi de Hammond fa
que l'intermedi s’adelanti al llarg de la coordenada de reaccid, i l’estat de transicié
es retardi. Tots aquests fets seran explicats considerant la disminucié dels efectes

electrostatic 1 de transferencia de carrega produits per la preséncia dels lligands.

De les carregues de la Taula X es pot observar que els lligands transfereixen una im-
portant quantitat de carrega al'ié central. Per exemple, en 'espécie (NH3)3Zn(H,0)*+?
la transferéncia de carrega des dels tres amoniacs al Zn*? és de 0.494 electrons amb
la base 3-21G. Aquesta transferéncia de carrega provinent dels lligands disminueix
la carrega positiva sobre el Zn*?, i per tant provoca una reduccié dels efectes elec-
trostatics. A més els orbitals s i p del metall que reben la transferéncia de carrega
del dimer d’aigua es troben desestabilitzats per la seva combinacié antienllagant amb
els dels lligands. Aixd provoca una disminucié de la transferéncia de carrega. Aquest
punt es pot comprovar mitjangant una analisi de descomposicié de l’energia pel
metode de Morokuma [382-387] fet a nivell 3-21G. En aquest cas, considerant en
intermedi els fragments (NH;3)3Zn*? i (H;0);, els termes ES+PL i CT sén -111.9
1 -15.8 kcal/mol, respectivament, en comparacié amb els -241.5 i -38.3 kcal/mol que

s’han obtingut per a l'intermedi Zn(H,0)3? a nivell 3-21G(d,f)//3-21G.
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Finalment, cal fer notar la gran semblanga, tant des d’un punt de vista geometric
com des d’un punt de vista energétic, entre els resultats del sistema (NH;)3Zn(H,0)3?
on la distancia Zn-O; és aproximadament 1.9 A, i el cas d’una cirrega dipositiva
situada també a una distancia de 1.9 A del dimer d’aigua (veure Taula V). Aixd té
lloc a través d’una compensacié dels diferents termes implicats. Aquest resultat indica

que podriem modelar el complex (NHj)3Zn*? per una carrega dipositiva situada al

lloc on hi havia I’Atom de zinc i obtenir uns resultats qualitativament acceptables.
q

Els resultats obtinguts a partir de calculs semiempirics amb el métode AM1 per
al sistema (NH3)3Zn(H;0)f? es troben en la Taula XI. La relacié entre els valors
d’aquesta Taula i els de la Taula X ens permetra tenir una idea dels resultats que
déna el métode AM1 en aquest tipus de processos. Aixd ens orientard a I’hora de
concedir més o menys credit a calculs que només s’han pogut dur a terme amb el

metode AM1, com seran els que presentarem en posteriors apartats.

Comparant els resultats d’aquesta Taula amb els de la Taula X es pot veure
que el métode AM1 déna unes distancies Zn-O, més llarges en tots els casos. La
disminucié de la distancia Zn-O, al llarg de la coordenada de reaccié és predita
correctament pel meétode AM1. També ddéna un valor de la distancia O;-H; més
llarga en ’'intermedi. En general pero, déna bons resultats per als parametres geome-
trics. La barrera energetica referida a l'intermedi és de 46.6 kcal/mol amb el métode
AM1. El metode AM1 ddna uns resultats energetics relativament bons, més propers
als valors 3-21G(d,f)//3-21G que no pas als 3-21G. Per acabar, les carregues AM1
sobre el metall i sobre el grup H3O sén clarament inferiors als valors ab initio de la
Taula X. En qualsevol cas, hi ha una correlacié de la posicié en la coordenada de
reaccid i les energies, geometries i carregues, entre els resultats ab initio 1 AM1. En
definitiva, prenent les precaucions necessaries, els resultats AM1 en aquest tipus de

processos sén qualitativament comparables als obtinguts a nivell ab initio.
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Taula XI: Parametres geométrics, carregues sobre el metall (qum) i en el fragment (q(u,0))
i energies relatives referides als reactius per a les espécies (NH3)3Zn(H,0)3? optimitzades
amb el métode AM1. Les distincies venen donades en A, les cirregues en unitats atdmiques,
i les energies relatives en kcal/mol.

B e ———— — o e e te—————— —
e ——— — — e et r————" ——

Espécie r(ZnO,) r(O:H,) r(O:Hy) am qu,0) AE

Reactius 2.231 0.969 foe) 0.661 - 0.
INT 2.185 0.974 2.039 0.660 0.332 -16.2
TS 1.962 3.502 0.989 0.581 1.000 30.4

Productes  1.940 o0 1.004 0.565 1.000 -9.3
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3.1.2.2 Transferéncia protonica en el sistema (ImH)3Zn(H20)*? + B (B
= H,0/ImH)

El model de CA que tractem en aquest apartat és el (ImH)3Zn(H,0)*2. Donada
la gran quantitat d’atoms que incorpora aquest model, només ha estat factible el
seu estudi a nivell semiempiric. Més concretament, hem estudiat la transferéncia
protonica d’aquesta espécie a I’aigua i a un grup imidazol (ImH) mitjangant el métode

AM1.

En les Taules XII i XIII es donen els parametres geometrics més importants en
la coordenada de reaccid, carregues sobre el metall i sobre el fragment corresponent
al grup acceptor protonat, i energies relatives referides a reactius, per a les dues
transferéncies abans esmentades.

Si comparem els valors de les Taules XII i XI ens adonem de les diferéncies
que apareixen quan tenim o bé tres lligands imidazol coordinats al Zn*?, o bé tres
amoniacs que actuen com a lligands. Es pot observar que en canviar NH3 per ImH
es produeix un petit avangament de I'intermedi, i un lleuger retardament de l’estat
de transicié. D’acord amb aixd es produeix una desestabilitzacid de l'intermedi, i un
augment de la barrera de la reaccid, que passa a ésser ara de 60.5 kcal/mol respecte
als intermedis. En qualsevol cas, ni els canvis geometrics ni els energétics no sén
molt importants, de manera que si bé recomanable, no sembla absolutament impres-
cindible la utilitzacié del model (ImH);Zn(H;0)*? per a l'estudi d’aquest tipus de
processos. Es pot tenir una bona idea de com té lloc la transferéncia usant el model
(NH;3)3Zn(H;0)*? que presenta l’avantatge d’ésser molt menys car des d’un punt de

vista computacional.

Fins ara hem discutit el cas en el que una molécula d’aigua és el grup acceptor.

Des d’un punt de vista experimental, sembla ser clar que la transferéncia protonica
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Taula XII: Parimetres geometrics, carregues sobre el metall (qy) i en el fragment H;0
(q(u,0)) i energies relatives referides als reactius per a les espécies (ImH)3Zn(H;0)3? opti-
mitzades amb el métode AM1. Les distancies venen donades en A, les cirregues en unitats
atdomiques, i les energies relatives en kcal/mol.

et e ————————————
e ———————————————

Especie 1(Zn0O;) r(O:H:) r(O:Hi) am qm0) AE

Reactius 2.271 0.969 fo%e) 0.722 - 0.
INT 2.236 0.971 2.087 0.726 0.289 -12.5
TS 1.975 4.493 1.004 0.646 1.000 48.0

Productes  1.973 oo 1.004 0.643 1.000 18.8
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Taula XIII: Parametres geometrics, carregues sobre el metall (qm) i en el fragment ImH,
(Q(mst,)) i energies relatives referides als reactius per a les especies (ImH)32n(H;0)(ImH)*2
optimitzades amb el metode AM1. Les distancies venen donades en A, les carregues en
unitats atdmiques, i les energies relatives en kcal/mol.

v

Espécie 1(Zn0,) r(O:H;) r(NH:) am Qqumu) AE
Reactius 2.27 0.969 o) 0.722 - 0.

INT 2.234 0.973 2.457 0.721 0.288 -15.9
TS 1.974 3.755 0999 0.646 1.000 -9.8
Productes  1.973 oo 0.998 0.643 1.000 -38.3
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inicial es fa a una molécula d’aigua present en el centre actiu, pero que després el
proté es transmet fins al grup His-64. En comparar els valors de les Taules XII i XIII
podem tenir una idea del que representa canviar l’aigua per l'imidazol com a grup
acceptor. Es evident que aquest segon modela millor el grup His-64 que s’ha postulat
com a acceptor protonic intermig en la CA. [89,120,124] En la figura 11 es representa

I'intermedi i l'estat de transicié AM1 per la reaccié (ImH)3Zn(H,0)*?+ImH.

Si ens referim a les geometries i a les carregues no s’observen variacions massa
importants en canviar ’aigua per imidazol com a grup acceptor. Energeéticament,
en canvi, la diferéncia és molt remarcable. En ésser el grup ImH més basic que
’aigua la transferéncia protonica es veu facilitada. Concretament ara la reaccié és
exotérmica, i la barrera és de només 6.0 kcal/mol, el que suposa que la substitucié
d’aigua per imidazol com a acceptor proténic rebaixa la barrera energética en 54.5
kcal/mol. El valor obtingut per a la barrera energetica en aquest cas es troba dins el
marge experimental esperat per al valor de la barrera que ha d’estar per sota de les 10
kcal/mol, segons les darreres dades conegudes. {157] Sembla doncs demostrat que per
simular bé la transferéncia protonica en la CA cal considerar I'ImH com a acceptor
final, encara que en tractar-se d’'una molécula relativament gran no hem pogut fer

calculs a nivell ab initio tal com hauria estat desitjable.

Per acabar, recordar que fa pocs mesos ha sortit un article [157] en el que s’estudia
amb el métode AM1, entre altres coses la transferéncia proténica (ImH)3Zn(H,0)*?
+ ImH quan hi intervenen tres i quatre moléccules d’aigua fent de pont entre 'aigua
unida directament al zinc i el grup ImH acceptor. Donat ’elevat nombre de graus de
llibertat del sistema els autors no han estat capagos de determinar ’estat de transicid,
si bé comenten que dels calculs realitzats es pot deduir que la barrera és propera a 18
kcal/mol. També afirmen que aquesta barrera no canvia massa al variar el nimero

de molécules d’aigua que fan de pont entre els grups donador i acceptor. En el seu
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TS

Figura 11: Estructures optimitzades amb el meéetode AM1 per a l'intermedi i I'estat de
transicié del sistema (ImH)3Zn(H,;0)(ImH)*2.
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estudi no fan referéncia a la reaccié sense intervencié de molécules d’aigua, si bé dels
seus resultats i dels que hem presentat aqui se’n dedueix que les aiglies que actuen

de pont incrementen la barrera energética en unes 10 kcal/mol al nivell AM1.

3.1.2.3 Transferéncia protonica en el sistema Zn(H;0)J

Després d’haver estudiat la transferéncia protonica en el dimer d’aigua catalitzada
pel complex (NH3)3Zn*?, va surgir la idea d’estudiar aquesta transferéncia catalitzada
pel catié radical Zn* per veure si els perfils energetics que obteniem eren comparables.
L’objectiu era analitzar si en treballs futurs podiem modelar el grup (NH;)3Zn*? per

un Zn*, amb el conseqiient estalvi de temps de calcul.

Aquest estudi es va dur a terme amb la base 3-21G i amb el métode UHF donat
que les espécies que intervenen sén radicalaries, més concretament doblets. Es van
realitzar optimitzacions completes de geometria sense cap tipus de restriccid, i es
va comprovar que per a les especies Zn(H;0)F, Zn(H;0)*, i ZnOH el valor mig de
< §% > era de 0.75, tal com s’espera d’una espécie doblet. Els resultats aconseguits
en l'estudi de la transferéncia Zn(H,0)* + H,O— ZnOH + H30% es mostren en la
Taula XIV.

El fet més sorprenent és la gran semblanga entre els intermedis que s’obtenen
al nivell 3-21G per als complexos (NH3)aZn(H;,0)*? (Taula X) i el Zn(H;0)7, des
dels punts de vista energetic, de la carrega sobre el grup H30, i de la geometria.
Aixo fa que al principi de la reaccié els perfils energetics dels dos processos quasi es
superposin. La similitud entre les dues reaccions es trenca a partir de 'intermedi,
de manera que per al cas Zn(H;0)7 no hem trobat cap estat de transicié, i el que
s’'observa és una pujada d’energia continua des de l'intermedi fins als productes. La

reaccid és endotérmica en 39.9 kcal/mol, a diferéncia del que passava per al sistema
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Taula XIV: Parametres geometrics, carregues sobre el metall (qm) i sobre el fragment H30
(q(u,0)) i energies relatives referides als reactius per a les especies Zn(H,0)F optimitzades
amb la base 3-21G. Les distincies venen donades en A, les carregues en unitats atomiques,
i les energies relatives en kcal/mol.

Espécie r(ZnOl) ’:01H1) I'(Og :—Tl) aMm q(}{;o) AE

Reactius 1.885 0.972 0 0.815 - 0.

INT 1.841 1.033 1.448 0.756 0.673 -35.8

Productes 1.698 o0 0.974 0.541 1.000 39.9
(NH3)3ZH(H20)-{2.

La conclusié a la que ens porta aquest estudi és que la substitucié del grup
(NH;)3Zn*? per un Zn* és valida per a l'estudi de la interaccié inicial, perd que
després porta a greus distorsions del perfil energeétic, que acaba per no ésser compa-
rable ni tan sols des d’un punt de vista energétic. Aixo ens obligara en els propers
apartats a continuar considerant el (NH3)3Zn(H;0)*? com a model d’enzim més valid

i alhora asequible per als ordinadors de queé disposem.
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3.1.2.4 Efecte de l’entorn en la transferéncia protonica en el sistema

(NHj3)3Zn(H20)32

Els resultats que hem anat presentant fins ara de la transferéncia protonica serien
comparables als que s’obtindrien si el model de centre actiu considerat actués en fase
gasosa, és a dir, sense tenir en compte en cap cas que en el centre actiu es troben
residus proteinics i un conjunt de molécules d’aigua, tal i com ha estat demostrat
experimentalment amb diferents tecniques. [124,127] Aquestes molécules creen un
camp de reaccid sobre el centre actiu, que és d’esperar que influexi considerablement
en el procés de transferéncia. La manera més adequada de tractar el problema seria
millorar la descripcié del sistema afegint més molécules en el model d’enzim. Avui
per avui, aquest tractament és computacionalment inviable a nivell ab initio. Per aixo
en aquest treball s’ha elegit una altra estratégia computacional, considerant I’entorn
del centre actiu com un medi dieléctric, polaritzable i continu, caracteritzat per un
valor donat de la constant dieléctrica e. Amb aquest model, el camp de reaccid es té
en compte mitjangant la polaritzacié del dieléctric per la distribucié electrénica del
model de centre actiu, i el posterior efecte de retropolaritzacié d’aquesta distribucié
electronica deguda al dieléctric polaritzat. Els calculs es faran mitjangant el métode
de Tomasi, descrit en la secci6 2.1.2.2 d’aquesta memoria. Els resultats que obtinguem
amb aquest model per a la transferéncia protonica ens podran servir per analitzar la

validesa del metode de cara a utilitzar-lo en processos posteriors més complexes.

Els calculs s’han fet a les geometries optimitzades ab initio amb la base 3-21G
ja descrita en l'apartat 3.1.2.1. Per tal de construir la cavitat on situar l’espécie
(NHj)3Zn(H;0)$2, les esferes construides al voltant dels dtoms d’0, N, i H, tenen radis
que sén un 20% més grans que els corresponents radis de van der Waals (ro=1.68,

ry = 1.44, i ry=1.80). Pel Zn*? s’ha prés el seu radi idnic augmentat també en un
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Taula XV: Energies lliures de solvatacié (AGy.lv) 1 energies relatives (AE) referides a reac-
tius (kcal/mol) per al sistema (NH3)3Zn(H;0)3? en un medi d’¢=78.36 i al nivell 3-21G.

Especie AGav AE

Reactius -182.0 0.

INT -161.9 -17.0
TS -156.7 43.0
Productes -124.3 41.1

—
—

20% (rz,=0.84). S’ha considerat un entorn definit per una constant dieléctrica igual
a la de l'aigua (e = 78.36). La temperatura d’estudi ha estat de 298 K. Calen altres
valors de caracteristiques fisiques per a la descripcié del medi (didmetre del solvent,
densitat i coeficient d’expansié térmica). Nosaltres hem agafat els mateixos que en
anteriors estudis. [393] En la Taula XV donem els resultats de les energies lliures
de solvatacié i de les energies lliures relatives referides als reactius per a les diferents
especies que intervenen.

L’energia lliure de solvatacié disminueix uniformement al passar de reactius a
productes. Aixo és degut a la succesiva deslocalitzacié de la carrega dipositiva que
inicialment es troba concentrada en ’espécie (NH;)3Zn(H,0)*? i que en els productes

es troba repartida entre el H;0% i el (NH;)3Zn(OH)*.

Hi ha tres punts importants a comentar de ’aspecte energetic, comparant-lo al que
obteniem en fase gas (Taula X). El primer punt és la desestabilitzacié dels intermedis
respecte als reactius per efecte del AG,qy. El segon punt es tracta de ’augment
de la barrera que passa a ésser de 60.0 kcal/mol. Per acabar, a diferéncia del que

passava en el sistema aillat, la reaccié ara és endotérmica. Aquest resultat millora



3.1. GENERACIO DE L’ESPECIE CATALITICAMENT ACTIVA 185

notablement la descripcié del procés, ja que experimentalment s’ha determinat que
el pk, de l'aigua coordinada al centre actiu de la CA és proper a 7, (109-112] el que

implica forcosament un procés endotérmic.

Els canvis energetics es poden explicar tenint en compte que 'efecte del medi és
similar al de la introduccié de nous lligands en ’esfera de coordinacié del metall.
Basicament es produeix un augment de la carrega negativa sobre el zinc, i per tant
es dificulta la transferéncia protdnica per disminucié dels efectes electrostatics i de
transferéncia de carrega. El métode de Tomasi no permet 'optimitzacié de geome-
tries, i en tot cas si es pretén aixd cal recérrer a camins alternatius. [394] Ben segur
que si fos possible aquesta optimitzacié observariem un avangament de l'intermedien -

la coordenada de reaccidé i un retardament de ’estat de transiciéd.

Alguns autors consideren que les reaccions en els enzims s’han d’estudiar tedoricament
en fase gasosa. [395) Aquesta idea potser és un xic extrema, donat que en l'enzim
el camp de reaccié mai no és nul, encara que tampoc és tan gran com el creat per
una solucié aquosa. Per aixo és d’esperar que un camp de reaccié mig entre ambdds
extrems sigui el més adequat per estudiar les reaccions que tenen lloc en ’enzim. De
fet Allen et al. [137) consideren que una constant dieléctrica de 4 és la més adequada
per a l'introduccié de l'efecte del medi en les reaccions enzimatiques. Nosaltres hem
fet calculs amb el métode de Tomasi per a una constant dieléctrica un xic més pe-
tita, considerant un entorn definit per una constant dieléctrica igual a la del n-hexa

(e=1.88). Els resultats obtinguts es mostren en la Taula XVI.

Les energies lliures de solvatacid son ara més petites que les de la Taula XVI, com
era d’esperar al tractar-se d’un medi de constant dielectrica més petita, si bé continua
observant-s’hi el mateix ordre. La AG,cly és maxima per als reactius i minima per als
productes. Per altre banda, les energies referides als reactius es troben entre les de

la Taula XV que sén les que hem obtingut en un medi d’e=78.36 i les de la Taula X
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Taula XVI: Energies Lliures de solvatacié i energies relatives referides a reactius (kcal/mol)
per al sistema (NH3)3Zn(H;0)3? en un medi d’e=1.88 i al nivell 3-21G.

Espécie AGev AE

Reactius -81.1 0

INT -713.6 -29.3
TS -71.6 285
Productes -54.8  10.7

obtingudes en fase gasosa. La barrera ara és de 57.8 kcal/mol, i la reaccié continua

essent endotérmica, tal com haviem trobat en solucié aquosa.

D’aquest estudi de l’efecte del medi en la transferéncia protonica se'n dedueix la
importancia de la consideracié dels efectes de ’entorn en les reaccions que tenen lloc
en la CA. Hem vist que tant per a un medi amb ¢=1.88 com per a un zitre molt més
polaritzable amb €=78.36, els perfils energetics que s’obtenen canvien drasticament

respecte al sistema aillat i donen descripcions molt més realistes del procés.

3.1.2.5 Discussid

En la figura 12 es representen els perfils energetics de les transferéncies protoni-
ques en els sistemes Zn(H,0)3? amb la base 3-21G i (NH;)3Zn(H,0)$? amb les bases
3-21G, 3-21G(d,f)//3-21G i 3-21G, quan s’hi ha introduit l'efecte asl medi pel metode
de Tomasi. D’aquesta manera podem tenir una visié clara del que passa al perfil quan

considerem els lligands, quan tenim en compte les funcions de polaritzacid, o bé quan
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Figura 12: Perfils energetics per a l’especie Zn(H;0);? amb la base 3-21G i per al complexe
(NH3)3Zn(H20)72 amb les bases 3-21G, 3-21G(d,f)//3-21G i 3-21G en un medi d’e=78.36.

introduim l'efecte de ’entorn.

Comparant la linia continua i la de ratlles observem com en situar tres NH;
en 'esfera de coordinacié del Zn*? es produeix una desestabilitzacié important de
I'intermedi, i un augment de la barrera energetica, juntament amb una disminucié
considerable de 'exotermicitat de la reaccié. Aixd va acompanyat de ’avancament

de l'intermedi en la coordenada de reaccié i del retardament de ’estat de transicié.

Comparant la linia de ratlles i la de punts-i-ratlles veiem que l'efecte d’afegir

funcions de polaritzaci6 és inicament d’aixecar tots els punts del perfil energetic unes
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2-4 kcal/mol. Recordem, perd, que en aquest perfil no s’ha optimitzat la geometria
quan s’han afegit funcions de polaritzacié i que el que s’ha fet és només un nou calcul
SCF amb la base 3-21G(d,f) a la geometria ja optimitzada 3-21G. La inclusié de
funcions de polaritzacié suposa només una petita millora, computacionalment molt

cara, en la descripcié quantitativa del procés.

De la diferéncia entre la linia de ratlles i la de punts en podem extreure conclu-
sions sobre l'efecte de I’entorn en la transferéncia protonica. Basicament es tracta
d’un efecte similar al d’introduir lligands en |’esfera de coordinacié del zinc, és a
dir, es desestabilitza l'intermedi, augmenta la barrera energética (en aquest cas 4.4
kcal/mol), i disminueix ’exotermicitat de la reaccid, fins al punt que al considerar
juntament els efectes dels lligands i del medi la reaccié es fa endotérmica. Aqui el

canvi és qualitatiu.

En la figura 13 es troben dibuixats els perfils energetics AM1 per a la transferéncia
protonica en els sistemes (NH3)3Zn(H;0)3? (linia de ratlles), (ImH)aZn(H;0)3? (linia
de punts-i-ratlles), i (ImH)3Zn(H;0)(ImH)*? (linia de punts). Per poder establir
comparacions, també s’hi ha afegit el perfil 3-21G per a la transferéncia en ’especie

(NH3)3Zn(H;0)7? (linia continua).

La diferéncia entre la linia continua i la de ratlles ens déna una idea del comporta-
ment del métode AM1 davant els calculs ab initio a nivell 3-21G. Aquesta comparacié
ja ha estat feta per a altres sistemes. [151,396] Els perfils sén forga diferents al prin-
cipi, el que fa pensar que el metode AM1 no representa bé 'intermedi inicial, perd

s’assemblen més a mesura que la coordenada de reaccié avanga.

La comparacié entre la linia de ratlles i la de punts-i-ratlles permet entendre
I'efecte que té substituir els lligands NH; per ImH. Al tractar-se el grup ImH d’una

espécie més basica, es produeix ’esperada desestabilitzacié de l'intermedi, juntament
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amb l’augment de la barrera energetica i de ’endotermicitat de la reaccié. Aixo
va acompanyat de |’avangament de !’'intermedi en la coordenada de reaccié i del

retardament de l’estat de transicid, tal com s’observa en la figura 13.

Al comparar la linia de punts-i-ratlles amb la de punts es veu I'efecte de substituir
I'aigua per un grup imidazol com a acceptor del proté transferit. A 1’ésser l'imidazol
més basic que l'aigua, la transferéncia protonica es veu ara molt facilitada. Des dels
reactius fins a l'intermedi els dos perfils sén similars, perd al voltant de R.=0.5 A
es produeix un canvi sobtat. L’estat de transicié s’avanga i la barrera energetica
disminueix fins a valer 6.1 kcal/mol, el que suposa trobar-se dins el marge esperat
segons els resultats experimentals. [157] La reaccid acaba essent molt exotérmica. No
ens ha estat possible introduir 'efecte del medi en aquest darrer cas, si bé a partir dels
resultats que hem obtingut quan ’hem afegit per al sistema (NH3)3Zn(H;0)3? a nivell
ab initio, es pot deduir que la seva consideraci6 desestabilitzaria 'intermedi, creixeria
un xic la barrera (que molt probablement continuaria per sota de 10 kcal/mol) i
augmentaria considerablement I’endotermicitat de la reaccié, de manera que donaria

lloc a un perfil que permetria explicar molt bé els resultats experimentals coneguts.

L’estudi de 1'etapa elemental que correspon a la transferéncia protonica que genera
I’especie cataliticament activa ens ha servit per provar diferents models i nivells de
calcul. Els resultats ens han servit per a elegir la modelacié del centre actiu i el
metode que hem utilitzat en els apartats posteriors d’aquesta Tesi. Com a punts més

remarcables que hem deduit d’aquest estudi preliminar en destaquem els segients:
e El Zn*? no és substituible per altres dications similars.

e La consideracié dels lligands coordinats al Zn*? és indispensable. Aquests

actuen reduint tant l’efecte electrostatic com el de transferéncia de carrega.

e Es basic considerar |'efecte del medi per assolir descripcions més realistes dels
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processos.

Dels tres punts anteriors es segueix que, donat que hem elegit un metode de
calcul ab initio molt més fiable que no pas un de semiempiric, la descripcid
del centre actiu s’ha de fer amb un sistema com el (NH3)3Zn™(H,0). Caldra
afegir-hi, a més, l'efecte de I’entorn. D’aquesta manera sera com es tractara el

centre actiu en els propers apartats.

Tant la base 3-21G com els pseudopotencials de Hay i Wadt donen resultats molt
valids., Tots dos han estat utilitzats en els resultats que segueixen. L’eleccié
entre ['un o ['altre s’ha fet en funcié del software i hardware disponible a cada
moment. Per tal de poder comparar les diferents etapes elementals, l'estudi

complet de tot el procés catalitic de la CA s’ha dut a terme amb la base 3-21G.
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3.2 ESTUDIDE LA REACCIO D’HIDRATACIO
DEL COq

La reaccié d’hidratacié reversible del CO, té una gran importancia biologica donat
que és la que regula el pH de la sang. En aquesta segona part del capitol de resultats
estudiarem aquesta reaccié catalitzada per la CA. Considerarem succesivament la
interaccié del CO; amb el centre actiu de I’enzim, ’atac nucleofilic de l’EZnn(OH‘)
al CO,, i la formacié del bicarbonat, etapes corresponents als passos 1,2, 1 3 de la figura
2 d’aquesta memoria. La conseqiiéncia final d’a~-ests tres passos és la hidrataci6 del

CO; per donar bicarbonat.

Abans de posar-nos a considerar la reaccié d’hidratacié en ’anhidrasa carbénica,
farem un estudi previ de la reacci6 CO, + H,O — H;CO;, per veure com canvia el
perfil energetic de la reaccié en presencia de Zn*? o de camps electrics. L'objectiu
inicial que pretenem assolir és entendre quins sén els aspectes fonamentals de la
catalisi d’aquesta reaccid per un catié metal.lic. En una segona part d’aquesta seccié
presentarem la reaccié d’hidratacié que té lloc en la CA, tot i prenent com a model
de centre actiu de ’enzim el complex (NH;)3Zn"(H,0). E- aquesta darrera part,
est :diarem també com afecta el medi a la reaccid, 1 modelarem els efectes deguts a

tots els altres residus presents en el centre actiu per un medi continu polaritzable.

En els segiients apartats d’aquesta seccié l'estudi s’ha portat a terme amb dues
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bases diferents, amb ’objectiu de comparar la fiabilitat de la base que anomenem
3-21G, amb la que s’ha treballat en el conjunt d’apartats d’aquesta Tesi. La primera
base consta, per a ’Atom de Zn, de que les capes internes es representen mitjangant
pseudopotencials de Hay 1 Wadt, [326,327] i la capa de valeéncia amb la base {3s,2p,5d/
1s,1p,2d], que és minima per als orbitals s i p de valéncia, i doble- per als d. Per a
tots els altres atoms, excepte els H dels NHj, la base és la copiada de la 4-31G. [299]
Per als H dels NH; s’ha calcat en canvi la base STO-3G. [297,298] Anomenarem a
aquesta primera base com a base pseudo. En la segona base, anomenada 3-21G, es
pren la base 3-21G [304,308] per a tots els dtoms, menys per als H dels NH;, que
es representen amb la base STO-3G. En aquest cas, s’expliciten totes les funcions
de base de ’Atom metal.lic (calculs "all electron”) i els orbitals atomics de valéncia
s, p, i d, es representen amb una base doble-{. Els calculs en els que s’incorpora
I’efecte del medi han estat fets precisament amb aquesta base, donat que el programa
MONSTERGAUSS en el que estd incorporat el metode de Tomasi, només permet
calculs ab initio amb bases que considerin tots els electrons de valéncia. La base 3-
21G és la que ens ha permes homogeneitzar els diferents apartats de la Tesi, i extreure

conclusions finals relatives al procés global de catalisi.

3.2.1 ESTUDI DE LA HIDRATACIO DEL CO, AILLAT

Abans d’iniciar 'estudi de la reaccié d’hidratacié del CO; en la CA, farem un
estudi previ de la reactivitat del CO; enfront de l'aigua i de com aquesta molécula
es veu activada per efecte de pertorbacions externes, com camps electrics uniformes.
L’interés de fer aquest estudi previ es deu a queé un dels efectes d’un catid, si el
considerem com una carrega positiva, és crear un camp electric no uniforme al seu

voltant. Aquest camp creat pel catié pot simular-se, com a primera aproximacié, per
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un camp eléctric uniforme. Aix6 ens permetra tenir una primera idea de quins sén
els efectes més importants a tenir en compte en la catalisi de la reaccié d’hidratacié

del CO, per cations metal.lics.

Dividirem aquesta seccié en dues subseccions. En una primera part, parlarem de la
molécula de CO; aillada, mentre que en la segona, estudiarem la reaccié d’hidratacié
del CO; per una tnica molecula d’aigua, catalitzada pel Zn*? i per camps electrics
uniformes. Aixd també ens donard una idea de fins a quin punt es pot simular un

catié metal.lic per un camp eléctric uniforme.

3.2.1.1 Influéencia de pertorbacions externes en la molecula de CO3

El CO; és una molécula molt estable que s’obté com a producte final de molts
processos d’oxidacié. Degut a la seva gran estabilitat és poc reactiva, el que unit a
la gran quantitat que se’n forma per les moltes reaccions en que és producte final,
fa que s’acumuli en ’atmosfera. Aquest augment de la seva concentracié en l'aire
és el maxim responsable de ’anomenat efecte hivernacle observat en aquests darrers
anys. La problematica que s’ha plantejat ha despertat darrerament un gran interés
en Vestudi de la seva activacié per complexos organometal.lics. Aquests, a través
d’interaccions de tipus electrostatic, actuen preparant el CO; per ésser atacat per
diferents agents quimics. En aquesta seccié volem estudiar I’efecte de camps eléctrics,

usats per simular els cations metal.lics, sobre la molecula de CO,.

Com ja hem mencionat en la secci6 2, el meétode de ’enllag de valéencia permet ob-
tenir funcions d’ona de les molécules com a combinacié lineal d’estructures ressonants.
Aquestes estructures permeten descripcions més quimiques de l’estructura molecular,

i de Pefecte que hi tenen pertorbacions externes. [260] Per aixd anem a utilitzar
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'aproximacié de ’enllag de valéncia per analitzar l'efecte de pertorbacions externes

sobre la funcié d’ona del CO,.

Utilitzant el programa BELLVB (exposat en ’apéndix A), hem generat totes les
possibles estructures ressonants covalents i monoidniques per al sistema 7 (4 electrons)
del CO,. Posteriorment, hem calculat la funcié d’ona del CO; al nivell STO-3G amb
Paproximacié dels orbitals moleculars, i I’hem projectada sobre un conjunt de funcions
VB segons el formalisme de Hiberty i Leforestier, comentat en la secci6 2.1.1.3.3. Aixo
ens ha permeés obtenir els pesos de les diferents estructures ressonants i estudiar la
seva variacié en preséncia de camps eléctrics. La Taula XVII recull els pesos de
Pestructura covalent i monoionica més importants per al CO, aillat i en preséncia de
camps eléctrics de diferent intensitat. En el cas que l'activacié sigui produida per un
metall, no és possible utilitzar el metode de projeccié d’una funcié MO a VB, degut
a la gran complexitat del sistema a estudiar. Per aixd aqui s’ha modelat el catié
metal.lic mitjangant camps eléctrics uniformes de diferent intensitat. En el calcul
dels pesos de les diferents estructures ressonants per al CO, hem considerat totes les
estructures ressonants covalents i monoidniques que s’originen a partir dels orbitals i
electrons de valéncia del CO,. En total en sén cent cinquanta, el que fa que els pesos
de les diferents estructures un cop s’han normalitzat siguin molt petits. Nosaltres ens
hem fixat en la variacié del pes de les estructures O = C—~0 |1 O=C*—-0~. Com era
previsible es produeix una disminucié del pes de ’estructura covalent i un augment
de la monoidnica, en incrementar-se la intensitat del camp aplicat. L’augment de la
contribucié d’aquesta darrera estructura afavoreix la reaccié d’hidratacié del CO,, al
deixar un C més positiu sobre el que podria atacar I’oxigen de l’aigua, i un oxigen més
negatiu sobre el que es podria transferir un proté provinent de ’aigua. En la Taula
XVII s’observa un augment del pes de l'estructura monoidnica quan s’introdueix un

camp eléctric, el que justificaria des d'un punt de vista de I’aproximacié VB la catalisi
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Taula XVII: Pesos de les estructures O = C — O | i O=C* — O~ obtinguts amb la base
STO-3G, per al CO; sota diferents pertorbacions.

P —— — — — —— — e
— — —— — —— — — =y

Pertorbacié pes O=C—-0| pes O=C* -0~

- 0.0397 0.0583
E.F. 0.01 au 0.0385 0.0594
E.F. 0.02 au 0.0379 0.0608
E.F. 0.03 au 0.0367 0.0618

E.F. 0.04 au 0.0363 0.0640
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d’aquesta reaccié en preséncia d’un camp eléctric.

3.2.1.2 Estudi de la reaccio CO3 + H20 — Ha2COg

Com ja hem apuntat en la secci6 1.3.4 de la introduccid, la reaccié d’hidratacié
del CO; ja ha estat estudiada per diferents autors. [155,159-162,397-399] S’ha trobat
que la reaccié d’hidratacié del CO; per OH™ en fase gas es déna sense barrera. Per
a la mateixa reaccié en solucié aquosa, si que es presenta una barrera considerable,
que és deguda a la desolvatacié de ’anié. La reaccié del CO; amb H,O presenta
una barrera elevada en fase gasosa, que disminueix en solucié aquosa. Per aixd hem
elegit aquesta reaccid, i no la del CO, i el OH™, per a l'estudi de la influéncia de
pertorbacions externes sobre la barrera d’activacié. En aquest sentit, un dels estudis
més interessants és el de Nguyen i Ha, [162] on es mesura l'efecte catalitic que té
una segona molécula d’aigua en la reacci6 CO; + H,0 — H,;COj;. Aquesta segona
molécula d’aigua actua com a catalitzador bifuncional, de tal forma que es passa per
un estat de transicié ciclic de sis membres que disminueix la barrera de 49.2 kcal/mol
a 15.5 kcal/mol. Molt recentment ha aparegut un article de Merz molt complet sobre
el tema [399] on s'estudia la reaccié CO; + nH;0, i on s’obté a un nivell de cilcul
més alt, resultats similars als de Nguyen i Ha. Amb anterioritat Jean i Volatron [161]
van estudiar la influéncia catalitica de cations positius, més concretament el NH{ en
la reaccié d’hidratacié del CO,. La catalisi d’aquesta reaccié pel grup NH} s’explica
pel fet que la interaccid entre el NH} i un oxigen del CO; fa el carboni més positiu i

per tant més facilment atacable per ’aigua.

A partir d’aquests estudis sembla clara la possibilitat que el dicatié Zn*? actui
catalitzant aquesta reaccié d’hidrolisi. Aixi, en aquest apartat volem estudiar la

reaccié entre el CO, i I'H,0 catalitzada pel dicatié Zn*? i per camps eléctrics de
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diferent intensitat, per tal de veure quin és I'efecte del metall i dels camps eléctrics
uniformes sobre aquesta reaccid. Estudis semblants s’han ja realitzat en altres reac-

cions en anteriors treballs duts a terme pel nostre grup. [400]

L’intermedi i 'estat de transicié per a la reaccié CO; + H;0 catalitzada per Zn*?
es troben representats en la figura 14. En la Taula XVIII es donen els valors de
Penergia d’estabilitzacié de l'intermedi, les barreres de reaccié per a la reaccié directa
i inversa, i distancia entre el C del CO; i 'oxigen de l'aigua en !'intermedi, per a
la reaccié CO, + H;0 — H,CO3 sota diferents pertorbacions. Quan s’ha col.locat
un camp eléctric (E.F.) les optimitzacions de geometria s’han fet tenint en compte
aquesta pertorbacié a 'hora de calcular els gradients. En aquest cas s’ha utilitzat el
programa GAUSSIAN 86 i I’'opcié FIELD per introduir el camp eléctric. La molécula
s’ha orientat respecte al camp eléctric de manera que I’energia global del sistema ha
estat minima, és a dir, en tots els casos hem deixat optimitzar totes les variables

geometriques del sistema.

En la Taula XVIII es pot observar que la barrera per a la reacci6 sense catalit-
zar és forga elevada (53.4 kcal/mol per a la reaccié directa). El valor obtingut és
molt semblant al de donat per Merz al nivell MP4/6-31**//6-31** (54.5 kcal/mol).
[399] Per a la mateixa reaccié en preséncia de camps eléctrics de diferent intensi-
tat o del Znt? s’observa una baixada de la barrera d’activacid, i per tant aquests
dos tipus de pertorbacions catalitzen la hidratacié del CO;. El Zn*? té un efecte
similar al d’'un camp eléctric d’intensitat superior a 0.04 au, tant per l'estabilitzacié
de l'intermedi, com per la disminucié de la barrera energética i de la distancia C-
O en l'intermedi. Ara bé, té un efecte diferent al d’'un camp eléctric si es mira la
columna de la diferéncia energetica entre 'estat de transicié i els productes. Aixi,
els camps eléctrics catalitzen també la reaccié inversa donat que desestabilitzen res-

pecte de l'estat de transicié, 1’acid carbonic que es forma. Per la seva part, el Zn*?
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INT TS

Figura 14: Geometries optimitzades de l'intermedi i estat de transicié de la reaccid
CO; + H20 — H,CO; catalitzada per Znt2.

només catalitza la reaccié directa, degut a la gran estabilitzacié dels productes per
la presencia del Zn*?. Concretament, ’energia d’interaccié del H;CO; amb el Zn*?
per formar el complex Zn"(H;COj3) és de 116.7 kcal/mol, mentre que la del CO; per
donar Zn'(CO;) és de només 71.6 kcal/mol. Aixd és aixi donat que en el cas del
catid, a més de l'efecte electrostatic, hi ha el d’enllag quimic del lligand. Aquest és

molt més fort per al lligand carbonat que per al CO,.

La distancia entre el carboni i ’oxigen de 1’aigua en l'intermedi es correlaciona
bé amb l’energia d’estabilitzacié de 'intermedi i la barrera de la reaccié. S’observa
la tendéncia que quant més petita és la distancia C-O en 'intermedi, més important
és la seva estabilitzacié i més petita és la barrera de la reaccié. L’estabilitzacié de
l'intermedi es produeix per interaccions de tipus electrostatic entre el CO; i I'aigua,

que sén més importants quant més carregat positivament estigui el C del CO;, el
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Taula XVIII: Energies d’estabilitzacié de l'intermedi (AEnT-R), barreres de reaccié per
a la reaccié directa (AEfﬁr), i inversa (AEitm), energia relativa del producte respecte als
reactius (AEp_g), distancia entre el C del CO2 i 1’0 de I’aigua en l'intermedi (d¢c-o0,NT),
i carrega sobre 1’atom de C en l'intermedi (qc,vt) amb la base pseudo, per a la reaccié
COj, 4+ Hy0 — H;CO3 sota diferents pertorbacions.

o— ——
—— ——

Pertorbacié AEwnt-r AEY, AEL, ABEp_a dc_omrt qcNT

- -5.7 53.4  48.6 -0.9 2.63 0.99

E.F. 0.01 au -7.3 56.2  48.3 0.6 2.47 1.02

E.F. 0.02 au -8.0 50.8 354 7.4 2.33 1.04

E.F. 0.03 au -9.3 456 21.9 14.4 2.03 1.06

E.F. 0.04 au -16.5 46.1 8.2 21.4 1.59 1.08

Znt? -32.3 434  62.8 -51.7 1.50 1.21
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que afavoreix l'atac nucleofilic de 1’aigua sobre el CO;. En la Taula XVIII es pot
veure com la carrega sobre el C en |'intermedi augmenta en augmentar la intensitat
del camp eléctric. Aquest augment de carrega positiva sobre el C és degut a la
redistribucié de la carrega en el CO; per efecte de la pertorbacié externa. Aquesta
redistribucié de carrega també es feia evident en els calculs previs amb la molecula
de CO; aillada mitjangant el métode VB, on s’observava un augment del pes de

l'estructura O=C* — O~ en augmentar la intensitat del camp eleéctric.

Com a conclusié principal d’aquest estudi inicial és que la redistribucié de carrega
en el CO, provocada per la preséncia d’un catié metal.lic, activa la molécula de CO,

preparant-la per a un posterior atac nucleofilic.

3.2.2 ESTUDI DE LA REACCIO D’HIDRATACIO DEL
CO; EN L’ANHIDRASA CARBONICA

La controversia més important sobre aquesta reaccié és si hi ha una transferéncia
protonica entre dos O en el procés, o es tracta d’un canvi de l'oxigen coordinat al
metall. A partir dels resultats experimentals s’han proposat dos mecanismes forga

diferents, que hem anomenat en la introduccié mecanisme de Lipscomb i mecanisme

de Lindskog.

l*’;o/*l“ 0 ¥
C\ C
| \ /
o TN\ o 1\

His His

Mecanisme Mecanisme
de Lipscomb de Lindskog
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Els estudis tedrics sén de gran interés per discutir aquests tipus de problemes de
mecanisme. No obstant aixd, els tres treballs tedrics apareguts fins ara no han resolt

la problematica.

La hidratacié del CO, en la CA ha estat estudiada tedricament per diferents au-
tors. [80,118,145,147,156,157,163,165,166,168,173] Els tres estudis teorics més com-
plets, han estat duts a terme per Merz, Hoffmann, i Dewar, [157] per Liang i Lipscomb,
[80,118,156) i per Jacob, Cardenas, i Tapia. [173] En el primer estudi, s’utilitza el
meétode AM1 per realitzar una analisi exhaustiu dels passos 1, 2, 3, 1 5 de la figura
2. Alguns punts del mecanisme no s’han aclarit del tot degut a les limitacions del
métode AM1. En particular, els autors van ésser incapagos de determinar 'estat de
transicié que correspon al mecanisme de Lipscomb que implica un atac nucleofilic de
'oxigen del complex EZn'(OH™) a 1’atom de carboni del CO,, juntament amb una
transferercia intramolecular, encara que si que van poder trobar ’estat de transicio
correspc .t al me nisme de Lindskog en el que es produeix un canvi d’oxigen co-
ordinat al metall. Per altre costat, el de Lipscomb ha estat estudiat a fons per Liang
1 Lipscomb en el segon dels treballs mencionats. Aquests autors utilitzen el métode
PRDDO, que simula eficientment els resultats de la base STO-3G. A pesar de les
importants contribucions fetes per aquest grup, la validesa dels cilculs a aquest nivell
és questionable. Per acabar, Jacob, Cardenas, i Tapia obtenen que 'estat de transicié
per al mecanisme de Lindskog és aproximadament 50 kcal/mol més estable a nivell
SCF que el corresponent al mecanisme de Lipscomb, i per tant, proposen que en la
interconversié entre el CO, i el HCO3 no s’hi produeix cap transferéncia protonica
intramolecular. Finalment, assenyalen la gran importancia que creuen que han de
tenir els efectes de solvatacid, si bé no presenten cap resultat en el cas del sistema
(NH3)3Zn"(OH~)(CO,). Nosaltres volem realitzar aqui un estudi comparatiu dels

mecanismes de Lipscomb i de Lindskog, incorporant per primer cop els efectes del
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medi, 1 aixi aclarir quin és el més probable que es doni en la CA. Pretenem veure si
els dos mecanismes proposats sén possibles. A nivell teoric, aixd significa buscar els

estats de transicid per als dos mecanismes i comparar les seves barreres.

Desdoblarem els resultats obtinguts en dos apartats, que correspondran a cadascun

dels dos mecanismes estudiats.
3.2.2.1 Mecanisme de Lipscomb

Volem estudiar en aquesta seccié el mecanisme de Lipscomb que suposa ’existéncia
d’una transferéncia protonica intramolecular en la formacié de 'espécie EZn*(HCO3 ).

[118,401]

Dividirem aquest treball en tres parts. En la primera d’elles, estudiarem aquest
mecanisme quan el centre actiu activat es modela amb [’espécie tetracoordinada
(NH3)3Zn"(OH~). En la segona, incorporarem una molécula d’aigua addicional a
la descripcié del centre actiu. Com hem comentat en la introduccid, en el centre
actiu de 'enzim hi sén presents varies molécules d’aigua (veure figura 1), que podrien
tenir una participacié important en el mecanisme. Per acabar, en la darrera part,
mostrarem quin és [’efecte en el perfil energétic de considerar, amb un model continu,

els efectes electrostatics del conjunt de residus de I’enzim.
3.2.2.1.1 Modelacié del centre actiu de I’enzim amb (NHj3)3Zn!'(OH")

Hem vist en la seccié 3.1 la validesa del model (NH3)3Zn"(H;0) per estudiar la
transferéncia protdnica que déna lloc a 'especie (NH;)3Zn''(OH™). Un cop formada,

el proper pas del mecanisme de catalisi és la interaccié inicial d’aquesta espécie amb
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el CO,. Aquesta interaccid sera estudiada en un proper apartat d’aquesta seccié. En
el seglient apartat, presentarem els resultats que tenim per a la formacié de ’especie
(NH3)3Zn™(HCO3). Aquests dos primers apartats s’han dut a terme utilitzant la
base pseudo. En un darrer apartat, mostrarem quines sén les geometries i energies
3-21G per a les especies que intervenen en aquest procés, aixi com quin és |'efecte
d’incloure, amb aquesta base, ’energia de correlacié amb el meétode MP2. Com ja hem
dit la reoptimitzacié a nivell 3-21G ens permet homogeneitzar els resultats i introduir
I’efecte de 'entorn. Pel que fa al model geométric, s’han dut a terme optimitzacions
completes de geometria, amb linica restriccié de mantenir fixa ’estructura interna
dels grups NHj (distancies N-H: 1.05 A, angles NHN:109.4°). Els estats de transicié

han estat caracteritzats amb la seva matriu de derivades segones.

3.2.2.1.1.1 Enllag del CO3 al centre actiu

La interaccié inicial entre el CO, i 'enzim no estd ben aclarida. [79,133] No
es coneix si es forma l'intermedi, i en el cas que existeixi, no es sap si el nimero
de coordinacié del Znt? s’expandeix a cinc, o si es manté la geometria tetragdrica.
[79,97,99] Els resultats obtinguts amb el métode PRDDO, (80,118,156} amb I’AM1,
[157] amb un meétode ab initio sense gradients, [163,165] i amb un meétode ab initio
amb gradients (encara que amb quatre restriccions geomeétriques importants {173])
arriben a conclusions diferents, de manera que qualsevol contribucié a la resolucié del

problema és benvinguda.

La figura 15 ens mostra la geometria del minim obtingut per optimitzacié de
Iintermedi inicial (NH3)3Zn(OH~) - CO,. Els valors dels parimetres geomatrics es
donen en la Taula XIX. Dels valors de la Taula es pot veure que els canvis geometrics

que sofreixen els reactius inicials (NH3)3Zn™(OH~) i CO; sén molt petits. Els canvis
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més remarcables sén la pérdua de la simetria Do), per part del CO,, i la disminucié de
’angle ZnO; H; que inicialment era de 180°. De fet, ’energia de deformacié necessiria
per modificar la geometria inicial dels reactius CO; i del (NH3)3Zn(OH™) és només
de 1.5 1 1.3 kcal/mol, respectivament. En ’intermedi la distancia entre el Zn i I’O;
és de 2.75 A. Jacob et al. en el seu treball [173] donen un valor de 2.3 A per a la
mateixa distancia. Per conéixer si s’ha format un enllag quimic entre el Zn 11’03 en
Uintermedi, s’ha dibuixat el mapa de densitat electronica de la figura 16. D’aquest
mapa s’observa que no hi ha cap punt critic de la densitat electronica, que seria
indicatiu d’enllag, [402] entre el Zn i 1’O;. Per contra, si que es veu la formacié d’un
punt critic d’enllag entre I’dAtom de C i O4, encara que el petit valor de la densitat
electronica en aquest punt indica un enllag C-O; molt feble. Aquest punt ve reforgat
pel treball experimental de Riepe i Wang, (93] que varen observar un canvi de només
2.5 cm™! en la freqiiencia que correspon a la tensié asimetrica del CO,, entre aquest
CO; lliure i CO; en preseéncia de 'anhidrasa carbonica. Aquest fet els va portar a
concloure que el CO; no s’uneix directament al zinc. El treball de Lindskog [403]
amb el que determina l'existéncia d’un intercanvi molt rapid de CO; en el centre
actiu també suggereix un enllag del CO, amb el centre actiu de la CA molt feble.
Altres estudis experimentals [77] basats en mesures de Raigs-X donen valors per a la

distancia Zn-Oj; similars als que hem presentat aqui.

Si bé no hem observat la formacié directa d’un enllag quimic entre el Zn i 1’0,
des d’un punt de vista geomeétric el CO; ha d’ésser considerat com un cinque lligand
distant, en una geometria que recordaria forga la d’una piramide de base quadrada,
i en bon acord amb els resultats obtinguts per Lipscomb, [118] Pullman, [163,165] i
Jacob. [173] En contrast, el métode AM1 déna un intermedi amb una distancia Zn-O;
massa llarga (4.5 A). A pesar de les similituds entre les distancies Zn-O; determinades
per Lipscomb i per nosaltres amb dos metodes diferents, hi ha una gran diferéncia

en la distancia C-O, de l'intermedi PRDDO i del que hem optimitzat en aquest
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Figura 15: Geometria optimitzada de l'intermedi resultant de la interaccid inicial entre el
(NH3)3ZHH(OH_) i el CO,, obtinguda amb la base pseudo.
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Figura 16: Mapa de densitat electronica de l'intermedi en el pla format pel grup hidroxil i

el CO;. e indica un punt critic d’enllag.
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Taula XIX: Parametres geomeétrics més importants dels diferents punts estacionaris en el
procés d’hidratacié del CO., segons el mecanisme de Lipscomb. INT, TS, cis-, i trans- sén
abreviacions d’intermedi, estat de transicid, producte cis-, i producte trans-, respectivament.
Resultats obtinguts mitjancant la base pseudo.

(NH3)3Za™(OH-) CO; INT TS  cis- trans-

dza-n 2.219 - 2219 2193 2.198 2.194
dza-o, 1.830 - 1.883 1.961 1.947 1.933
do, -H, 0.938 - 0.945 1224 2.309 3.041
do, -c . - 2405 1.446 1.311 1.292
do,-c ) 1.158 1.148 1.277 1.332 1.333
do,-c - 1.158 1.175 1.207 1.220 1.232
doy-2a . - 2748 3.107 2.994 3.089
do,-H, ; - 3.090 1.334 0.953 0.954
0,C0, - ; 81.9 989 1152 114.2
Zn0;C ; . 98.9 119.2 118.7 123.0
ZnO; H, 179.4 - 1412 165.6 182.5 200.6
ZnO,N 114.8 116.1 110.3 111.8 110.3

0,C0; ; 180.0 171.9 139.6 121.5 122.0
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treball. Lipscomb déna una distancia C-O; de 1.50 A, davant els 2.41 A del nostre
intermedi. Del valor d’aquesta distancia Lipscomb ha inferit que I'atac nucleofilic del
(NH3)3Zn'(OH™) al CO; ja ha tingut lloc en l'intermedi inicial, mentre que del nostre
estudi es pot concluir que en aquest punt encara no s’ha produit I’atac nucleofilic. A
aquesta mateixa conclusié arriben Jacob et al. en el seu treball, [173] (probablement
per manca d’una analisi de la carrega transferida) malgrat que la distancia C-O; que

obtenen en el seus calculs per a aquest intermedi és de 1.46 A.

L'energia d’interaccié del CO; amb el complex (NH;3);Zn'(OH™) és de -12.9
kcal/mol. Pullman et al.,, [163] utilitzant un métode electrostatic simplificat varen
presentar un valor de -8.6 kcal/mol per a aquesta interaccid, el qual és molt similar
al nostre. Aquesta semblanga no és del tot sorprenent donat que en aquesta etapa
inicial de la interaccié del CO; a ’enzim, la part més gran de l'energia d’estabilitzacié
ve donada per les interaccions de tipus electrostatic. De fet, la carrega transferida del
(NH3)3Zn'(OH~) al CO, és de només 0.01 electrons, la qual cosa indica que l'atac
nucleofilic de 1’0, del (NH3)3Zn(OH~) al C practicament no s’ha iniciat. Jacob

et al., [173] per la seva banda han trobat -35.1 kcal/mol per a la mateixa interaccié.

El fet més relevant en aquest primer estadi de la interaccié que porta a la formacié
de l'intermedi és la redistribucié de carrega en el fragment CO,, tal com hem vist en
I’anterior seccid, si bé ara induida pel complex (NH3)3Zn(OH-). La redistribucié
es pot veure dels valors de les carregues en els atoms més importants recollits en la
Taula XX. Degut a la preséncia de ’espécie (NH;)3Zn'(OH-), els atoms de C i O,
del CO, experimenten canvis importants en el valor de les seves carregues. D’aquesta
manera ’enllag C-Oj3 es polaritza. L’atom O3 augmenta la seva carrega negativa en
0.15 electrons. Quan es calcula el CO; aillat i distorsionat a la geometria que té en
'intermedi s’obté un increment en la carrega de ’atom d’O3 de només 0.02 electrons.

Aix0 ens permet concluir que el gran canvi de carrega és degut exclusivament a ’efecte
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Taula XX: Carregues (unitats atomiques) sobre els atoms dels diferents punts estacionaris
del procés d’hidratacié del CO; segons el mecanisme de Lipscomb, calculades amb la base
pseudo. La numeracié dels toms és la mateixa que la de la figura 15.

e em——
— — - —— — — —

QZn q0, qH, qc q0, q0, aN

(NH3)3Za™(OH") 1.452 -1.069 0.408 - . .
CO; . - - 0963 -0.482 -0.482 -
(NH3)3Zn(OH-)- CO,; 1.472 -1.063 0.405 1.064 -0.445 -0.630 -0.763
(NH3)3Zo(HCO3) TS 1.524 -1.038 0.561 1.099 -0.739 -0.671 -0.770
cis-(NH3)3Zn(HCO;) 1.510 -0.939 0.445 1.110 -0.703 -0.672 -0.768
trans-(NH;3)3Zn"(HCO3) 1.512 -0.909 0.448 1.101 -0.702 -0.699 -0.768

-0.759

—— e ————— —— v —

de la polaritzacié del CO; pel fragment (NH;)3Zn™(OH™). L’augment de la carrega
negativa en 1’03 ens permet explicar la important interaccié electrostitica entre el Zn
11’03. A més, 'augment de la carrega positiva en I’atom de C afavoreix el posterior

atac nucleofilic de I'atom d’oxigen del fragment (NHj)3Zn"(OH") sobre aquest atom
de C.

3.2.2.1.1.2 Formacié de Pespécie EZn!l(HCOj3)

, . . 1 . . . .
Tal com s’ha dit en la introduccié d aquesta memoria, el mecanisme de Lipscomb

implica dos processos diferents; un atac nucleofilic i una transferéncia protonica. Com

Ja hem comentat, en el mecanisme proposat per Lipscomb aquests dos processos

es troben separats. Tanmateix, hem vist que en I'intermed; que hem presentat en

la seccié anterior i il ic, ni
» encara no ha tingut lloc ni I’atac nucleofilic, ni la transferencia
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protonica. En aquesta seccié volem aclarir el grau de sincronia d’aquests dos proces-

S0s8.

En la figura 17 s’ha dibuixat l’estat de transicié que correspon al mecanisme de

Lipscomb per a la reaccié:
EZn'(OH™) - CO, = EZa'l(HCO3) (83)

En la Taula XIX es donen els valors dels parametres geometrics per a aquest estat
de transicié. Els quatre atoms que es troben més implicats en el procés (O,, H;, O3,
i C) formen un anell de quatre membres. Les distancies sén similars a les donades
per Liang i Lipscomb usant el metode PRDDO. [118] Les diferéncies més remarcables
apareixen en les distancies O;-H; 1 O;-H;, que mostren que la transferéncia protonica
es troba més avangada del que prediu el métode PRDDO. La distancia C-O, indica
que 'atac nucleofilic es troba també un xic més avangat. La distancia entreel Znil’O;
augmenta en l'estat de transicid, i per tant la coordinacié continua essent tetraédrica
en aquest punt estacionari. Aix6 també es pot veure a partir de la densitat electronica
de l'estat de transicié dibuixada en la figura 18, a on s’hi observa que no apareix cap
punt critic d’enllag entre el Zn i1’O3. Un altre fet remarcable en el mapa és la preséncia
d’un punt critic d’anell, el qual mostra la formacié d’un anell entre els atoms H,, O,,
O3, 1 C. En l'intermedi la densitat electronica en el punt critic d’enllag entre el Zn i
I’0O; té un valor de 0.09 unitats atdmiques, mentre que en l’estat de transicid té un
valor de 0.07. Aixo ens indica que l’enllag Zn-O, és més feble en ’estat de transicié
que en l'intermedi. L’energia relativa de l'estat de transicié respecte als reactius és
de 37.7 kcal/mol.

Les barreres energétiques per a la reaccié d’hidratacié directa i inversa sén 50.6
i 57.0 kcal/mol, respectivament. La barrera de la reaccié inversa és molt similar al
valor obtingut per Liang i Lipscomb, [118] que és de 56.6 kcal/mol. Per a la reaccié

directa, en canvi, les barreres sén considerablement diferents (37.5 .vs. 50.6 kcal/mol).
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Figura 17: Geometria optimitzada de ’estat de transicié de la reaccié d’hidratacié del CO,
en la CA segons el mecanisme de Lipscomb, obtinguda amb la base pseudo.
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Figura 18: Mapa de densitat electronica de I’estat de transici segons el mecanisme de
Lipscomb en el pla format pel grup hidroxil i el CO;. e indica un punt critic d’enllag. x
indica un punt critic d’anell.
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Aquest resultat es pot entendre a partir de les diferéncies en la geometria trobades
per als dos intermedis. Com ja hem explicat en la seccié anterior, 'intermedi PRDDO
es troba més aviat al llarg de la coordenada de reaccid, i per tant la barrera de la
reaccié directa disminueix, d’acord amb el principi de Hammond. La conclusié més
remarcable d’aquests valors obtinguts de barreres és que el procés no és cataliticament

viable, amb aquest mecanisme.

Per tenir una idea més a.profuﬁdida del mecanisme de reaccid, les principals com-
ponents del vector de transicié (en coordenades internes) es troben representades en la
figura 19. Es pot veure que ’atac nucleofilic i la transferéncia protdnica sén processos
concertats. Les components més importants del vector de transicié corresponen a la
transferéncia protonica, encara que l’atac nucleofilic presenta un valor gens menyspre-
able. Els ordres d’enllag de Pauling indiquen que en 'estat de transicié l'enllag C-O,
es troba un 64% format, ’0;-H; un 61% trencat, i 1'O;-H; un 28% format. Donat que
I’enllag O;-H; es troba bastant trencat i 'O;-H; tot just ha comencat a formar-se, la
transferéncia protonica de I’'H; de 1’0, a 1’0, suposari la contribucié més gran a la

barrera energetica.

Arribats a aquest punt, podriem discutir si I’atac nucleofilic presenta barrera o
pel contrari es déna sense barrera. Com ja hem assenyalat la reaccié entre el CO; i
’OH~ no presenta barrera en fase gas. [159] Per contra; en solucid es troba un barrera
de 13.2 kcal/mol, [404] la qual cosa ha estat comprovada tedricament per diferents
grups. [405,406] Aquesta barrera s’origina degut a qué la transfex;éncia de carrega
de 'OH~ al CO; va acompanyada per una important desolvatacié de I'anié hidroxil.
Podem considerar que el grup (NH3)3Zn™ juga un paper similar al de les molécules de
solvent. Com ja hem dit abans, en |’estat de transicié la distancia Zn-O, augmenta, de
manera similar a com les molécules de solvent es separen del substracte en un procés

de desolvatacié. La questid de si aquest efecte és prou important per originar una
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Figura 19: Principals components, en coordenades internes, del vector de transicié de la
reaccié d’hidratacié del CO; en la CA, obtingudes amb la base pseudo.
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barrera de reaccié per si mateix, no es pot deduir dels nostres resultats, degut a qué la
transferéncia protonica i ’atac nuleofilic sén processos concertats. En qualsevol cas,
en 'estat de transicié aquests dos processos no es troben igual d’avangats. Mentre que
I’atac nucleofilic quasi ha acabat en 1’estat de transicid, la transferéncia protdnica es
troba només a mig cami. Per acabar, cal assenyalar que 1’atac nucleofilic incrementa

la carrega en 1’0, (veure Taula XX), i facilita aixi la transferéncia protonica.

El producte final de la reaccié d’hidratacié del CO; 2n la CA es mostra en la rigura
20. Aquest producte és 6.4 kcal/mol més estable que l'intermedi inicial. En aquesta
estructura que hem anomenat -cis I'H; es troba més proper a 1’0, que a I’O;. S’ha
determinat un altre isdmer que hem anomenat trans-, en el que I’H; estd més proxim
a I’0O; que a I’0Oy, 1 que és més estable que el -cis en 2.1 kcal/mol. En qualsevol cas,
donades les petites diferéncies geometriques i d’energia que existeixen entre les dues

estructures, és d’esperar que s’interconverteixin rapidament.

3.2.2.1.1.3 Resultats 3-21G

Els resultats que hem discutit fins ara de la hidratacié del CO; en la CA han estat
calculats amb la base que hem anomenat pseudo. Presentarem ara els obtinguts amb
la base 3-21G que és la que ddéna una descripcid unificada del conjunt del treball. La
comparacié amb els anteriors servira per establir la seva validesa. A meés, treballar
amb la base 3-21G ens ha permeés una important millora dels nostres resultats: la
consideracié dels efectes del medi mitjangant un model continu. Els resultats 3-21G
que presentem han estat obtinguts amb la reoptimitzacié de les diferents especies que
intervenen en la reaccié d’hidratacié. Les geometries optimitzades amb la base 3-21G
es presenten en la Taula XXI.

Les diferencies més notables entre els valors geometrics de la Taula XXI i de la
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Figura 20: Geometria optimitzada del producte de la reaccié d’hidratacié del CO; en la
CA, obtinguda amb la base pseudo.
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Taula XXI: Parametres geometrics més importants (en Ai graus) dels diferents punts
estacionaris en el procés d’hidratacié del CO;, segons el mecanisme de Lipscomb, calculats
amb la base 3-21G.

e st —

(NH3)3ZHII(OH—) CO, INT TS trans-

dza-n 2.056 - 2.047 2.037 2.036
dza—o0, 1.751 - 1.892 1.853 1.838
do, -, 0.949 - 0.964 1.208 3.048
do, -c . - 1594 1.465 1.297
do,-¢ ; 1.156 1.185 1.276 1.342
dos-c - 1.156 1.236 1.202 1.225
dos-za - - 2376 3.074 3.054
do,-H, ; - 2439 1.326 0.967
0:C0, - - 113.3 983 113.6
Zn0,C ; - 1024 1200 123.8
ZnO;H, 179.4 - 145.2 165.7 213.2
ZnO;N 113.3 - 112.8 1106 110.2

0,C0; - 180.0 143.2 140.3 122.1
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XIX corresponen a la distincia Zn-N, que és gairebé 0.2 A més petita per a totes
les especies estudiades amb la base 3-21G, i a la geometria de 'intermedi, que és
considerablement diferent. Aixi, la base 3-21G ens déna un intermedi en el que
'atac nucleofilic es troba molt més avangat (do,-¢c=1.59 enfront de 2.41 A amb la
base pseudo). Aquest valor per a la distancia do,-c és molt similar al obtingut
per Lipscomb amb el métode PRDDO (1.50 A) [118] i Jacob et al. a nivell ab initio
[173] que han donat un valor de 1.46 A per a aquesta mateixa distancia. Que l'atac
nucleofilic es troba molt avangat en aquest intermedi 3-21G també es pot veure dels
valors de les carregues en el fragment CO;. Concretament, el C té una cirrega de
1.133 electrons i la transferéncia de carrega del (NH3)aZn'(OH~) al CO; ha estat
forca important, de 0.345 electrons. De fet, es podria afirmar que aquesta espécie es
tracta d’un bicarbonat coordinat per l'oxigen que es troba enllagat al proté. Aquest
fet ens indica que ’atac nucleofilic es fa sense barrera energética, o que, en tot cas,
aquesta és molt petita. Pel que fa a la distancia Zn-O3 hem de comentar que també
és més curta a nivell 3-21G (dzn-0,=2.38 A) que amb la base pseudo (dzn-0,=2.75
A), encara que el mapa de densitat electronica a nivell 3-21G és molt similar al de.
la figura 16 i no s’observa la formacié d’un enllag covalent entre el Zn i I’O3. Per
la seva part, la geometria de reactius, estat de transicié i producte trans-, és molt
similar a tots dos nivells. En conjunt, pot dir-se que les geometries obtingudes amb
les dues bases sén bastant comparables. En especial, la concordanga és molt bona
per a ’estat de transicid, punt clau del mecanisme. Amb les dues bases hem trobat

un estat de transicié que correspon al mecanisme de Lipscomb.

Les energies relatives de les diferents especies, a nivell 3-21G, es troben a la Taula
XXII. Es pot veure com, respecte al que teniem amb la base pseudo, 'intermedi inicial
i, sobre tot, el producte, es troben més estabilitzats (-20.3 kcal/mol enfront de -12.9

kcal/mol i -31.6 kcal/mol enfront de -19.3 kcal/mol). L'estat de transicié esti ara
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Taula XXII: Energies relatives (en kcal/mol) per a les diferents espécies que intervenen en
el procés d’hidratacié del CO;, segons el mecanisme de Lipscomb, i barreres per a la reaccié
directa i inversa, computades amb la base 3-21G, a nivell SCF i a nivell MP2.

SCF MP2

(NH;);Za"{(OH") + CO, 0. o

(NH;)3Zol(OH-) - CO, INT -20.3 -12.4

(NH;);Zo'(OH-) - CO, TS 223 24.0

(NH;)sznn(HCO;) -31.6 -15.1
Barrera reaccié directa 42,6 36.4
Barrera reaccid inversa 53.9 39.1

més baix respecte dels reactius que abans (22.3 enfront de 37.7 kcal/mol). Aquests
valors porten a barreres de reaccié comparables amb els dos meétodes, tot i que sén
una mica més petites a nivell 3-21G (42.6 i 53.9 kcal/mol per les reaccions directa i

inversa, enfront de 50.6 i 57.4 kcal/mol amb la base pseudo).

Per veure si és important 'efecte de la correlacié electronica en les barreres de
reaccid, hem introduit energia de correlacid, a nivell MP2, a les estructures optimit-

zades 3-21G. Les energies relatives MP2 es presenten també a la Taula XXII.
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Pot veure’s a la Taula com l’efecte d’incloure energia de correlacié és desesta-
bilitzar, respecte dels reactius, l'intermedi inicial, i sobre tot el producte, i deixar
, practicament inalterat 1’estat de transicié. Aquests resultats fan disminuir les bar-
reres de reaccié a 36.4 kcal/mol per a la reaccié directa, i 39.1 kcal/mol per a la
inversa. Tot i la disminucié en 6.2 kcal/mol de la barrera, es desprén d’aquests resul-
tats que el mecanisme de Lipscomb, tal i com s’ha plantejat fins ara, no és viable en
el cicle catalitic. Experimentalment s’ha determinat que la barrera per aquesta etapa

no pot superar les 10 kcal/mol. [157]

3.2.2.1.2 Incorporacié d’una molécula d’aigua addicional a la descripcid

del centre actiu

El mecanisme que hem estudiat presenta una barrera superior a la determinada
per Merz et al., [157] Liang i Lipscomb, [118] i Jacob et al. [173] per al mecanisme
de Lindskog. Sembla, doncs, que el mecanisme de Lindskog o d’esfera interna sense
transferéncia protonica sigui el més probable. Arribats a aquest punt, cal recordar que
en el centre actiu de I’enzim es troben un conjunt de molécules d’aigua no directament
unides al metall (veure figura 1). La barrera del procés que hem estudiat fins ara es
deu, en gran mesura, a la transferéncia protonica entre els dos oxigens. Es sap que les
transferéncies protoniques com l'estudiada aqui es veuen facilitades per la presencia
de molécules d’aigua que en el procés actuen com a catalitzadors bifuncionals, és a
dir, acceptant un proté per un costat, i alliberant-ne un per 'altre. A la vegada,
I’entrada d’aquestes molécules d’aigua redueixen la tensié de l’anell [118,162,407,408]
per formacié d’un cicle menys tensionat en I’estat de transici6. Es d’esperar que ’estat
de transicié que tenim, amb un anell de quatre membres, s’estabilitzi molt si sén sis

o més membres els que intervenen en la seva formacié. Al respecte, cal assenyalar
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que calculs previs de Lipscomb [80,118,156] usant el métode PRDDO han mostrat
que la barrera de 35.6 kcal/mol per a la transferéncia protonica intramolecular en
el HCO; aillat es redueix a 3.5 kcal/mol quan intervé una molecula d’aigua en el
procés de transferéncia, i a 1.4 kcal/mol si sén dues les molécules que intervenen en
el procés. Es per aixd, que els efectes de solvatacié es preveuen molt importants en el
mecanisme de Lipscomb. {118,173] Aixo ens fa pensar que el mecanisme de Lipscomb
o d’esfera externa podria ésser el més indicat per a la interconversié del CO,; a HCO3
en la CA, si s’inclou una molécula d’aigua addicional prenent part en la transferéncia

protonica.

Per tal de comprovar aquesta hipotesi hem afegit una molécula d’aigua a la
descripcid del centre actiu. Hem separat aquesta seccié en dues parts que corres-

ponen a l’enllag del CO; al centre actiu de l’enzim, i a la formacié de l’especie

(NH3)32a'(HCO;3) - H,0.

3.2.2.1.2.1 Enllag del CO3 al centre actiu

La figura 21 ens mostra la geometria de l'intermedi quan s’ha introduit una

molécula d’aigua addicional al centre actiu.

Aquesta molécula d’aigua forma dos enllagos d’hidrogen, un per interaccié d’un
dels hidrogens amb 1'atom d’oxigen O, del CO,, i ’altre per interaccié de 1’04 de
Paigua amb I’H unit a I’O;. Aquest segon és I’enllag més fort, tal com es desprén dels
valors de les distancies O;-H i O4-H, aixi com dels ordres d’enllag de Mayer [409] per
a aquests enllagos, que sén de 0.081 i 0.176, respectivament. Cal assenyalar que els

ordres d’enllag de Mayer entre dos atoms A i B en sistemes a capa tancada venen
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Figura 21: Geometria optimitzada de l'intermedi inicial de la reaccié d’hidratacié del CO,
en la CA, obtinguda amb la base 3-21G, per al model de centre actiu que incorpora una
molecula d’aigua addicional.
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donats per:

Bag = D D (PS)u(PS)u (84)

peAveB

on P i S sén les matrius densitat i de solapament, respectivament, i u 1 v sén orbitals

atomics.

Respecte al fragment de CO; hem de comentar dues coses. La primera és que
aquesta molécula estd ara molt més deformada que en abséncia d’aigua. La segona
estd molt connectada amb la primera, i és que ara l'atac nucleofilic es troba més
avangat. La distancia C-O; ha passat de 1.594 a 1.480 A quan s’ha afegit la molécula
d’aigua, i el seu ordre d’enllag és ara 0.610, el que indica un enllag quasi format.
La transferéncia electronica cap al CO, ha estat de 0.350 electrons en aquest estadi
inicial de la interaccié. Tot aixod ens demostra que en preséncia d’una molécula d’aigua
addicional, I'atac nucleofilic del (NH;3)3Zn™(OH~)-H;0 al CO; es troba forga avangat,
molt més del que s’observava en abséncia d’aigua. L’efecte d’aquesta molécula d’aigua
ha estat augmentar la carrega positiva sobre el C i la negativa sobre 1’0, a través
de la formacié dels dos enllagos d’hidrogen. Aixo ha facilitat molt l'atac nucleofilic
inicial. Per la seva part, la distancia Zn-Oj continua essent semblant, el que ens porta

a concloure que el CO; no s’uneix directament al Zn+?.

L’energia d’interaccié de l'aigua amb el complex (NH3)3Zn"(OH™) - CO, és de

27.6 kcal/mol, que correspon basicament a la formacié dels dos enllagos d’hidrogen.

3.2.2.1.2.2 Formacié de ’espécie EZn!!(HCOj)

Com ja hem comentat, ara l'atac nucleofilic es troba quasi acabat en I'intermedi
inicial, de manera que és d’esperar que l’estat de transicié que porta a la formacié de

'especie (NH;)3Zn'(HCO3) - H30 tingui, com a component principal del vector de



3.2. ESTUDI DE LA REACCIO D’HIDRATACIO DEL CO, 225

transicid, la que correspon a la transferéncia protonica.

En la figura 22 es troba representat I’estat de transicié per a la reaccié de formacié
del bicarbonat. Es bonic observar com ara s’ha format l’esperat anell de sis mem-
bres (04, C, Oz, H, O4, H) que estabilitza notablement el producte. En passar de
I'intermedi a l’estat de transicid, la distancia C-O, ha canviat només de 1.486 a 1.437
A, de manera semblant al que passava sense la molécula d’aigua, en que el canvi era
de 1.594 a 1.465 A. La component del vector de transicié (dibuixat en la figura 23)
que correspon a aquesta distancia s’ha fet més petita i ha passat a ésser ara de -0.18.
Aixd ens mostra un cop més que en aquest estat de transicid practicament ja no hi
ha atac nucleofilic. De fet es pot veure que les components més importants sén les
relacionades amb la transferéncia protonica. Basicament, aquest vector de transicié
ens mostra que en l’estat de transicid, el moviment més important és el dels dos H
que es transfereixen simultaniament. La molécula d’aigua no és un espectador de la
reaccid, sindé que intervé activament en el procés. Aquest fet ja havia estat observat
per altres autors en diferents reaccions en les que el solvent és part activa de la coor-
denada de reaccié. [162,394,407,408,410,411] Finalment, es pot veure que la distancia

Zn-03 s’ha fet més gran en passar de l'intermedi a 1’estat de transicié.

Es interessant observar com les distancies O-H sén forga similars, el que déna lloc
a la formacié d’un anell de sis membres bastant regular. Encara que hi ha quatre
enllacos O-H mig formats i mig trencats, la barrera energetica referida a 'intermedi és
només de 19.0 kcal/mol. Es a dir, la introduccié d’una molécula d’aigua en el centre
actiu suposa una disminucié de 21.6 kcal/mol de la barrera energética per al meca-
nisme de Lipscomb. La introduccié de més molécules d’aigua afectaria poc el valor
de la barrera segons s’espera del resultat obtingut per Lipscomb et al., [80,118,156]
el qual ha demostrat que la barrera per la transferéncia protonica intramolecular en

el HCO3 només varia de 3.5 a 1.4 kcal/mol quan intervenen dues molécules d’aigua
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Figura 22: Geometria optimitzada de 1’estat de transicié de la reaccié d’hidratacié del CO;
en la CA, obtinguda amb la base 3-21G, segons el mecanisme de Lipscomb amb el model
de centre actiu que incorpora una molécula d’aigua addicional.
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Figura 23: Vector de transici6 en coordenades internes de l’estat de transicio de la reaccié
d’hidratacié del CO; en la CA, obtingut amb la base 3-21G, segons el mecanisme de Lip-
scomb amb el model de centre actiu que incorpora una molécula d’aigua addicional.
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enlloc d’una. La barrera energética de 19.0 kcal/mol correspon practicament tota a la
transferencia protonica, donat que com hem mostrat 1'atac nucleofilic ja s’ha produit
en I'intermedi. La consideracié d’una molecula d’aigua addicional en el mecanisme de
Lipscomb provoca una notable disminuci6 de la barrera. Aixo és degut a dos efectes:
per una banda, la molécula d’aigua fa que ’atac nucleofilic estigui quasi totalment fet
ja a l'intermedi, i per I’altra redueix molt la tensié de ’anell que es forma en ’estat

de transicié.

El producte final de la reaccié d’hidratacié del CO; s’ha dibuixat en la figura 24.
Aquest producte és 6.4 kcal/mol més estable que 'intermedi inicial. En aquest, I’aigua
també hi forma dos enllagos d’hidrogen de diferent intensitat. L’estructura inicial
(NH3)3Zn(HCOj3 ) s’estabilitza 22.7 kcal/mol per la preséncia d’aquesta molecula
d’aigua. La barrera per a la reaccié inversa també disminueix sensiblement passant a
valer 25.5 kcal/mol. De totes maneres, les barreres son encara massa altes per pensar

en la viabilitat d’aquest mecanisme.

3.2.2.1.3 Incorporacié de ’efecte del camp creat per ’entorn

Fins ara hem considerat un model molt limitat de centre actiu. Els resultats
que hem obtingut serien comparables als que obtindriem en fase gasosa, és a dir, en
un sistema aillat. Ara bé, propers al centre actiu de l’enzim es troben una serie de
residus (veure figura 1) que, tot i que no participen directament la reaccid, creen un
camp de reaccié que pot modificar notablement la reaccié respecte al que seria en
fase gasosa. Per aixo en aquest apartat introduirem ’efecte del medi, considerant-lo
com un continu polaritzable, en el mecanisme de Lipscomb. Aixd ho hem fet amb el
model de la cavitat de Tomasi ja comentat. Per tal de poder aplicar aquest meétode

a les diferents especies que intervenen en el procés, hem treballat amb la base 3-21G
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Figura 24: Geometria optimitzada del producte de la reaccié d’hidratacié del CO; en la
CA, obtinguda amb la base 3-21G segons el mecanisme de Lipscomb amb el model de centre
actiu que incorpora una molécula d’aigua addicional.
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i amb les geometries optimitzades amb aquesta mateixa base. Els radis de les esferes
construides sobre els diferents dtoms pel model de Tomasi han estat els mateixos que

en la secci6 3.1.2.4 per a 'O, N, i H, mentre que per al C s’ha agafat rc = 1.94 A.

S’ha dividit aquest apartat en dos subapartats. En el primer, s’introdueix l’efecte
del camp de reaccid a les especies que hem localitzat quan el model de centre actiu
era el (NH;3)3Zn"(H;0). En el segon, es fa el mateix quan en el model utilitzat per
a la descripcié del centre actiu s’hi ha incorporat una molecula d’aigua addicional.
En els dos casos, s’han considerat dos entorns diferents amb dos valors diferents de
la constant dielectrica. Els valors de les constants dielectriques que hem emprat
corresponen a la d’un medi com el n-hexa (e=1.88) i a un com I'aigua (¢=78.36). La
comparacié d’aquests amb el de fase gasosa (¢=1.00) ens donara idea de l’efecte del

camp de reaccié en el procés.

3.2.2.1.3.1 Modelacié del centre actiu amb (NH3)3Zn!!(OH")

En la Taula XXIII es recullen els valors de les energies lliures per a les contribucions
electrostatica (AGq) i de cavitacié (Geav) a ’energia lliure de solvatacié (AGsow),
per a tots els punts estacionaris de la reaccié d’hidratacié del CO; catalitzada pel

(NH,)sZn™(OH").

El fet més remarcable és la més gran estabilitzacié de ’estat de transicié respecte
a les altres especies que intervenen en el procés, que ha de portar a una reduccié
considerable de la barrera energetica. La diferent estabilitzacié de l'intermedi i el
producte enfront de 'estat de transicié, es fa més gran en augmentar la constant
dieléctrica del medi. La raé d’aquest comportament es troba en la més gran separacié

de carrega que hi ha en l’estat de transicié. Aixi per exemple, les carregues sobre els
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Taula XXIII: Energies lliures de solvatacié i les seves components electrostitica i de cavitacio
(en kcal/mol) per a les diferents espécies que intervenen en el procés d’hidratacié del CO,
segons el mecanisme de Lipscomb, en medis d’e=1.88 i 78.36, calculades amb la base 3-21G.

€=1.88 €=78.36

A Gel Gcav A Glolv A Gel Gcav A Glolv

(NH3)3Zn(OH~) + CO, -31.7 144  -173 |-69.0 232 -45.8

(NH3)aZn™(OH™)-CO, INT | -33.5 11.0  -22.5 [-74.7 18.2 -56.5

(NH,)3Zn(OH-)-CO, TS |-36.2 11.1  -25.1 [-80.9 185  -62.5

(NH3)3Zn(HCO3) -33.1 113 -21.8 | -73.4 18.8 -54.6

atoms O3 i H; passen de -0.759 i 0.447 a -0.904 i 0.499 au, al passar de !'intermedi
a l'estat de transici, respectivament, en un medi d’e=1.00. L’intermedi inicial i el

producte s’estabilitzen de manera molt similar.

En la Taula XXIV es donen els valors de les energies relatives de les diferents
espécies i de la barrera de reaccié directa i inversa per a la hidratacié del CO; en
la CA, en fase gas, en un medi de constant dieléctrica €=1.88 i en un de constant

dieléctrica e=78.36.

Dels resultats de la Taula XXIV s’observa que ’augment de la constant dielectrica

del medi de reaccié es tradueix en tres efectes importants: el primer, és I’estabilitzacié
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Taula XXIV: Energies relatives (en kcal/mol) per a les diferents espécies que intervenen
en el procés d’hidratacié del COj3, i barreres per a la reaccié directa i inversa, segons el
mecanisme de Lipscomb, en medis d’¢=1.00, 1.88 i 78.36, calculades amb la base 3-21G.

€=1.00 €=1.88 ¢=78.36
(NH;3)3Zn(OH™~) + CO; 0. 0. 0.
(NH;)3Zo(OH™) - CO; INT  -20.3  -22.1 -25.9
(NH;)3Z0(OH") - CO; TS 223 17.8 4
(NH;)3Zn"(HCO3) -31.6  -33.0 -36.0
Barrera reacci6 directa 42.6 39.9 36.3
Barrera reacci6 inversa 53.9 50.8 46.4
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de 'intermedi inicial; el segon, l'augment de 'exotermicitat de la reaccié; i el tercer,

la disminucié de la barrera per a la reaccié en els dos sentits.

Aixi doncs, la reaccié d’hidratacié es veu molt afavorida per la preséncia de medis
d’elevada constant dieléctrica. Tot i aixo, els valors de la barrera fins i tot quan

€=T8.36, fan que el mecanisme que estem considerant no sigui viable.

3.2.2.1.3.2 Incorporacié d’una aigua addicional a la descripcié del centre

actiu

Com ja hem mostrat en la seccié 3.2.2.1.2, la incorporacié d’una nova molecula
d’aigua rebaixa la barrera energetica per al mecanisme de Lipscomb fins a 19.0
kcal/mol. Aquesta molécula d’aigua addicional actua com catalitzador bifuncional

donant lloc a la formacié d’un anell de sis atoms.

En la Taula XXV es donen els valors de les energies lliures electrostatica, de
cavitacié i de solvatacid, per a tots els punts estacionaris de la reaccié d’hidratacié del
CO; quan s’ha afegit una molecula d’aigua a la descripcié del centre actiu. Com en la
Taula XXIII, el fet més interessant és la important estabilitzacié de ’estat de transicid
respecte a les altres especies que intervenen en el procés. Aquesta estabilitzacié ve

provocada, igual que abans, per l’augment de la separacié de carrega.

En la Taula XXVI es donen els valors de les energies relatives de les diferents
especies i de la barrera de reaccié directa i inversa, per a la hidratacié del CO; en la
CA, en fase gasosa, en un medi de constant dieléctrica ¢=1.88 i en un de constant
dieléctrica €=78.36.

Els resultats de la Taula XXVI mostren com ’augment de la constant dieléctrica

del medi de reaccié suposa una desestabilitzacié de I'intermedi inicial entre el complex



234 CAPITOL 3. RESULTATS I DISCUSSIO

Taula XXV: Energies lliures de solvatacid i les seves components electrostatica i de cavitacid
(en kcal/mol) per a les diferents espécies que intervenen en el procés d’hidratacié del CO,,
quan s’ha afegit una molécula d’aigua addicional a la descripcié del centre actiu, en medis
d’e=1.88 1 78.36, calculades amb la base 3-21G.

e

e ————

e=1.88 €=178.36
AGa Geav AGey | AGa Gaav  AGsar
(NHa)sZn'{(OH-) - CO,+H,0 355 147 -21.8 |-822 237  -58.5
(NHs)aZo(OH-)- CO, - H,O INT | -32.4 121  -203 |-725 202  -523
(NHa)aZa(OH-)-CO;-H,0 TS |-351 121  -23.0 |-788 202  -58.7
(NHs)3Zn¥(HCO3 ) - H,0 206 126 -17.0 |-655 210  -44.5
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Taula XXVI: Energies relatives (en kcal/mol) per a les diferents espécies que intervenen en
el procés d’hidratacié del CO3 quan s’ha considerat una aigua addicional en el model de
centre actiu, i barreres per a la reacci6 directa, en fase gas i en medis d’e=1.88 i ¢=78.36,

calculades amb la base 3-21G.

€=1.00 €=1.88 €=78.36
(NH3)3Zn(OH") - CO; + H,0 0. 0. 0.
(NH3)3Zn™(OH-)-CO; - H,O INT -27.5  -23.5 -17.8
(NH;3)3Zn(OH-)-CO;-H,0 TS -85 -1.2 -5.1
(NH;3)3Za"(HCO7) - H,0 -340 -271 173
Barrera reaccié directa 19.0 16.3 12.7
Barrera reacci6 inversa 25.5 20.1 12.2
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(NH3)3Zn(OH™) - CO; i l'aigua, una disminucié de la barrera, i per acabar, una
disminucié de I'exotermicitat de la reaccié. Aquests efectes sén els mateixos que
els que provocava la consideracié del medi en la reaccié de desprotonacié de l’aigua

estudiada en la seccié 3.1.

Es important assenyalar que la ‘sminuci6 de la barrera es fa practicament per
igual en els dos sentits de la reaccid, la qual cosa és clau en un procés catalitic
reversible com el que estem tractant. Les disminucions de les barreres per efecte del
medi sén del mateix ordre que en el cas del model sense aigua addicional (d’unes
6 kcal/mol). Ara bé, donat que en el procés estudiat amb el model que incorpora
una aigua addicional, es parteix de barreres en fase gasosa que sén ja bastant baixes,
s’obtenen resultats de barreres molt propers al valor maxim permeés des d’un punt de

vista experimental que és de 10 kcal/mol. [157]

Hem de dir que degut a problemes de software no hem pogut introduir correccions
de correlacié a nivell MP2 per al model que incorpora una molecula addicional, pero
que donada la natura equivalent dels dos nrocessos, es pot pensar que la correccié de
correlacid a la barrera energética sera bastant semblant, i per tant d’aproximadament
6.2 kcal/mol. Si suposem ara que els efectes de solvatacié i de correlacié electronica
sén addicionables, el valor de 19.0 kcal/mol per a la barrera de la reaccid, disminuira
en 12.5 kcal/mol (6.3 de solvatacié + 6.2 de correlacié). D’aquesta manera la barrera
per a la reaccié directa passaria a ésser de només 6.5 kcal/mol. Aquest valor es troba
ja dins el marge de valors possible des d’un punt de vista experimental. Aixo suposa
que el mecanisme de Lipscomb quan es considera que la transferéncia protonica es fa
a través d’una molécula d’aigua, és un possible mecanisme per explicar la hidratacié
del CO; en la CA. En un proper apartat anem a discutir la validesa del mecanisme

de Lindskog en el model de centre actiu (NH3)3Zn'(OH™).
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3.2.2.2 Mecanisme de Lindskog

S’han publicat darrerament dos treballs tedrics molt interessants sobre el meca-
nisme de Lindskog. En el primer, de Merz et al., [157] determinen que la barrera en-
ergetica per a aquest procés és de 13.1 kcal/mol, i que la consideracié d’una molécula
d’aigua addicional en el centre actiu augmenta 2 kcal/mol aquesta barrera. En el
segon, de Jacob et al. [173] es determina que la barrera energetica per al mecanisme
de Lindskog és de només 2.7 kcal/mol. Aquest segon treball ha estat fet a nivell ab

initio amb una base estesa.

Aquests dos treballs donen barreres molt properes al que hem obtingut per al
mecanisme de Lipscomb quan hem incorporat una molécula d’aigua al centre actiu, i
hem tingut en compte els efectes de solvatacid i de correlacid electronica. Aixo ens fa
pensar que el mecanisme de Lindskog pot ésser també un bon candidat per explicar

la reaccié d’hidratacié del CO; en la CA.

Del treball AM1 de Merz et al. [157] se’n dedueix que |’efecte d’una molécula d’ai-
gua addicional no és massa important. De fet es produeix un augment de la barrera
en aquest cas de només 2 kcal/mol. Aquesta molécula d’aigua no intervé directament
en el procés, a diferéncia del que passava en el mecanisme de Lipscomb, i només actua
formant un enllag d’hidrogen amb l'oxigen directament unit al Zn*?. Per aixd, en el
nostre estudi del mecanisme de Lindskog només hem considerat el model de centre
actiu (NH;)aZn(OH™), sense estudiar qué passa quan s’hi incorpora una molécula

d’aigua a la seva descripcid.

Els calculs que hem dut a terme en aquesta seccié s’han fet amb la base 3-21G.
Cal assenyalar que I'estudi de l’enllag inicial del CO; al centre actiu de ’enzim, i el

producte final del procés sén els mateixos que els de la seccié 3.2.2.1.1.3, de manera
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que no seran estudiats altre cop en aquesta seccid.

Aixi doncs, el que presentarem en els dos apartats seglients sera unicament 1’estat

de transicid i els efectes de ’entorn sobre aquest mecanisme.

3.2.2.2.1 Formacié de I’espécie EZn!'(HCO3)

Ja hem comentat que en I'intermedi (NH3)3Zn"(OH™) - CO; a nivell 3-21G el
grup (OH™) - CO; es pot considerar com una molécula de bicarbonat que es troba
coordinada al Zn*? per I'oxigen O; que esta enllagat també a un dtom d’H. Aix{ doncs,
’estat de transici6 per el mecanisme de Lindskog ha de correspondre, basicament, a
un canvi d’oxigen coordinat directament al metall, donat que en el producte final

Poxigen que es troba coordinat és 1'O,.

En la figura 25 s’ha dibuixat 'estat de transicié per a la reaccié (83) segons el
mecanisme de Lindskog. El seu vector de transicié, en coordenades internes, es troba
dibuixat en la figura 26. Donat que estd definit en coordenades internes, aquests
valors depenen de la definicié que haguem preés de la Z-Matrix. No obstant aixo,
ens donen una idea molt clara del que passa en l’estat de transicié. S’observa que
en aquest estat de transicié I’H és tan sols un espectador del procés, i no intervé
directament en la reaccié. Les components principals del vector de transicié sén les
que corresponen als enllagos Zn-0, (0.887) i Zn-Oj3 (-0.243). Aquests valors indiquen
que en 'estat de transicié basicament tot el moviment correspon als atoms O; i Os,

que es mouen de manera que la distancia Zn-O, es fa més gran i la Zn-Oj; s’escurga.

Per conéixer si aquest estat de transicié és penta- o tetracoordinat, és a dir, si
els dos oxigens estan coordinats al Zn*? o no, hem dibuixat el mapa de densitat

electronica en la figura 27, on s’hi observa un enllag fort entre el Zn i I'O3 mentre que
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Figura 25: Geometria optimitzada de I’estat de transicid de la reaccié d’hidratacié del CO;
en la CA segons el mecanisme de Lindskog, obtinguda amb la base 3-21G.
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Figura 26: Vector de transicié per a l’estat de transicié de la reaccié d’hidratacié del CO3
en la CA segons el mecanisme de Lindskog, obtingut amb la base 3-21G.
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entre el Zn i I’atom O; només hi ha una forta interaccié de tipus electrostatic, pero
no pas enllag quimic amb comparticié d’electrons.

En aquest estat de transici6 la distancia Zn-O, esta bastant trencada i la Zn-O3
estd ja forga formada. Concretament, els indexs de Mayer d’aquests dos enllagos
sén de 0.190 i 0.473, respectivament. Es tracta doncs, d’un estat de transicié dels
anomenats ”product-like”. A nivell AM1, Merz et al. {157] han trobat un estat de
transicié d’unes caracteristiques similars, encara que en aquest la distancia Zn-O, és

més curta que la Zn-Oj, el que indica un estat de transicié de tipus "reactant-like”.

Les energies relatives de les diferents espécies, a nivell 3-21G i MP2/3-21G//3-
21G, es troben en la Taula XXVII. Es pot veure que a nivell SCF aquest estat de
transicié es troba ara 18.1 kcal/mol per sota dels reactius ((NH3)3Zn'(OH-) + CO,),
el que ens déna una idea de la seva gran estabilitat. La barrera energetica calculada
com a diferéncia d’energies entre l’estat de transicié i 'intermedi és de 2.2 kcal/mol
per a la reaccié directa, i 13.5 kcal/mol per a la reaccié inversa. Quan s’inclou la
correccié de correlacié electronica a nivell MP2, la barrera per a la reaccié directa
augmenta en 5.8 kcal/mol, per acabar essent de 8.0 kcal/mol, mentre que per a
la reaccid inversa baixa fins a 10.7 kcal/mol. A l'afegir correlacié electronica, les
barreres per a la reaccié en els dos sentits tendeixen a igualar-se. Per altre costat,
la correccié de correlacié disminueix també la diferéncia entre les barreres calculades
per al mecanisme de Lipscomb i de Lindskog. Aquest fet ja ha estat observat per

Jacob et al. [173] en un treball recent.

3.2.2.2.2 Incorporacié de I’efecte del camp creat per I’entorn

A l'igual que hem fet en la seccié 3.2.2.1.3 anem a introduir 1'efecte de l'entorn

sobre el perfil energétic del mecanisme de Lindskog, mitjangant el metode de Tomasi.
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Figura 27: Mapa de densitat electronica de l'estat de transicié segons el mecanisme de
Lindskog en el pla format pel grup hidroxil i el CO;,. e indica un punt critic d’enllag.
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Taula XXVII: Energies relatives (en kcal/mol) per a les diferents espécies que intervenen en
el procés d’hidratacié del CO; segons el mecanisme de Lindskog, i barreres per a la reaccié
directa i inversa, calculades amb la base 3-21G, al nivell SCF i al nivell MP2.

SCF MP2

(NH;)3Za(OH-) + CO, 0. o

(NH,)aZa'(OH") - CO, INT -20.3 -12.4

(NH3)3ZHH(OH-) . 003 TS -18.1 4.4
(NH,)3Zn(HCO3) -31.6 -15.1
Barrera reaccid directa 2.2 8.0

Barrera reaccié inversa 13.5 10.7

s e
— ——
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Taula XXVIII: Energies lliures de solvatacié i les seves components electrostatica i de cavi-
tacié (en kcal/mol) per a les diferents espécies que intervenen en el procés d’hidratacié del
CO; segons el mecanisme de Lindskog, en medis d’¢=1.88 i 78.36, calculades amb la base
3-21G.

€=1.88 €=78.36

AGel Gca.v AGnol\r AGel Gcav AGlc.\lv

(NH;)3Zn™(OH") + CO, -31.7 144 -17.3 | -69.0  23.2 -45.8

(NH3);Znl(OH-)- CO, INT | -33.5 11.0  -225 |-747 182  -56.5

(NH3)3Zn'(OH-)-CO, TS |-346 112  -234 |[-7T7.2 187  -585

(NH;):Zn'(HCO3) 331 113 -21.8 |-734 188  -54.6

En la Taula XXVIII es recullen els valors de les energies lliures per a les con-
tribucions electrostatica (AGyg) i de cavitacié (Geav) a I’energia lliure de solvatacié
(AG,olv), per a tots els punts estacionaris de la reaccié d’hidratacié del CO; catalit-
zada per (NH3)3Zn"(OH™), segons el mecanisme de Lindskog.

Per a la geometria optimitzada de l'estat de transicié a nivell 3-21G, s’obté que
Penergia lliure de solvatacié és de -23.4 kcal/mol en un medi d’e=1.88, i de -58.5
kcal/mol en un d’e=78.36. Comparant aquests valors amb els de la Taula XXIII, hi

observem dues coses. La primera, és que l'estat de transicié de Lindskog s’estabilita
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1.7 1 4.0 kcal /mol menys que el de Lipscomb en medis d’e=1.88 i 78.36, respectivament.
L’efecte del medi, per tant, és més important en el mecanisme de Lipscomb que en el
de Lindskog. La segona és que, tot i aixi, ’estat de transicié de Lindskog s’estabilitza
més que els altres punts estacionaris, degut a la concentracié de carrega negativa que
té lloc sobre els dos oxigens que intervenen més en el procés (O, i O3). Concretament,

en fase gasosa les carregues de 1’0, 1 1’03 sén de -0.790 i -0.823 au, respectivament.

En la Taula XXIX es donen els valors de les energies relatives de les diferents
especies i de les barreres per a la reaccié directa i inversa, per a la hidratacié del CO,
en la CA, en fase gasosa, en un medi d’e=1.88 i en un d’e=78.36, segons el mecanisme
de Lindskog. Com en el mecanisme de Lipscomb, I’augment de la constant dieléc-
trica suposa l'estabilitzacio de l'intermedi inicial, I'augment de ’exotermicitat de la
reaccié i la disminucié de la barrera per a la reaccié en els dos sentits. Respecte
al que passa en fase gasosa, la barrera energética del mecanisme de Lindskog en un
medi d’e=78.36 passa de 2.2 kcal/mol a no existir barrera per a la reaccié directa, i
de 13.5 a 9.8 kcal/mol per a la reaccié inversa. En un medi de constant dielectrica
€=1.88, les barreres sén de 1.1 i 12.0 kcal/mol per a les reaccions directa i inversa
respectivament. Aixi doncs, 1’efecte de I’entorn facilita tant la reaccié directa com la
inversa. Aquest resultat que hem obtingut és diferent al que varen presentar Merz
et al. [157) amb el métode AM1 amb la introduccié d’una nova molécula d’aigua
en la descripcié del centre actiu. Com ja hem comentat, aquesta molécula d’aigua
forma un enllag d’hidrogen amb 1’0y, el que acaba per suposar un augment de la
barrera energética en 2.0 kcal/mol. El mecanisme de Lindskog no esta catalitzat per
la intervencié especifica d’'una molecula d’aigua en el procés, perod si que ho esta pels

efectes electrostatics del medi.

Si considerem com abans que els efectes de correlacié i de ’entorn sén additius, la

barrera per a la reaccid directa acaba essent de 5.5 kcal/mol (2.2 + 5.8 - 2.5),i perala
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Taula XXIX: Energies relatives (en kcal/mol) per a les diferents espécies que intervenen
en el procés d’hidratacié del CO,, i barreres per a la reaccié directa i inversa, segons el
mecanisme de Lindskog, en medis d’e=1.00, 1.88 i 78.36, calculades amb la base 3-21G.

€=1.00 €=1.88 €=78.36
(NH3)3Zo™(OH") + CO, 0. 0. 0.
(NH3)3Zn™(OH-) . CO, INT -20.3  -22.1 -25.9
(NH3)3Zn™(OH-) - CO,; TS -18 -21.0 -26.2
(NH;3)3Zn"(HCO3) -31.6  -33.0  -36.0
Barrera reaccié directa 2.2 1.1 -0.3
Barrera reaccio inversa 13.5 12.0 9.8
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reaccid inversa de 6.0 kcal/mol (13.5 - 2.8 - 3.7) en un medi d’¢=78.36. Aquests valors
de barreres també es troben dins de ’interval esperat per a la reaccié d’hidratacié del
CO; en la CA, i per tant, el mecanisme de Lindskog tampoc és descartable a partir

de P’estudi que hem portat a terme.

3.2.2.3 Discussié

En aquesta seccié hem estudiat la reaccié d’hidratacié del CO; en la CA. Hem
estudiat a fons els dos Unics mecanismes que s’han proposat fins ara per explicar la
formacié de 1’especie EZn''(HCO3): el mecanisme de Lipscomb i el mecanisme de

Lindskog.

A nivell SCF i amb la base 3-21G, per al model de centre actiu amb lligands
més senzill assajat, és a dir, el (NH3)3Zn(H;0) s’ha obtingut que el mecanisme de
Lindskog és el més probable, donat que la seva barrera és de només 2.2 kcal/mol,
enfront de les 42.6 kcal/mol que s’obtenen per al mecanismes de Lipscomb. Quan
s’introdueix energia de correlacié a nivell MP2, la diferéncia energética entre els dos
mecanisme s'escurga i passa a ésser de 27.5 kcal/mol. A aquest nivell de calcul el

mecanisme de Lindskog continua essent el més factible.

La introduccié de ’efecte de ’entorn rebaixa la barrera dels dos mecanismes. El
seu efecte, perd, és més important per al mecanisme de Lipscomb, el que suposa una

reduccié de la diferéncia entre ambdés tipus de processos.

Quan el mecanisme de Lipscomb s’estudia amb una molécula d’aigua addicional,
i es sumen els efectes de correlacié electronica i de I’entorn per als dos mecanismes,
s’obté una barrera per a la reaccié directa de 6.8 kcal/mol. Per la seva part, amb

correlacid i considerant els efectes de ’entorn la barrera surt de 5.5 kcal/mol per al
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mecanisme de Lindskog. Aixo implica que per al model de centre actiu considerat,
al nivell de calcul emprat, el mecanisme de Lindskog es troba lleugerament afavorit.
Aquests resultats, perd, no ens permeten assegurar quin dels dos mecanismes és el
més probable en la CA. Per altre costat, experimentalment s’han donat proves a favor
dels dos mecanismes. [103,119,401,412,413] Tot aixd ens fa pensar en la possibilitat
que voldriem llengar en aquesta Tesi de que els dos mecanismes coexisteixin en la CA,
i que segons les fluctuacions de les molécules del medi i en especial de la molécula
d’aigua que ajuda a la transferéncia protonica en el mecanisme de Lipscomb, la reaccié

es desenvolupi segons una via o segons una altra.



3.3. MODELACIO DE LA INHIBICIO ANIONICA EN LA CA 249

3.3 MODELACIO DE LA INHIBICIO ANIONI-
CA EN LA CA

En apartat anterior s’han presentat els resultats de la reaccié d’hidratacié del
CO; en la CA, que déna lloc a la formacié d'un HCOJ coordinat al Zn*?. Ens falta per
tractar I’etapa que suposa l'intercanvi d’aquest bicarbonat per una molecula d’aigua.
Sembla molt probable que durant aquest procés tingui lloc la formacié d’una espécie
pentacoordinada. Per aixd abans d’abordar aquesta tematica en la CA, hem fet un
estudi previ de la pentacoordinacié en el Znt?. Els resultats que poguem extraure en
aquesta seccié ens orientaran en l’estudi de I'intercanvi del HCOj3 per ’aigua en la

CA.

L’estudi que presentem en aquest apartat té també entitat propia dins de la proble-
matica de la CA. Es ben coneguda la inhibicié de [’activitat de la CA per la preséncia
d’anions que es coordinen com a cinque lligand. Aix{, ’estudi de la pentacoordinacié
d’anions en el Znt*?, ens pot aportar dades itils per analitzar el mecanisme d’inhibicié

anionica de la CA.

3.3.1 ENLLAC D’ANIONS I PENTACOORDINACIO EN
ELS COMPLEXOS DE Zn*?

La gran variabilitat i flexibilitat de coordinacié del zinc és un fet ben conegut,
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[11,414-417] i d'importancia vital per entendre l’especificitat del zinc com a catalit-
zador en molts processos enzimatics. [83,131,418,419] Si bé la geometria tetraedrica
és la més usual per als complexos de zinc, la coordinacié de cinc lligans en una
bipiramide trigonal (tbp) o en una piramide de base quadrada (sp) és també molt
_comuna. [83,117,417,420-422] Encara que la estructura sp no és massa important en
els processos catalitics, els complexos pentacoordinats d’estructura en forma de tbp
semblen ésser essencials en els processos enzimatics on intervé el zinc. S’ha suggerit
que en els enzims, com la mateixa anhidrasa carbonica, [71,84,85] la carboxipepti-
dasa, [29,423-425] la termolisina [65,66) o 1’alcohol deshidrogenasa, [17,23,426-428)
es formen complexos pentacoordinats com intermedis en els diferents processos de
catalisi., Per al cas de la CA, que és el que tractem en aquesta Tesi, i com ja hem
comentat, es creu que en el procés d’intercanvi del CO; per una H;O es forma un
complex pentacoordinat. [84,85,131] A meés, la inhibicié anidénica de l’activitat de
la CA, degut a la presencia de NCS~, Au(CN);, HSO3, I", acetat, oxalat i altres
anions, sembla que té lloc quan s’enllaga |’anié com a cinqueé lligand al Znt?. Aixo
ha estat demostrat experimentalment per diferents autors, [74,86,107,130,131,174,429]
els quan han subratllat el fet que en la major part dels casos la inhibici6 és deguda a la
disminucié del caracter acidic de ’espécie EZn(H;0). L’augment del pk, d’aquesta
espécie suposa una disminucié de la concentracié de l’espécie cataliticament activa

EZn(OH-).

Recentment, s’ha sintetitzat el complex de zinc A que té com a lligands un macro-
ciclede tres triamines i un fenolat, a més d’'una molécula d’aigua que ocupa una posicié
axial en ’estructura de tbp que es forma. S’ha determinat, mitjancant Raig-X la seva

estructura. [117]
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H,0

Y

~

A B

Aquest estudi ofereix el primer model experimental per estudiar l’associacié anio-
nica en la CA. Els autors d’aquest estudi haa trobat que el pk, assignat a |’aigua unida
al zinc, que és de 7.5 en el complex B, augmenta fins a 10.7 quan un lligand aniénic
addicional, en aquest cas un grup fenolat, s’uneix en una cinquena coordinacié al catié
Zn*? (complex A). La disminucié del caracter acidic del proté de I’aigua coordinada

deguda a la preséncia de 1’anid, ha quedat doncs clarament demostrada.

A pesar de la seva gran importancia, ’estudi de complexos pentacoordinats de
zinc és relativament recent. De fet, el primer cristall per al qual es va determinar una
coordinacié de tbp al voltant de I’atom de zinc mitjangant Raigs-X va ésser carac-
teritzat I’any 1976. [430] Més endavant han anat apareixen una serie d’estudis en els
quals el zinc es troba pentacoordinat. [117,415,416,419,420,431-435] Des d’un punt
de vista tedric només han aparegut fins ara quatre articles publicats al respecte: en
el primer s’estudia el complex Zn'"(H;0)s mitjangant el metode semiempiric MNDO;
[67] en el segon es fa un estudi ab initio de l'enllag de sulfonamides i acetamides

en el centre actiu de la CA (encara que en aquest treball es substitueix el Zn*? per
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un Be*? en el model de CA que s’empra); [170] en el tercer es fa una simulacié de
I'entrada del CO; en el centre actiu de I’enzim mitjangant dinamica browniana; [175]
i en el quart [172] s’estudia el canvi de pk, de l'aigua en complexos de Zn*? quan
aquests passen de geometria tetraedrica a piramide de base quadrada o a geome-
tria octaédrica. En aquest darrer article s’ha treballat amb geometries experimentals
sense realitzar cap optimitzacié. »saltres ens hem proposat comprendre els canvis
estructurals, energeétics i electronics que tenen lloc en els complexos de zinc quan
passem d’una disposicié tetraedrica a una de bipiramide trigonal amb cinc lligands
en l'esfera de coordinacié. Per tal d’entendre la natura d’aquests canvis i com fun-
ciona el mecanisme de ’anhibicié anidnica, s’han realitzat calculs ab initio en alguns
complexos tetra- i pentacoordinats que intenten modelar el complex A i alguns dels
seus derivats. El macrocicle de tres triamines i un grup fenolat ha estat modelat amb

un metanol i tres amoniacs. La seglient seqiiéncia de complexos ha estat estudiada:

(NHs)sZn {H,0)(CHsOH) 1
(NH;)aZn"(H,0)(CHs0") 2
(NH;)sZn!(OH- )(CH,0H) 3a
(NHs,),Zn"(OH~)(CH;0H) 3b
(NH,)3Zn"(OH-)(CH;0") 4a
(NH;),Zn'(OH-)(CH;0") 4b
(NHs)3Za"(H,0) 5

(NH;);ZnH(OH‘) 8
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Donat que els valors experimentals del pk, s’han obtingut en solucié aquosa,
Pefecte del solvent també s’ha inclés en els nostres calculs a través d’un model con-
tinu, per tal d’aconseguir una descripcié més realista de les propietats dels complexos

estudiats.

La metodologia emprada en aquesta seccié ha estat la mateixa que en seccions
anteriors. Aixi la base utilitzada ha estat la que anomenem 3-21G, en la que tots
els atoms s’han representat amb la base 3-21G, excepte els H del grup NH; i del
CHj; en el lligand CH3;0H que s’han representat amb la base STO-3G. Les geometries
internes d’aquests dos grups s’han mantingut fixes. Concretament, els valors que
s’han prés per al NH; i el CH; han estat els segiients: dy.y = 1.026 A, HNH =
109.5°, de-y = 1.098 A i HCH = 109.7°. Aquests valors sén els optimitzats per a
les molécules d’amoniac i metanol amb aquesta base. Aiil’ mateix el tractament de
la solvatacié s’ha fet amb el mateix meétode que en la resta d’aquesta memoria. Els
parametres que demana el programa han estat els mateixos que els que hem emprat

en la secci6 3.2.2.1.3.

Anem a dividir aquesta seccid en dues ben diferenciades. En la primera pre-
sentarem els resultats que hem obtingut en I’estudi del sistema aillat, i en la segona
comentarem els resultats de I’aplicacié d’'un model continu de dissolvent a les geome-

tries optimitzades per al sistema aillat.

3.3.2 RESULTATS PER ALS SISTEMES AiLLATS

Aquesta seccié estd estructurada de la segiient manera: en primer lloc, presen-
tem les geometries optimitzades dels complexos 1-8; en segon lloc, comentarem les

energies d’enllag dels diferents lligands en els complexos estudiats, i per a alguns
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Figura 28: Estructura del complex (NH3)3Zn!/(H;0)(CH30H) (1) optimitzada amb la base
3-21G

d’aquests lligands donarem les energies de desprotonacié; en darrer lloc, es discutiran

les carregues sobre alguns dels fragments.

3.3.2.1 Geometries optimitzades

Les figures 28 fins a 35 mostren els parametres geometrics més importants obtinguts
en I'optimitzacié dels complexos 1-6. En el complex 1 (figura 28), I’aigua es troba en

una posicié axial i el metanol en una equatorial, donant lloc a una estructura de tbp



3.3. MODELACIO DE LA INHIBICIO ANIONICA EN LA CA 255

quasi regular. Aixd es confirma pels valors de l’angle axial N,zZnOy, que és quasi
lineal (171.9°), i per la suma dels angles equatorials (118.8° per al NeqlﬂN,q,, 120.8°
per al Nog;ZnOp, i 118.8° per al OmZnN.q;), que és de quasi 360.0° (358.4°). Tal com
varen predir tedricament Rossi i Hoffmann [436] i tal com es va confirmar en poste-
riors experiments amb complexos de Zn*? pentacoordinats, [83,117,131,415,416,418-
420,431-435] els enllagos axials sén més llargs que els equatorials en els complexos d!°

tbp, com és el cas del complex 1.

En la Taula XXX s’han recollit els parametres geometrics més destacables del
complex A, sintetizat per'Kimura et al., [117] i els optimitzats del complex 2, el qual
hem agafat en el nostre estudi com a model per al complex A. Examinant els valors
de les longituds d’enllag que es donen en la Taula XXX, es pot veure que la diferéncia
entre els valors experimentals i tedrics és petita i mai no és superior a un 5%. Els
angles no s’ajusten tan bé, encara que la diferéncia observada és deguda en gran part
a la diferent natura dels lligands que contenen els atoms de N. Mentre que el complex
experimental té els tres N que s’uneixen al Zn*? connectats entre si per metilens que
formen un anell, el model tedric aqui utilitzat per representar aquest complex té els
tres N en tres amoniacs aillats, i per tant presenta menys constrenyiments geometrics.
En qualsevol cas, a partir dels valors de la Taula XXX s’ha de concluir que la base
de calcul i el model molecular utilitzat en el present treball prediu correctament les

propietats geometriques del complex experimental A.

L’estructura del complex (NH;3)3Zn"(H;0)(CH307) (2) mostrada en la figura 29,
és la d’una tbp lleugerament distorsionada, amb una aigua que ocupa una posicié axial
de la tbp, i el CH30~ que n’ocupa una d’equatorial. Aquesta estructura compleix
la prediccié de Rossi i Hoffmann [436] segons la que els lligands o donadors forts
prefereixen les posicions equatorials d’una tbp en els complexos d!® MLs. A I'igual

que en el complex 1, els enllagos axials sén més llargs que els equatorials. Cal fer notar
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Taula XXX: Parametres geometrics experimentals per al complex A i parimetres geométrics
optimitzats per al complex 2. Les distancies es donen en A i els angles en graus.

Parametre Exp. Calc.

dza-o. 2.219 2.120
dza-n, 2.139 2.172
dza-o. 1.930 1.847

dza-Nog, 2.029 2.052
dZa-Nugs 2.050 2.052
N,ZnN.u  90.3  96.0
N,Zn0, 914 98.8
N ZnN.,; 874 94.4
N.ZnO, 1744 1705
NeqiZnNeg, 108.3 117.2
NeqZnO, 113.0 118.8
Ne2ZnOn 138.7 1204
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Figura 29: Estructura del complex (NH3)3Zn!(H;0)(CH30~) (2) optimitzada amb la base
3-21G. '

P’existencia d’un enllag d’hidrogen entre ’oxigen del grup CH30~ i un dels hidrogens

de l'aigua, enllag que provoca en part la distorsié de la tbp.

El complex (NH3)3Zn"(OH™)q(CH30H).q amb I’hidroxil i el metanol com a lli-
gands equatorials (complex 3a en la figura 30), és un minim real en la hipersuperficie
d’energia potencial. Aquest complex té una disposicié de tbp quasi regular, amb
un angle axial Nex1ZnNgeq de 173.5°, 1 uns angles equatorials de 125.1° (O.,Z;Neq),
116.6° (NengOm) i118.3° (Om‘Z;O,), els quals sumen exactament 360.0°. Per con-

tra, quan es comenga l’optimitzaci6 del mateix complex, perd ara amb el grup hidroxil
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Figura 30: Estructura del complex (NH;)3Zn"(OH~)(CH30H) (8a) optimitzada amb la
base 3-21G.

en posici6 axial, el complex (NH3)3Zn"(OH ™ )ax(CH30H).q es descomposa i déna lloc
a la formacié del complex 3b, i d’una molécula de NH; que es separa de ’esfera de co-
ordinacié del Zn*?. La geometria del complex 3b es presenta en la figura 31. Es a dir,
el complex pentacoordinat (NHj)3Zn(OH™),x(CH;0H),q no existeix com a minim
en la hipersuperficie de potencial. Tal i com varen demostrar Rossi i Hoffmann, [436]
els ¢ donadors forts estabilitzen una tbp quan es situen en posicions equatorials, i la
desestabilitzen en posicions axials. Aix{ doncs, la posicié axial de I’hidroxil explica el
trencament de P’estructura tbp inicial.

L’optimitzacié del complex (NH;)3Zn"(OH~)(CH30~) (4a) es va iniciar amb un
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Figura 31: Estructura del complex (NH3);Zn'(OH~)(CH30H) (3b) optimitzada amb la
base 3-21G.
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Figura 32: Estructura del complex (NH;3)3Zn!'(OH~)(CH30~) (4a) optimitzada amb la
base 3-21G.

grup hidroxil en posicié axial dins la tbp. Tanmateix, en el transcurs de ’optimitzacié
aquest grup es va moure cap una posicié equatorial, tal com un espera a partir de la
hipotesi de Rossi i Hoffmann sobre les preferéncies del o donadors per les posicions
equatorials en els complexos tbp. El resultat de I'optimitzacié es presenta en la figura
32. L’angle axial N.,IZEN.,& és de 173.6°, i el total dels angles equatorials de 113.4°
(OwZnNeq), 109.7° (NqZnOy) i 136.8° (OmZn0. ), és de 359.9°. Un punt remarcable
és la diferencia existent entre les distancies Zn-N axials en els complexos 3a i 4a que és
d’aproximadament 0.1 A. Aquesta diferéncia ja ha estat observada experimentalment

en altres complexos de geometria en forma de tbp distorsionada. [83,431,433]
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Figura 33: Estructura del complex (NHj3);Zn'(OH~)(CH30~) (4b) optimitzada amb la
base 3-21G.

Per tal de poder realitzar diferents comparacions, hem procedit a optimitzar també
els complexos 4b, 5, i 6, presentats en les figures 33, 34 i 35 respectivament. En
particular el complex 5 és el nostre model per al complex experimental B. Tots
aquests sistemes presenten una estructura tetraédrica quasi regular. Aixi, els angles
NZnO sén de 101.3°, 107.7° i 113.4° per als complexos 4b, 5, i 6, respectivament.

Quan es comparen els enllagos Zn-N per a les diferents especies optimitzades,
es pot observar que les distancies Zn-N en els complexos tetraédrics sén similars a
les distancies Zn-N dels lligands que ocupen posicions equatorials d’'una tbp. Els

enllagos Zn-N axials sén d’un 4% a un 6% més llargs que els Zn-N equatorials per als
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Figura 34: Estructura del complex (NH3)3Zn!/(H;0) (5) optimitzada amb la base 3-21G.
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Figura 35: Estructura del complex (NH3)3Zn’(OH™) (8) optimitzada amb la base 3-21G.
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complexos 1 1 2; aquests percentatges sén similars als observats experimentalment.
[434] Pel que fa a les distancies Zn-0O, la seva longitud depén de tres factors: en primer
lloc del nombre de lligands unit a I’Atom central; en segon lloc, de la carrega total del
complex; i per acabar, de la posicié del lligand. El nostre resultat mostra que aquesta
distancia s’allarga quan augmenta el nombre de lligands (comparar 11 5, 3a i 3b, o
4a i 4b) i quan la carrega total positiva del complex s’incrementa (comparar 1 i 2
0 51 6). Es troba també que els enllagos Zn-O axials s6n sempre més llargs que els

Zn-0 equatorials.

3.3.2.2 Comparacié de les energies

En la Taula XXXI es donen les energies d’enllag (BE) per a alguns dels lligands
que es troben en els complexos estudiats. A partir dels valors d’aquesta Taula, es pot
veure que l'energia d’enllag del CH30~ en el complex 5 és 250.2 kcal/mol més gran
que la del lligand CH30H en el mateix complex, el que significa que 'enllag Zn-Op,
en el complex 2 és més fort que en el complex 1. Aquest punt ve reforgat pels valors
dels ordres d’enllag de Mayer [409] dels dos enllagos Zn-On, que sén 0.584 i 0.355 per
als complexos 2 i 1, respectivament. De la mateixa manera, I’enllag del CH;0H al
complex 8, que déna lloc a la formacié del complex pentacoordinat 3a, allibera només
-20.4 kcal/mol, mentre que l’enllag del CH30~ al complex 6, que porta a la formacié
del complex 4a, n’allibera -170.0. L’energia d’enllag del CH30H als complexos tetra-
coordinats 5 i 6 per donar els complexos 1 i 3a, respectivament, difereix només en
19.7 kcal/mol. En contrast, ’energia d’enllag del CH3;0~ és considerablement diferent
si un dels quatre lligands és aigua (complex 5) o hidroxil (complex 8). Concretament,
'energia d’enllag del CH30 al complex 5 per donar el complex 2 és -290.3 kcal/mol

i decreix fins a -170.0 kcal/mol per al complex 6 quan déna 4a. Per tant, la perdua
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Taula XXXI: Energies d’enllag (BE) en kcal/mol per als diferents lligands. L, x — y es
refereix a que el lligand L s’uneix al complex x per donar 1'y.

Lligands BE

CH,OH,5 1 -40.1
CH;0-,5—-2 -290.3
CH,OH,6 — 3a -20.4
CH;0-,6 — 4a -170.0
NH;,3b —» 3a  -14.3
NH3,4b — 4a -4.8

—— — — ne—
—_— —

d’un proté de ’aigua per donar un lligand hidroxil redueix la forga de ’enllag entre el
Zn i el lligand CH30~ en 120.3 kcal/mol degut a ’augment de la densitat electronica
al voltant de I’atom de zinc. Un altre aspecte important és que, a I’obtenir el complex
4a del 4b i una molecula de NHj, s’alliberen només -4.8 kcal/mol, la qual cosa déna
una idea quantitativa de la inestabilitat dels complexos pentacoordinats de Zn*? quan
dos anions es coordinen al seu voltant. Com ja hem mencionat, la localitzacié de dos
o donadors forts (CH30~ i OH™) en les posicions equatorials ajuda a estabilitzar el
complex 4a. Concretament, el complex pentacoordinat (NHj);Zn'(OH™)(CH,;0H),
amb un lligand hidroxil axial i una carrega positiva total unitat és inestable i es des-
composa en el complex tetracoordinat 3b i una molécula d’amoniac en el transcurs
del procés d’optimitzacié. La perdua d’'un NHj; en aquest complex és 6.2 kcal/mol
més favorable que la pérdua de CH30H per donar el complex 8. També en el complex

estable 3a amb I’hidroxil en posicié equatorial, és més fort I’enllag del CH;0H que el
del NHj en 6.1 kcal/mol.

Per veure més clarament la importancia de ’enllag d’hidrogen intramolecular entre
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I’H;0 i el CH30~ en el complex 2, hem optimitzat aquest complex amb la restriccié de
mantenir fixa la geometria de l’aigua i no permetre la formacié d’un enllag d’hidrogen.
En aquest cas, I’energia total és 15.4 kcal/mol més alta que per al complex 2 opti-
mitzat sense aquest constrenyiment. Aquest resultat ens mostra com aquest enllag

intramolecular contribueix parcialment a l’estabilitat final del complex tbp 2.

La Taula XXXII recull, per a algunes de les especies estudiades, les energies de des-
protonacié (DPE), que poden servir com a primera aproximacié per coneéixer |’acidesa
dels lligands coordinats als complexos estudiats. El primer aspecte interessant és la
disminucié en més de 300 kcal/mol de la DPE de l'aigua i el metanol per la mera
presencia del dicatié Zn*2. Aquesta disminucié en la DPE de l'aigua coordinada al
zinc ja ha estat assenyalada per diferents autors. (67,164,169} En particular, Pullmann
i Demoulin, {164] i Kitchen i Allen, {169] en uns calculs tedrics utilitzant pseudopo-
tencials per al zinc, han donat els valors de 158.1 1 166.8 kcal/mol, respectivament,
per a la DPE de l'aigua en el complex 5. Aquests valors no sén massa diferents del

nostre 174.9 kcal/mol obtingut en el calcul "all electron” amb la base 3-21G.

La desprotonacié del metanol en el complex 1 és més facil que la desprotonacid
de l'aigua en el mateix complex per 13.9 kcal/mol. La DPE de ’aigua coordinada
al Zn*? augmenta en 72.5 kcal/mol quan el dicatié es troba coordinat a tres grups
NH; (comparar la DPE per l'aigua del Zn"(H,0) i la del complex 5). La coordi-
nacié addicional del metanol al complex 5 augmenta lleugerament la DPE de ’aigua
(comparar la DPE de l'aigua en els complexos 1 i 5). Aixo és degut a la trans-
feréncia de carrega des del metanol, que dificulta la transferéncia del proté. Aquest
punt ja ha estat posat de manifest per Bertini et al. en un treball recent. [172] Les
DPEs de l'aigua en els complexos 1 i 5 difereixen només en 19.7 kcal/mol, el que
mostra que les energies de desprotonacié no es troben molt afectades pel canvi en el

nimero de lligands neutres coordinats. Per contra, quan el cinque lligand considerat
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Taula XXXII: Energies de desprotonacié (DPE) en kcal/mol per a les diferents espeécies
tetra- i pentacoordinades estudiades. Els lligands importants en els diferents complexos
apareixen entre parentesi.

e ——,.

Especies DPE
H,0/0H" 450.1
CH:;OH/CH:;O_ 430.9
Zn"(H,0)/Zn"(0OH") 102.4
Zn''(CH,OH)/Zn"(CH,0") 109.8

1(CH,0H, H,0)/2(CH;0-,H,0)  180.7
1(CH,0H, H,0)/3a(CH;0H, OH")  194.6
2(CH;0-, H,0)/4a(CH,0-,0H-)  295.2
3a(CH,OH, OH-)/4a(CH;0~,0H") 281.3
3b(CH,OH, OH~)/4b(CH;0-,0H") 271.9
5(H,0)/6(0H") 174.9

e ——

és anionic, la DPE augmenta sensiblement. Concretament, la DPE de l'aigua en el
complex pentacoordinat 2 és 120.3 kcal/mol més gran que la DPE de |'aigua en el
complex tetracoordinat 5. Aquest fet es pot relacionar amb la variacié de ’acidesa
de l'aigua en el complex experimental B (modelat aqui amb el complex 5), el qual
presenta un canvi en el pk, de l'aigua que té coordinada de 7.5 a 10.3 quan un cinque
lligand fenolat es coordina al dicatié Zn*?, tal com han mostrat experimentalment
Kimura et al. [117] De la mateixa manera, la DPE del metanol en el complex 3a amb
un lligand hidroxil equatorial, és substancialment més gran que la del metanol en el

complex 1.
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3.3.2.3 Comparacié de les carregues

Els resultats energetics que hem presentat mostren la disminucié de 1’acidesa de
l'aigua coordinada al Zn*? per efecte de la coordinacié anionica d'un cinque lligand.
L’analisi de les carregues sobre els diferents atoms dels complexos permet avangar en

la comprensié d’aquest efecte.

Les carregues de Mulliken per a ’atom de zinc i per als lligands que hi estan
coordinats es troben recollides en la Taula XXXIII. Cal fer notar que els complexos
3a i 4a tenen dos NHj; axials i un d’equatorial, i per aixd en ells els valors de les
carregues dels lligands NH; axials i equatorials en la Taula XXXIII s’han intercanviat.
Malgrat la coneguda dependéncia de les poblacions de Mulliken respecte de la base de
calcul elegida, aquestes poblacions poden ésser 1itils per establir comparacions entre

complexos similars, i per aixo les utilitzarem en aquest apartat.

La carrega sobre ’aAtom de zinc no canvia massa per a les diferents espécies estu-
diades; la més gran és la del complex 1 (1.382 au), i la més petita és la del complex
4b (1.052 au). Aquest fet ja ha estat esmentat en un article recent. [172] Tal com
era d’esperar, el factor més important que afecta la carrega sobre ’Atom de zinc és
la carrega total del complex. Quan més positiva és la carrega total del complex, més
gran és la carrega positiva sobre ’atom de zinc. Hi ha, pero, un altre factor impor-
tant, que és el nimero de coordinacié al voltant de ’Atom de zinc. En contra del que
podria pensar-se, quan el nimero de coordinacié augmenta, la cirrega positiva sobre
’atom també augmenta (comparar 11 5, 21 6, 3a i 3b, o 4a i 4b). L’explicacio a
aquest fenomen es pot trobar en el fet que la transferencia de carrega dels lligands al
zinc disminueix com a resultat de ’habitual augment de les distancies zinc-lligand en
els complexos pentacoordinats en relacié amb els tetracoordinats. L’atom d’hidrogen

de I’aigua en el complex 5 té una carrega positiva més gran que en el complex 1 (0.496
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Taula XXXIII: Carregues sobre ’atom de zinc i sobre els diferents lligands en els complexos
tetra- i pentacoordinats estudiats, en unitats atomiques.

Nimero Carrega Zn H,0 CHsOH (NHz)eq (NH3)eqa (NHj)ax

coord. total o OH- o CH;0~
1 5 +2 1.382 0.140 0.135 0.120 0.121 0.101
5 4 +2 1.344 0.190 - 0.156 0.156 0.156
2 5 +1 1.299 0.043 -0.600 0.092 0.092 0.076
6 4 +1 1.219 -0.539 - 0.107 0.107 0.107
3a 5 +1 1245 -0547  0.105  0.054(ax) 0.064(ax) 0.079(eq)
3b 4 +1 1.209 -0.530 0.113 0.107 0.107 -
d4a 5 0 1115 -0.574 -0.650  0.028(ax) 0.035(ax) 0.049(eq)
4b 4 0 1.052 -0.555 -0.628 0.066 0.066 -

.vs. 0.458, respectivament), i per tant I’aigua del complex 5 és més facilment despro-

tonable que la del complex pentacoordinat 1. De manera semblant, el grup hidroxil

és un nucledfil més bé quan una molécula de NH; s’afegeix als complexos 3b o 4b

per donar els complexos 3a o 4a, respectivament. Finalment, en tots els complexos

pentacoordinats, els NH; equatorials es troben carregats més positivament que els

axials. Aixo s’explica tenint en compte que les posicions axials d’una tbp per a un

complex d1° MLy tenen un excés d’electrons, [436] el que provoca que les molécules

d’amoniac axials puguin transferir menys carrega a ’dtom de zinc que les equatorials.
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Taula XXXIV: Valors de la contribucié electrostatica (AGg) i de l’energia de cavitacié
(Geav) a l'energia de solvatacid, i la seva suma (AGsolv), @ 298 K per als diferents complexos
estudiats. Totes les energies es donen en kcal/mol.

ESpéCieS AGQ[ Gcgv AGIOlY

1 -180.6 19.7 -160.9
2 -54.3 193 -35.0
3a -55.3 19.0 -36.3
3b -61.2 176 -43.6
4a -20.5 18.9 -1.6
4b -24.8 174 -7.4
5 -195.5 16.6 -178.9
6 -63.7 16.0 -41.7

3.3.3 RESULTATS PER ALS SISTEMES EN DISSOLUCIO

Per tal d’analitzar I’estabilitat i I’acidesa dels complexos en solucié aquosa, I'efecte
del solvent s’ha introduit amb el model de la cavitat de Tomasi explicat en la seccié
2.1.2.2, utilitzant les geometries ja optimitzades en fase gas. La Taula XXXIV recull
P'energia lliure de solvatacié i les seves components electrostitica i de cavitacié (AGe
i Geay) per als complexos 1-6 en solucié aquosa (e=78.36). Es pot veure que l'efecte
del solvent és sempre estabilitzant. Quant més gran és la carrega positiva total, més
estabilitzat resulta el complex. A més, ’estabilitzacié és més gran per als complexos
tetracoordinats que per als pentacoordinats, el que és degut a dues causes: per un
costat, els complexos tetracoordinats tenen una energia de cavitacié més petita, per
un altre costat, tenen una contribucié electrostatica a I'energia lliure més gran.

Les energies lliures d’enllag (BFE) dels diferents lligands a 1'atom de zinc en
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solucié aquosa es donen en la Taula XXXV. Al comparar els valors d’aquesta Taula
amb els de la Taula XXXI, pot veure’s que totes les energies d’enllag han disminuit en
presencia del solvent. Aquesta disminucié és deguda a que hi ha menys transferencia
de carrega dels lligands cap al zinc quan estem en solucié. De fet, en aquest model
les carregues es mouen cap a la part exterior del complex per tal d’interaccionar més
fortament amb el solvent representat per un dieléctric polaritzable. Aix6 porta a
enllagos zinc-lligand més febles. Aquest punt es veu reforgat pels valors que prenen
els ordres d’enllag de Mayer, els quals disminueixen per a tots els enllagos Zn-O, i
oscil.len a voltes augmentant i a voltes disminuint per als enllagos Zn-N. Degut a la
menor transferéncia de carrega per part dels lligands, el zinc es troba més carregat

positivament. Aix6 porta a que el complex 4a sigui inestable en solucié. A més, la |
descomposicié del complex (NH3)Zn(OH~)(CH30H), amb un lligand hidroxil axial
i un metanol equatorial, déna lloc a la formacié del complex 6 i un metanol, enlloc
de NH;3 i el complex 3b tal com passava en fase gas, encara que la diferéncia entre
ambdues descomposicions és de només 2.316.6 kcal/mol. Malgrat que el complex pen-
tacoordinat 3a amb un lligand hidroxil equatorial continua essent estable en solucid,
la seva descomposicié a metanol i el complex 6 allibera nicament 1.2 kcal/mol. Si
ens fixem en les cirregues atomiques, i encara que les poblacions de Mulliken dels
orbitals d no canvien, les poblacions dels orbitals {si {p disminueixen sensiblement.
Per exemple, en el complex 1 ’dtom de zinc augmenta la seva carrega positiva de
1.382 a 1.401 electrons, mentre que la poblacié de Mulliken conjunta dels orbitals 4s
i 4p disminueix de 0.751 a 0.733 electrons quan passem de fase gas a solucié aqu-
osa. Per acabar, cal fer notar que els efectes de solvatacié disminueixen l’energia
d’estabilitzacié de ’enllag d’hidrogen del complex 2 de 15.4 kcal/mol en fase gas a

11.3 kcal/mol en solucié.

La Taula XXXVI recull les energies de transferéncia protonica (PTE) en fase gas
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Taula XXXV: Energies lliures d’enllag (BFE) en solucié aquosa (en kcal/mol) per als di-
ferents lligands. L, x — y es refereix a que el lligand L s’uneix al complex x per donar

Iy.

—
—

Lligands BFE

CH;OH,5 -1 -14.3
CH;0-,5 -2 -T1.6
CH3OH,6 —3a -1.2
CH,0~,6 — 4a -49.3
NHi, 3b—3a -3.5
NH3,4b — 4a 4.4

ﬁ

i les energies lliures en solucié per a la reaccié:
AH + Hy0 — A~ + H30* (85)

Respecte al que es troba en fase gas, en solucié aquosa les diferéncies entre les PTE
de les espécies estudiades sén més petites. Per als complexos 1 i 5 en fase gas
s’obtenen transferéncies proténiques exotérmiques. Per contra, en solucié aquestes
transferéncies sén endotérmiques, el que estd més d’acord amb els resultats experi-
mentals, i mostra que la inclusié dels efectes de solvatacié ens porta a descripcions
més realistes dels processos de transferéncia protdnica. En particular, per al complex
B (modelat en aquest treball com 5), que té un pk, experimental de 7.5, {117] hem
obtingut -16.7 i 40.3 kcal/mol com a PTEs en fase gas i en solucid, respectivament.
El valor negatiu de la PTE per al sistema aillat no perm~-« explicar el pk, observat
experimentalment.

Per a l'aigua i per al metanol 'ordre de les energies per s la transferéncia protonica

en solucid es troba invertit respecte al que es troba en fase gas. En el complex 1, la
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Taula XXXVI: Energies de transferéncia protonica en fase gas i energies lliures de trans-
ferencia protonica en solucié, ambdues per a la reaccié (85), per a les diferents especies
AH/A~ estudiades. Les energies estan donades en kcal/mol.

Espécies AEpTgas AGPT solv
H,0/O0H- 258.5  93.7
CH,OH/CH,0~ 239.3  97.8
1(CH;0H, H,0)/2(CH;0", H;0) 109 405
2(CH,0-, H;0)/4a(CH,0~, OH") 1036  62.6
3a(CH,OH, OH-)/4a(CH,0-, OH") 89.7 497
3b(CH,0H, OH~)/4b(CH,0-, OH") 80.3  41.8
5(H;0)/6(OH") 167 40.3

.
——

————

desprotonacié del CH30H és més senzilla que la de ’aigua, tant en fase gas com en
solucid, en total acord amb el resultat experimental publicat per Kimura et al. [117]
La diferéncia de 22.3 kcal/mol en la AGpr sy de ’aigua en els complexos 2 i 5,
permet interpretar els diferents pk, experimentals de ’aigua dels complexos A i B,
que sén 10.7 i 7.5, respectivament. [117] En conclusié, aquest estudi tedric permet
mostrar la important disminucié de I’acidesa de ’aigua en el complex B quan un anié

entrant s’uneix en una cinquena coordinacid al zinc.

3.3.4 DISCUSSIO

En aquesta seccié s’han estudiat els complexos 1-8 a nivell ab initio utilitzant la

base 3-21G. Els resultats experimentals de Kimura et al. [117] es veuen confirmats
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pel present estudi.

S'ha trobat que l’enllag d’anions als complexos tetracoordinats és més fort que
I'enllag de lligands neutres. Aquests anions estabilitzen 1’estructura de tbp quan es
situen en posicions equatorials. Per contra, quan es situen en posicions axials donen
lloc a la formacié de complexos molt poc estables, que en alguns casos poden arribar
a descomposar-se. La formacié d’enllagos d’hidrogen intramoleculars pot ésser un
factor important d’estabilitzacid de la coordinacié d’anions com a cinque lligand. Per
la seva part, ’enllag de dos lligands anionics a l'esfera de coordinacié del Zn*? és
dificil, de manera que inclis quan els dos anions es troben en posicions equatorials es

formen complexos poc estables.

L’energia de desprotonacié de I’aigua coordinada al Zn*? no es troba massa afec-
tada pel nimero de lligands, si aquests s6n neutres. Ara bé, si sén anidnics, I’energia
de desprotonacié d’aquesta aigua augmenta considerablement, de manera que el seu

pkas també augmenta i la seva acidesa disminueix.

Tot i que la coordinacié d’un anié suposa un canvi d’una unitat en la carrega total
del complex, la carrega sobre l’dtom de Zn no canvia massa. Aixi, un augment de la
carrega positiva global en dues unitats atdmiques suposa un increment de només 0.3
electrons sobre I’atom de zinc. Per tal de mantenir la carrega més o menys constant,
’atom de zinc modifica la seva distancia als lligands, i com a conseqiiéncia disminueix

la transferéncia de carrega des d’aquests.

L’energia d’estabilitzacié per efecte del solvent augmenta en fer-se més gran la
carrega total del complex i en disminuir el nimero de coordinacié, mentre que els
enllagos Zn-lligand es debiliten. Les energies lliures de desprotonacié es troba que
sén més properes a les experimentals quan s'inclou 'efecte de la solvatacié. Si bé

el nivell de calcul emprat no permet realitzar una evaluacié acurada dels pk, de les
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diferents espécies que hi intervenen, cal dir que 'ordre de les afinitats protoniques
dels diferents lligands en els complexos estudiats s’ha pogut reproduir correctament

mitjangant els calculs realitzats.

En aquest estudi hem comprovat que la inhibicié anionica de la CA és deguda a
la disminucié d’acidesa de l'aigua coordinada al Zn*?. L’augment del pk, d’aquesta
aigua dificulta la generacié de l'espécie activa EZn"(OH™), i per tant, bloqueja el
cicle catalitic. Aquesta interpretacié havia estat ja proposada a partir d’estudis ex-

perimentals. [74,86,107,130,131,174,429]

Els resultats que hem presentat donen una primera indicacié del problema de
I’intercanvi de HCO3 per H;0 en la CA, que tractarem amb més detall en el proper
apartat. Per comengar, hem vist que els lligands anidonics tenen una energia d’enllag
molt més gran que els neutres. Per tant, cal pensar que ’intercanvi directe del HCOj3
per I'H;0 ha d’ésser un procés molt dificil, donat que es tracta de substituir un lligand
anionic per un de neutre. Ara bé, la desprotonacié previa de l’aigua per donar el grup
hidroxil, ha de facilitar ’alliberament posterior del HCOj3 per regenerar aixi ’espécie
activa, tal com han posat de relleu diferents autors. {131} De fet, la formacié d’un
complex de Zn*? amb dos anions en |’esfera de coordinacié ha de debilitar molt els
enllagos dels lligands, i ha de donar lloc a un complex poc estable i facilitar aixi la
sortida del HCOj3. Per acabar, |’efecte del medi ha d’actuar també ajudant la sortida

del HCO;3.

Tots aquests aspectes importants de l'intercanvi de HCO3; per H;O que hem
adelantat aqui, seran tractats més exhaustivament en el proper apartat del capitol de

resultats.
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3.4 ESTUDI DEL BESCANVI DE HCO; PER
H,O EN LA CA

Un cop formada ’especie EZn"'(HCO7), el pas segiient en el cicle catalitic de la
CA és la regeneracié de l'especie cataliticament activa EZn"(OH~), el que comporta
’eliminacié del bicarbonat i la coordinacié d’una molécula d’aigua que es desprotona.

El procés pot formular-se com:
EZa''(HCO3) + Ha0 = EZn'(OH™) + HCOF + H* (86)

Aquest és probablement el pas menys estudiat dels que composen el mecanisme global
de reaccié de la CA. Concretament, només hi ha un estudi experimental de RSE [85]
on es parla de la formacié d’un complex pentacoordinat en aquest pas del mecanisme,
i on s’ha proposat que en primer lloc es dona l’entrada d’una molécula d’aigua en
'esfera de coordinacié del metall, i posteriorment es produeix la sortida del bicar-
bonat. D’estudis tedrics només n’hi ha un amb el meétode semiempiric AM1. [157]
En aquest estudi, s’ha trobat que el procés directe que comporta la sortida del bi-
carbonat i ’entrada de ’aigua no és factible. En canvi, s’ha optimitzat un complex
pentacoordinat amb una estructura de bipiramide trigonal, on el bicarbonat ocupa
una de les posicions axials i ’aigua una de les equatorials, que sembla ésser un in-
termedi del procés d’intercanvi. A partir d’aquest complex, els autors proposen, per
explicar ’eliminacié del HCOj3 i la regeneracié de ’espécie cataliticament activa, un
mecanisme de transferéncia d’un proté de l'aigua al bicarbonat, amb eliminacié de
H,COj3 i formacié simultania de I'especie activa EZn"'(OH~). El problema d’aquest

mecanisme és que no compleix la cinética ping-pong per al procés catalitic, la qual
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és generalment acceptada per tots els investigadors d’aquest camp. Aquesta cinetica
implica que l’eliminacié del bicarbonat i la desprotonacié de l'aigua es fan en dues

etapes separades.

Com ja hem comentat hi ha clares evidéncies que en el transcurs del bescanvi
de bicarbonat per l'aigua es forma un complex pentacoordinat. Dedicarem aquest
apartat de la Tesi a l’estudi de complexos pentacoordinats que poden ésser importants

en l'etapa de regeneracié de ’especie activa en la CA.

L’experiéncia adquirida en la seccid anterior sobre geometria i estructura electro-
nica de complexos pentacoordinats ens serd molt ttil per tractar ara el problema del
bescanvi del bicarbonat per l’aigua en el nostre model de centre actiu d’anhidrasa

carbonica.

La base utilitzada per a aquest estudi (3-21G) i les restriccions geomeétriques
que s’imposen als lligands NHj; han estat les mateixes que les considerades en els
calculs de la seccié 3.1.2.1. En el procés d’eliminacié del bicarbonat, ’efecte del camp
creat pel medi pot ésser molt important en I’estabilitzacié de 1’espécie anidnica que
s’allibera. Per aquest motiu, s’ha introduit en els cilculs l’efecte del medi amb la
mateixa metodologia de model continu que s’ha emprat en la resta d’aquesta Tesi.
Els parametres experimentals que precisa el programa han estat els mateixos que els
utilitzats en la seccié 3.2.2.1.3. L’objectiu que ens hem proposat en aquesta part
de la Tesi és comprendre els factors que afavoreixen 1’eliminacié del bicarbonat i la
regeneracié de l’espécie activa. Hem subdividit aquest estudi en dues parts. En
primer lloc, tractarem els possibles intermedis pentacoordinats resultants de l'enllag
d’una molécula d’aigua a l'especie EZn(HCO3). Donat que s’ha proposat que la
desprotonacié de l’aigua pot debilitar I’enllag Zn*?-bicarbonat, [131] en una segona

part estudiarem els complexos pentacoordinats amb hidroxil i bicarbonat.
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3.4.1 ESPECIES DEL TIPUS (NH;);Zn(HCOj)(H;0)

En aquesta seccié ens proposem confirmar ’existéncia d’espécies pentacoordinades

amb bicarbonat i aigua, i estudiar l’energetica de I’eliminacié del bicarbonat.

Hem estructurat aquesta seccié de la seglient manera: en una primera part, pre-
sentarem les geometries dels complexos optimitzats; mentre que en una segona part,

discutirem les energies d’enllag d’alguns dels lligands.

3.4.1.1 Geometries optimitzades

En aquest apartat volem veure si I’enllag d’una aigua al (NH3)3Zn''(HCO3 ) déna
lloc o no a la formacié d’especies pentacoordinades de Zn*? estables, i en cas que
existeixin, establir la seva geometria. La nostra estratégia ha consistit en fer optimit-
zacions de geometria partint de complexos pentacoordinats. En aquestes optimitza-
cions que hem dut a terme no hem prejutjat en cap moment la geometria del complex
final, i hem deixat optimitzar tots els parametres que defineixen I’esfera de coordinacié
de cadascun d’ells. Aixd vol dir que el resultat final de les optimitzacions podia haver
donat tant complexos tetracoordinats amb eliminacié d'un lligand, com complexos
pentacoordinats en una estructura de tbp, o de sp, o també formes intermitges. També
cal dir que s’han permes canvis en la posicié dels lligands dins I’estructura inicial, de
manera que un lligand que inicialment sigui equatorial, pot acabar en una posicié axial
en el complex final optimitzat. Com ja hem comentat el resultat de les optimitzacions
depén del punt de partida inicial. Nosaltres hem considerat dos punts de partida
diferents, el complex (NH3)3Zn(H30)eq(HCO3 )ax i €l (NHa)3Zn™(H30)ax(HCO3 eqs

els dos en forma de tbp. L’'optimitzacié d’aquestes dues espécies ens ha portat a dos
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minims diferents que corresponen a dos complexos pentacoordinats que hem anomenat
weba 1 wabe segons la posicié que ocupen l’aigua i el bicarbonat en l'esfera de

coordinacid.

La figura 36 mostra la geometria del complex (NHj)aZn"(H;0)eq(HCO3 )ax que
resulta de l’addicié d’una aigua al producte de la hidratacié del CO; en la CA, el
(NH3)3Zn™(HCO3). Aquest complex que hem anomenat weba té una aigua en la
posicié equatorial i un bicarbonat en la posicié axial d’una tbp forga distorsionada.
L’angle axial NaxZnO; és de 158.4°, i els angles equatorials sén de 115.7° (NquZEN,qz),
114.2° (NeqzZn04) i 129.4° (0,Z0N.q;). Tal com ja hem vist en la seccié anterior, en
els complexos tbp de Zn*? les distancies Zn-N axials sén més grans que les equatorials.
A més, aquest complex presenta un enllag d’hidrogen de caracteristiques similars al

del complex 2 de la seccié anterior i que ajuda a estabilitzar 1’estructura de tbp.

La geometria del mateix complex, perd ara amb l’aigua en una posicié axial i el
bicarbonat en una equatorial es mostra en la figura 37. En aquest complex pentaco-
ordinat en forma de tbp anomenat wabe ’angle axial N,;ZT;O.i és de 166.3°, mentre
que els equatorials NeqlﬁNqu, Nequ&lol i OIZ’;Neql, sén de 119.1°, 114.9° i 123.3°,
respectivament. En aquest complex també es forma un enllag d’hidrogen entre un
dels hidrogens de 1’aigua i I'oxigen 1. Ara la distancia de l'enllag d’hidrogen O,-H
és aproximadament 0.1 A més llarga que en el complex weba, i per tant sembla que
ha d’ésser un enllag d’hidrogen més feble. Aquesta impressié es veu reforgada pels
valors dels ordres d’enllag de Mayer [409] per a aquests dos enllagos d’hidrogen que
valen 0.091 i 0.072 per als complexos weba i wabe, respectivament. Com ja hem vist
en la seccié anterior, quan un lligand esta en posicié axial d’'una tbp en un complex
d!® MLs, transfereix menys carrega a ’Atom central. Per aquesta rad, el bicarbonat
del complex weba ha transferit menys carrega que el del complex wabe (0.306 en-

front de 0.322 electrons, respectivament). Per aix6 1’0, del bicarbonat en el complex
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Figura 36: Estructura del complex (NH3)3Zn!(H;0)eq(HCO3 )ax Weba optimitzat amb la
base 3-21G.
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Figura 37: Estructura del complex (NH;3)3Zn(H;0)ax(HCO3 )eq wabe optimitzat amb la
base 3-21G.

weba té més carrega negativa que el del wabe, i aixo explica per que forma un enllag

d’hidrogen intramolecular més fort.

Es interessant assenyalar que l'ordre d’enllag de Mayer per ’enllag Zn-O, passa de
0.584 en el complex tetracoordinat (NH3);Zn(HCO3 ) a 0.392 en el complex weba i
a 0.455 en el wabe. Aquests valors estan directament relacionats amb els valors de les
distancies Zn-O; que sén de 1.844, 1.951 i 1.890 A, respectivament. Es a dir, I’entrada
d’una molécula d’aigua com a cinque lligand, debilita ’enllag del bicarbonat. Aquest

fet és especialment notable en el cas del complex weba, on el bicarbonat ocupa una
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posicié6 axial. Es ben sabut que els o donadors s’uneixen amb més forga quan es situen

en posicions equatorials.

A partir d’aquestes dues geometries s’apunta la possibilitat de transferéncia d'un
proté de l'aigua al bicarbonat. En aquest cas es formaria el complex pentacoordinat
(NH;)3Zn'(OH~)(H,CO3) amb un grup hidroxil coordinat al zinc, i un H,CO3 que és
d’esperar s’alliberi amb més facilitat donat que es tracta d’un lligand neutre. Aquesta
possibilitat ha estat proposada per Merz et al. [157] a partir de calculs tedrics amb
el metode AM1.

Quan s’ha intentat optimitzar el complex (NH3)3Zn(OH~)(H;CO3) en la hipersu-
perficie d’energia potencial amb I’hidroxil en posicié axial i 'acid carbonic en equato-
rial, o a l'inrevés, els resultats han estat sempre els complexos weba o wabe. Aquest
comportament I’atribuim a la més gran basicitat del grup hidroxil enfront del bicar-
bonat, el que provoca la transferéncia immediata d’un hidrogen de ’acid carbonic a
I'hidroxil, i que per tant el complex (NH3)3Zn"(OH~)(H;CO3) no sigui un minim en
la hipersuperficie explorada. Aixo ens fa concloure que la transferencia d’un proté de
'aigua al bicarbonat com a pas previ per a l'alliberament d’acid carbonic tal com han
proposat a partir de calculs tedrics Merz et al., [157) no és un procés massa probable
en la CA. De fet, experimentalment s’ha observat sempre la formacié de HCOj3 i mai

de H,COs3, [437] el que és una prova més a favor d’aquesta hipotesi.
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3.4.1.2 Energetica

En la Taula XXXVII es recullen els valors de les energies relatives al complex
inicial (NH3)aZn"(HCOj7) de les diferents espécies implicades en I’entrada de 'aigua
en 'esfera de coordinacié d’aquest complex i la posterior alliberacié del bicarbonat,
obtinguts per a diferents valors de la constant dielectrica del medi. Si ens fixem
primer en la diferéncia d’energia entre els complexos tetracoordinats inicial i final,
s’observa que per al sistema aillat (¢=1.00), aquest bescanvi és energéticament molt
costés (205.4 kcal/mol). La dificultat d’aquest bescanvi s’enten facilment si es té en
compte que s’elimina un lligand anidnic i se’n coordina un de neutre. Aixo significa
passar d’un complex inicial amb carrega total +1 a dos productes amb carregues +2
i -1. En fase gasosa aquest procés de separacié de carrega és extremadament desfa-
vorable. Logicament, ’existéncia d’'un medi dieléctric polaritzable que estabilitzara
notablement els productes, fard disminuir sensiblement aquesta diferéncia. Aixo es
veu clarament en la Taula XXXVII. A mesura que augmenta la constant dieléctrica
del medi, la diferéncia energetica es fa més petita, i per a €=78.36, acaba per ésser de
només 10.9 kcal/mol. L’explicacié d’aquesta tendéncia la podem trobar en el diferent
comportament que presenten les especies implicades enfront del medi dielectric. A
partir dels valors de la Taula XXXVIII es pot veure que de totes les espécies im-
plicades, els dos productes finals (NH3)32n"(H;0) i HCO3 sén els que tenen una
AG,.v més gran, i per tant, sén els que s’estabilitzen més per la presencia del medi.
Com ja hem comentat en el capitol anterior, l’energia lliure de solvatacié és tant més
gran quant més gran és la carrega total del complex i quant més gran és la cons-
tant dieléctrica. També és més important per a especies tetracoordinades que per a
pentacoordinades.

En la seccié anterior hem vist que les espécies pentacoordinades amb H;0 i HCO3

(weba i wabe) sén espécies estables. Els valors d’energies de la Taula XXXVII donen
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Taula XXXVII: Energies relatives (en kcal/mol) per a les diferents espécies que intervenen en
el procés de bescanvi del bicarbonat per 1’aigua, en medis d’e=1.00, 1.88 i 78.36, calculades
amb la base 3-21G.

e=1.00 ¢=1.88 ¢=T78.36

(NH;);ZnH(HCO;;) + Ha,O 0. 0. 0.
weba -26.5 -21.9 -15.0
wabe -26.4 -21.7 -14.9

(NHa)3Zo"(H;0) + HCO; 2054  112.7 10.9
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Taula XXXVIII: Energies lliures de solvatacié i les seves components electrostatica i de
cavitacié (en kcal/mol) per a les diferents especies que intervenen en el procés de bescanvi
del bicarbonat per 1’aigua en medis d’e=1.88 i 78.36, obtingudes amb la base 3-21G.

e=1.88 €=78.36

AGea Geaaw AGuw | AGa Gaar  AGeay
(NH3)3Zn'(HCO5) | -33.2 113 -21.9 | -73.4  18.8 -54.6
(NH3)3Zn'(H,0) |-91.9 10.1  -81.8 |-1956 16.7  -178.9
weba 315 121 -194 | -69.5 201  -494
wabe 314 120  -19.4 | -69.5 200  -49.5
hebe -11.3 116 03 | -281 194 -8.7
H,0 3.0 3.7 0.7 | -7.6 5.5 2.1
HCO; -369 51  -31.8 | -79.9 8.0 -71.9
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idea de l'estabilitzacié deguda a la coordinacié d’una molécula d’aigua. Aquests
valors per als sistemes aillats (¢é=1.00) sén comparables amb els obtinguts per a altres
lligands neutres en ’apartat 3.3 d’aquesta Tesi. En augmentar la constant dieléctrica
del medi, aquesta energia d’enllag disminueix, si bé I'efecte és molt menys notable

que en el cas de lligands anionics.

Per a un medi d’¢=1.00 la diferéncia energetica entre els complexos weba i wabe
és d'inicament 0.1 kcal/mol. En principi semblaria que hauria d’ésser més estable
el complex wabe, donat que els ¢ donadors més forts prefereixen situar-se en les
posicions equatorials per tal d’estabilitzar la tbp. [436] L’explicacié a la practica
igualacié d’estabilitats trobada en aquests dos complexos pentacoordinats s’ha de
buscar en la diferent intensitat dels enllagos d’hidrogen intramoleculars que es formen
en ambdés complexos. Ja hem comentat abans que l’enllag d’hidrogen en el complex
weba és més fort que en el wabe, el que permetria explicar ’anivellacié d’estabilitats.
Els AG,ov dels dos complexos no modi=quen les estabilitats relatives, donat que sén

practicament iguals per als dos.

L’iltim aspecte a comentar és ’energia necessiria per arrencar el HCO; dels
complexos pentacoordinats. En el cas del complex weba aquesta energia és de 231.9
kcal/mol en fase gasosa, perd disminueix fins a 25.9 kcal/mol en un medi d’e=78.36.
L’efecte del medi és, per tant, fonamental per entendre l’alliberament d’aquest anié.
Tot i aixi, el valor de 25.9 kcal/mol és encara massa alt per explicar els valors expe-

rimentals que es tenen.
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3.4.2 ESPECIES DEL TIPUS (NH;);Zn"(HCO3;)(OH")

Un cop s’ha coordinat una molécula d’aigua al complex (NH;)3Zn"(HCO3) poden
haver-hi diferents alternatives que ens permetin regenerar l’espeécie activa. Una d’elles
és la sortida directa del HCOj3 per donar lloc a I’especie (NH3)3Zn'(H;0). Ja hem vist
que aquesta possibilitat és poc probable degut a ’elevat cost energétic que comporta.
Una segona alternativa és la transferéncia protonica intramolecular d’un proté de
l’aigua coordinada al zinc cap al bicarbonat per formar el complex amb hidroxil
i HyCO,, (NH3)3Zn!(OH™)(H;CO3), on 'eliminacié del H;CO; seria relativament
senzilla. Hem comprovat com aquesta possibilitat tampoc és factible, donat que el
complex (NH3)3Zn"(OH~)(H;CO3) no existeix com a minim, i a més des d’un punt
de vista experimental, no s’ha observat mai la sortida d’una molécula de H;CO3;.
Finalment, una darrera possibilitat és la desprotonacié previa de l'aigua en l’espécie
(NH;)3Zn"(H,0)(HCOj3) amb formaci6 de l'especie (NH3)3Zn(OH~)(HCO3). En
aquesta especie la pérdua del HCOj seria molt menys costosa, degut a que com ja hem
vist els complexos pentacoordinats de Zn*? amb dos anions en 1’esfera de coordinacié
sén poc estables. A més |'alliberament del HCO; ens permetria recuperar l’espeécie
cataliticament activa (NH3)3Zn'(OH™). Val a dir que aquest darrer cami compliria
amb la cinética ping-pong observada experimentalment, donat que la transferencia
protonica des de l'aigua a un residu acceptor, i l'eliminacié de HCOj3; serien dos

processos separats.

Aquesta darrera possibilitat és la que volem estudiar en aquest apartat.
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3.4.2.1 Geometries optimitzades

Per al complex (NH;3);Zn(OH~)(HCO3 ) hem estudiat totes les possibilitats de
coordinacid, excepte aquella que suposa que tant I’hidroxil com el bicarbonat ocupin
posicions axials, possibilitat que s’ha descartat de bon principi. El motiu és que ja
hem comprovat a la seccié 3.3 que un complex de Zn*? amb dos lligands anionics
en posicions axials no és estable. Aix{ hem procedit a 'optimitzacié del complex
(NH3)3Za*(OH-)(HCO3) amb I'hidroxil en posicié equatorial i el bicarbonat en axial
(heba) i a la inversa (habe), i també amb I'hidroxil i el bicarbonat ocupant tots dos
posicions equatorials (hebe). S’ha observat que en els dos primers casos es perd
un lligand NHj, el que confirma la ja observada dificultat que presenta la CA per
acomodar dos lligands anidnics en el seu centre actiu. [130] En canvi, el complex
hebe resta com un minim pentacoordinat amb els dos lligands OH~ i HCOj3 enllagats

al Znt2.

De manera semblant al que passava per al complex 4a de la seccié anterior, el com-
plex (NH;3)3Za(OH~)(HCO3 ) només és un minim en la hipersuperficie de potencial
quan els dos lligands anionics es situen en posicions equatorials de la tbp, i formen un
complex que es troba dibuixat en la figura 38. L’estabilitat d’aquest complex enfront
dels altres dos, es podia preveure a partir de les conegudes preferéncies [436] dels o
donadors per les posicions equatorials d’una tbp en els complexos d!° MLs. Aquest
complex té una estructura de tbp més regular que els dos anteriors, amb un angle axi-
al Nox1Z0N,x; bastant lineal de 169.3°, i uns angles equatorials de 102.7° (N.qZnO;),
135.5° (012_504) i121.9° (O4ZEN,q), i que sumen 360.1°. La preséncia de dos anions
en dues posicions equatorials fa obrir molt I’angle 012304. Les distancies Zn-0, i Zn-
O« s6n de 1.956 1 1.824 A i els seus ordres d’enllag 0.399 i 0.798, respectivament, el que

ja déna una idea que el lligand hidroxil es troba més fortament enllagat que no pas el
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bicarbonat en aquest complex. Si comparem 'ordre d’enllag Zn-O; d’aquest complex
amb el del complex wabe (que és de 0.455), observem que I’enllag Zn-bicarbonat s’ha
debilitat al desprotonar-se 1’aigua per donar el grup hidroxil. S’ha estudiat també el
complex heba mantenint les distincies Zn-N fixes a 2.05 A i deixant optimitzar la
resta de parametres geometrics, per veure si aixi es perdia el HCO‘{," 1 relacionar aixd
amb la possibilitat que per alguna raé la ruptura de I’enllag Zn-N no fos possible en
la CA, i aixo facilités la sortida del HCO3. En el transcurs de l'optimitzacid no es
perd el HCOj3, si bé la distincia Zn-O, augmenta fins a 2.001 A i 'ordre d’enllag
disminueix a 0.354, mentre que el de l'enllag Zn-O4 augmenta fins a 0.841 en aquest
complex. Hem de concloure doncs, que la pérdua directa del HCO3 no és possible ni
en el cas de mantenir les distancies Zn-N fixes sense deixar que es perdi un grup NHj,

que com hem vist és el que passa quan s’optimitzen totes les variables geometriques.

Finalment, cal assenyalar que, a I'igual que el que haviem vist en el capitol anterior,
la carrega sobre el zinc es manté aproximadament constant en tots els complexos
tetra- i pentacoordinats estudiats. Concretament les cirregues sobre l'atom de Zn*?
sén de 1.29, 1.28 1 1.17 a.u. en els complexos weba, wabe i hebe, respectivament.
La carrega total sobre el grup HCO; tampoc canvia massa, i és per als mateixos

complexos de -0.694, -0.678 i -0.743 au, respectivament.
3.4.2.2 Energeética

Hi ha dos aspectes energetics a considerar. Hem vist a la seccié 3.3 que la coor-
dinacié d’un anié a 'especie (NH3)3Zn"(H,0) dificulta la desprotonacié de ’aigua.
Es tracta de veure en primer lloc, fins a quin punt la preséncia de ’HCO3 coordinat

fa augmentar l'energia de desprotonacié de l’aigua. Hem vist també que quan sén
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Figura 38: Estructura del complex hebe (NH3)aZn'(OH™ )eq(HCO3 )eq Optimitzat amb la
base 3-21G.
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Taula XXXIX: Energies de transferéncia protonica en fase gas i energies lliures de trans-
feréncia protonica en medis d'e=1.88 i €=78.36, per a la reaccié de desprotonacié dels
complexos weba i wabe. Les energies estan donades en kcal/mol.

—— o —————
e —— o

Espécies = AEprgas AGpre=188 AGPpT,=78.38

weba/hebe 84.5 68.9 51.2
wabe/hebe 84.2 68.7 51.1

dos els anions coordinats, I’eliminacié d’un d’ells és molt menys costosa. En segon
lloc tractarem de com la preséncia de I'hidroxil que s’ha format facilita la sortida del

bicarbonat.

En la Taula XXXIX es donen les energies de transferéncia protdnica (PTE) per a

la reaccid:

EZn""(H,0) + Ho0 — EZn''(OH™) + H30* (87)

Com a EZn'(H;0) es consideren els complexos weba i wabe.

Per al complex (NH3)3Zn!(H,0) hem vist (Taula XXX) que els valors de AEpT gas
1 AGpr,e=78.36 860 de -16.7 i 40.3 kcal/mol. La diferéncia en la AEpt g, entre aquest
complex i el weba, per exemple, és de més de 100 kcal/mol. Aquest augment de
I’energia de desprotonacié de l'aigua al passar d’'un complex tetracoordinat a un
de pentacoordinat, ja ha estat posada de manifest preéviament per altres autors.

[118,164,172]

Ara bé, en un medi d’e=78.36, la diferéncia entre les dues energies lliures de trans-
feréncia protonica (AGpr,=7s.38) és de només 10.9 kcal/mol. Comparant la despro-

tonacié de ’aigua en un complex com el weba amb la del complex (NH3)3Zn"(H;0),



292 CAPITOL 3. RESULTATS I | ;SCUSSIO

Taula XL: Energia (en kcal/mol) necessaria per arrencar un HCOj3 de I’esfera de coordinacié
del complex hebe, en medis d’e=1.00, 1.88 i 78.36, calculades amb la base 3-21G.

— —
e—

Energia €=1.00 €=1.88 ¢=78.36

wabe 231.9 134.6 25.9

hebe 131.8 76.6 16.0

s’observa que la del complex weba és veu molt afavorida per la preséncia de solucié
aquosa, mentre que la del complex (NH3)3Zn(H;0) es veu bastant dificultada. El
fet més interessant és que en un medi de constant dieléctrica gran, la preséncia d’un
bicarbonat en ’esfera de coordinacié no modifica excessivament I’energia de despro-

tonacié de l'aigua.

En la Taula XL es donen els valors de les energies necessaries per arrencar un
HCO3 de l’esfera de coordinacié del complex weba i hebe, en medis de diferent
constant dielectrica. S’observa que per al sistema aillat, I’energia necessiria per al-
liberar HCOj3 és 100.1 kcal/mol més petita en el complex hebe que en el weba. La
desprotonacié de l'aigua coordinada al zinc facilita doncs la sortida del grup HCOj3.
Aquest fet ja ha estat comentat a partir de calculs experimentals i teorics d’altres au-
tors. [80,131] Aquesta diferéncia es fa més petita en augmentar la polaritat del medi.
Per a €=78.36 és de només 9.9 kcal/mol en favor del complexe amb hidroxil (hebe).
Ara la perdua d’aquest bicarbonat en solucié aquosa només suposa 16.0 kcal/mol, el

que es troba més proper al que es podria esperar experimentalment.
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Tot aixo ens fa veure que si bé la desprotonacié previa de ’aigua és un procés que
facilita la sortida del HCOj3, aquesta desprotonacié és més costosa energéticament
quan el bicarbonat esta coordinat al Zn*? que no pas quan l’enzim 1’ha alliberat.
Aixi doncs, és interessant fer notar que juguem amb dos factors que es contraposen.
Per una part, la preséncia del HCO; en 'esfera de coordinacié del Zn*? dificulta
la desprotonacié de l'aigua, pero per una altra, un cop s’ha desprotonat l'aigua la

sortida d’aquest grup HCOj3 es veu molt més afavorida.

En un medi d’e=78.36 els dos factors que es contraposen per determinar si es
produeix primer la desprotonacié de l'aigua o l’alliberament del grup HCO3, han
perdut pes de manera notable. Per una part, la preséencia d’HCO3 en l'esfera de
coordinacié continua dificultant la desprotonacié de l’aigua, pero ara de manera molt
menys sensible. Per una altra, la sortida de 'HCO3 de ’esfera de coordinacid encara
estd afavorida per a la desprotonacié previa de I’aigua, pero la diferéncia tampoc és

tan gran.

3.4.3 DISCUSSIO

En aquesta secci6 hem estudiat 1’existéncia de complexos pentacoordinats en el
procés de bescanvi de HCO; per H;0 en l'esfera de coordinacié del Zn*?. Hem
comprovat que els complexos pentacoordinats amb bicarbonat i aigua (weba i wabe)
sén especies estables. Aquests complexos presenten estructura de tbp un xic dis-
torsionada. Es d’esperar doncs que, en el procés de bescanvi es formin especies
pentacoordinades, la qual cosa recolza les evidéncies esperimentals indirectes que es

tenen sobre aquest punt.

En el procés d’eliminacié del bicarbonat, la possibilitat que es faci a través d’una
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transferéncia protonica intramolecular amb formacié simultania de 'EZn'(OH-) i
Peliminacié d’un H,CO3, ha estat descartada. El complex (NH3)3Zn(OH™)(H,;CO;)
no és cap minim en la superficie d’energia potencial i la seva optimitzacié evoluciona
cap als complexos weba o wabe. Aquest resultat estd d’acord amb l’evidencia expe-
rimental de cinética ping-pong. S’ha considerat la possibilitat que la desprotonacié
de 1’aigua en el complex pentacoordinat sigui prévia a l’eliminacié del HCO3. Els
calculs han portat al complex (NH;3)3Zn(OH~)(HCO3), que és estable quan els dos

lligands anidnics ocupen posicions equatorials en la tbp (hebe).

Des del punt de vista energétic s’ha trobat que quan no es considera ’efecte del
medi, en els complexos weba i wabe és molt dificil perdre el lligand bicarbonat. En
el complex (NH3)3Zn(OH-)(HCO3) la perdua d'HCO3 és més senzilla. Perd per
una altra part, la preséncia de 'HCO3 en els complexos weba i wabe dificulta la
desprotonacié de l'aigua. Tots aquests resultats es mantenen en medis de constant
dieléctrica gran, si bé les diferéncies energétiques dels processos de desprotonacié i

perdua del bicarbonat es redueixen sensiblement.

A la vista dels resultats obtinguts podem proposar com a seqiiéncia viable en el
bescanvi de HCO3 per aigua en la CA una en la que: en primer lloc, es déna l’entrada
d’una molécula d’aigua en posicié equatorial; en segon lloc, es desprotona aquesta
aigua; i finalment, es perd el bicarbonat i es forma l'espécie cataliticament activa.
En ser la desprotonacid i ’eliminacié del HCO3; dos processos separats, entenem que

aquest mecanisme és compatible amb la cinética ping-pong.
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3.5 DISCUSSIO GLOBAL DEL MECANISME DE
LA CA

En aquesta Tesi s’han fet calculs mecano-quantics per tal d’estudiar el meca-
nisme d’hidratacié del CO, en presencia d’anhidrasa carbonica. En aquest capitol
volemn resumir els resultats més importants que hem obtingut en el nostre treball, i
relacionar-los amb els estudis experimentals i tedrics més remarcables que s’han dut -
a terme fins ara. Finalment, volem acabar describint una proposta de mecanisme

d’actuacié de la CA segons es desprén de 1'estudi que hem realitzat en aquesta Tesi.

Al llarg d’aquesta memoria hem dividit ’estudi del mecanisme d’hidratacié del
CO; en la CA en quatre parts que sén: en primer lloc, la desprotonacié de 1’aigua
per generar l'especie cataliticament activa; en segon lloc, I’apropament del CO; al
centre actiu de la CA; en tercer lloc, la formacié de 1'especie EZn(HCO3 ); i en quart
lloc, ’entrada de 1’aigua i sortida del bicarbonat. Comentarem ara els resultats més

relevants que hem obtingut de cadascuna d’aquestes etapes.

La desprotonacié de l'aigua per donar l’especie activa, ha estat probablement
I'etapa més estudiada, tant des d’'un punt de vista experimental com teoric. Ha
estat demostrat a partir d’efectes d’isdtop [125] que es tracta del pas limitant del
procés, i que per tant ha de tenir una barrera de l'ordre de 10 kcal/mol. Estudis
d’inhibicié, [120] marcatge isotdpic, [92,119,124,127] i d’espectroscopia electronica,
[84] han demostrat que la transferéncia d’un proté de l'aigua coordinada al zinc
fins al buffer es fa mitjancant una cadena de com a minim dues molecules d’aigua

cap a la His-64. Aquesta histidina juga el paper de receptor intermig del protd,
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que posteriorment passa al buffer. Teoricament s’ha estudiat utilitzant el metode
PRDDO [118] i ’AM1. [157] Amb el primer meétode s’ha conclos que la barrera
energética per a aquest procés és de 34 kcal/mol, quasi independentment del niimero
de molecules d’aigua que actuin de cadena entre I’aigua coordinada al zinc i la His-64.
Amb el métode AMI1 s’ha fet un estudi més complet i s’ha proposat que I'etapa de
desprotonacié va lligada a I’eliminacié del bicarbonat, de manera que la transferencia
protonica més favorable és la que ocorre des de ’aigua coordinada fins al bicarbonat,

per acabar amb 1’alliberament de ’acid carbonic.

El nostre estudi de la primera etapa ens ha servit, d’entrada, per determinar
el model de centre actiu i el nivell de calcul més adients per realitzar els calculs
de seccions posteriors. Hem preferit un meétode ab initio a un de semiempiric o
de mecanica molecular, donat que com hem explicat en els objectius, voliem una
descripcid el més acurada possible de totes les interaccions que tenen lloc en el centre
actiu de l’enzim. Com a contrapartida, logicament, el model utilitzat s’ha hagut
de simplificar al maxim. La base de calcul emprada ha estat la 3-21G, de qualitat
intermitga, a cavall entre una base minima i bases més esteses. Aquesta base ens ha
permes bones descripcions dels processos sense que aixd hagi suposat un temps de
calcul que fes ’estudi inviable. En tots els casos s’han dut a terme optimitzacions
de geometria per localitzar minims i estats de transicié en les superficies d’energia
potencial. Per a algunes espeécies s’ha introduit ’efecte de la correlacié electronica al
nivell MP2. Hem elegit com a model de centre actiu el (NH3)3Zn"(H;0), on els tres
NH; representen les His-94, 96 i 119, que es troben coordinades directament al Zn*?
en la CA. Sempre que ha estat indispensable en el mecanisme que s’estava tractant,
s’ha incorporat a la descripcié del centre actiu una molécula d’aigua addicional. Per
acabar, s’ha representat el camp creat per ’entorn mitjangant un métode continu. Els

avantatges d’aquest model 3én: en primer lloc, permet un tractament ab initio donat
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que el nimero d’atoms considerat no és massa gran; en segon lloc, recull els efectes
més importants produits pels lligands; i en tercer lloc, permet fer un estudi complet
del mecanisme, amb determinacié de barreres d’activacié. Les limitacions del model
sén també evidents. En primer lloc, el nimero de residus considerat és massa petit
per esperar tenir una bona descripcié de totes les interaccions que es produeixen en el
centre actiu de la CA durant el procés de catalisi. En segon lloc, si bé la base de calcul
és acceptable, es troba encara lluny del limit Hartree-Fock, i a més les correccions de
correlacié només s’han realitzat fins a segon ordre (MP2). Per acabar, a l'introduir el
camp de l'entorn no reoptimitzem les espécies que hi intervenen, malgrat que ’efecte

del camp ha de modificar substancialment les superficies d’energia potencial.

Del nostre estudi de la transferéncia protonica hem deduit que el Zn*? catalitza
aquest tipus de processos basicament a través d’efectes de tipus electrostatic i de
transferéncia de carrega. A més s’ha comprovat que la barrera energetica de la trans-
feréncia a una molécula d’aigua és elevada a menys que hi hagi també algun grup
més basic que dongui la 'driving-force’ necessaria perque es produeixi la transferéncia
protonica. Hem vist que és molt probable que aquest grup sigui la His-64. A més,
hem trobat que la transferéncia protonica intramolecular de ’aigua coordinada cap
al bicarbonat que s’ha format no és possible degut a |’elevada afinitat protonica del
grup hidroxil. Aixd contradiu d’altres resultats teodrics, pero esta d’acord amb els
resultats experimentals segons els quals el mecanisme de la CA estd governat per
una cinética ping-pong. En aquest tipus de cinética, la desprotonacié de l’aigua per
generar 'especie activa i la formacié del bicarbonat corresponen a dues etapes succe-

sives.

Per a l’enllag del CO,, Riepe i Wang (93] varen concloure, a partir d’un canvi
de 2.5 cm™! en la freqiiéncia del streching asimeétric del CO,, que el CO; no s’uneix

directament al metall. Estudis tedrics de Merz et al. {157] havien reforgat aquesta
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hipotesi. Per la seva banda, un treball experimental d’inhibicié anidnica, {128] i
calculs tedrics de Pullman [163] i de Lipscomb {118] van suggerir que el CO; si que es
coordina directament al metall. Els nostres resultats mostren un CO; proper al centre
actiu de I’enzim amb interaccions essencialment de tipus electrostatic. L’efecte més
important de la interaccié del metall amb el CO; és la reordenacié de carrega que es
produeix en aquesta iltima molécula, de manera que queda activada per al posterior
atac nucleofilic de I’hidroxil. L’estudi de la densitat electrénica demostra que no
pot parlar-se propiament d’enllag del CO, al Zn*?, si bé la important component

electrostatica en la interaccid estabilitza fortament el complex inicial.

Hi ha forga controversia sobre si en aquest estadi de la interaccid, s’ha iniciat o
no ’atac nucleofilic. Ja hem comentat que els resultats dels estudis tedrics reportats
fins ara han arribat a resultats contradictoris. Lipscomb [118] va considerar que en
'intermedi inicial, ’atac nucleofilic ja s’ha acabat. Per contra, Jacob et al. [173]
i Merz et al. [157] van creure que encara ha de comengar. Els resultats que hem
obtingut en aquesta Tesi depenen del model de centre actiu i de la base emprats per
al seu estudi. En el model més complex que incorpora una molécula d’aigua, s’obté
una distancia del C a 1’0 de ’hidroxil molt petita i una transferencia electronica cap
al CO; important, que ens indica que l’atac nucleofilic es troba bastant avangat en
aquest intermedi inicial, encara que no acabat del tot, com demostra la preséncia
en el vector de transicid, per a la formacié de ’'HCOj3, d’una certa component que
correspon a aquest atac nucleofilic. En qualsevol cas, és interessant fer notar que en

el cas d’existir una barrera per a ’atac nucleofilic, aquesta ha d’ésser molt petita.

S’han proposat dos possibles mecanismes per explicar la formacié d’HCO3 en el
centre actiu, els anomenats mecanismes de Lipscomb i de Lindskog. Des d’un punt
de vista experimental, el primer ve recolzat per diferents estudis, [119,401] el més

remarcable dels quals és el de la substitucié del proté del bicarbonat per algun grup
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alquil. [119] Calculs teodrics amb el métode PRDDO [80] també donen barreres de
reaccié més petites per a aquest mecanisme que per al de Lindskog. El mecanisme de
Lindskog també es basa en una série de treballs experimentals i tedrics. Inicialment
proposat per Lindskog a partir d’estudis cinétics i de NMR C'3, [71,125,412,413]
posteriorment ha estat confirmat com el més probable per diferents autors a partir

de cilculs tedrics. [157,173]

En els nostres resultats s’observa que el mecanisme de Lindskog és en principi el
més favorable. Ara bé, quan s’inclou una molécula d’aigua addicional a la descripcié
del centre actiu, es produeix una disminucié important de la barrera de reaccié del -
mecanisme de Lipscomb. La molecula d’aigua afegida al nostre model actua com a ca-
talitzador bifuncional, de manera que es forma una cadena que facilita la transferéncia
protonica que déna lloc a la formacié de 'HCOj. Ja hem comentat que experimental-
ment es sap que sén més o menys deu les molécules d’aigua que es troben al voltant
del centre actiu de I’enzim, i que alguna d’elles pot intervenir activament en la reaccié.
Aixi mateix, tant ’efecte de ’entorn com la introduccié de correccions de correlacié
electronica afavoreixen el mecanisme de Lipscomb enfront del de Lindskog. La con-
sideraci6 global de tots aquests efectes porta a barreres per a aquests dos mecanismes
que difereixen en aproximadament una kcal/mol, i que es troben per sota del valor
maxim esperat des d’un punt de vista experimental, que és de 10 kcal/mol. Aixo
ens fa concloure que la reaccié en la CA podria donar-se per les dues vies, donada la
petita diferéncia energetica trobada entre les barreres per ambdés mecanismes. En
aquest cas, les fluctuacions de les molécules del medi, i en especial de les molécules
d’aigua properes al centre actiu de l’enzim, governarien la cinética de la reaccié, i
provocarien que la reaccié es produis per una via o altra. Per discutir més a fons
aquest punt caldria realitzar calculs dindmics amb introduccié de l’efecte de I’entorn.

Dissortadament, aquests calculs, avui per avui, es troben lluny del nostre abast, tant
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des d’un punt de vista de software com de hardware.

Respecte al bescanvi de I'HCOj3 per l'aigua, ja hem comentat que tant des del
punt de vista experimental com teoric és poc el que s’ha descrit. A partir d’un
treball de RSE [85] s’ha comprovat la formacié d’un complex pentacoordinat durant
aquesta etapa. Amb el métode AM1 [157] s’ha optimitzat un complex pentacoordinat
que presenta una estructura de bipiramide trigonal on el bicarbonat ocupa una de
les posicions axials, i l'aigua una de les posicions equatorials. En el nostre treball
hem demostrat l’existéncia d’espécies pentacoordinades d’aquest tipus com a especies
estables, i per tant, creiem molt probable que el mecanisme de bescanvi es faci passant
per complexos del tipus (NH3)3Zn"(H;0)(HCO3). En concret hem localitzat dos
complexos estables pentacoordinats d’aquestes caracteristiques amb estructura de
tbp. Hem considerat després la desprotonacié de ’aigua en el complex pentacoordinat
i hem obtingut un complex (NH;)3Zn(OH~)(HCO3) amb els dos lligands anionics
en posicions equatorials. L’anilisi energetica ha permés establir que la perdua del
prot6 de l'aigua facilita molt la sortida del grup bicarbonat. Tots aquests resultats
ens han portat a proposar la hipotesi que la desprotonacié de I’aigua en un complex
pentacoordinat pot ésser previa a l’eliminacié del bicarbonat. Es interessant fer notar
que en aquest procés de bescanvi hi juguen dos factors que es contraposen. Per una
banda, la desprotonacié de l’'aigua és energéticament més costosa quan hi ha un
bicarbonat coordinat al Zn*?, pero per una altra, l’eliminacié del bicarbonat és més
senzilla quan s’ha desprotonat l’aigua que es troba coordinada al Zn*2?. La inclusié

de l'efecte del camp de reaccid és clau per entendre el procés de bescanvi.

Per acabar, basant-nos en els resultats obtinguts voldriem fer una proposta de
mecanisme catalitic global de la CA. Segons aquesta, a través d'una transferéncia
protonica fins a la His-64, es genera l'especie activa EZn(OH™). Tot seguit, el CO;

s’aproxima al centre actiu, i forma un intermedi en el que I’atac nucleofilic del grup
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EZn''(OH~) al CO; esta ja quasi acabat. En aquest intermedi, el CO; no es troba
directament coordinat al metall, encara que si que pot ésser considerat com un cinque
lligand distant. Tot seguit, la formacié del HCOj3 a partir d’aquest intermedi té lloc
simultaniament a través de dues vies, com sén les del mecanisme de Lipscomb i del
mecanisme de Lindskog, amb barreres d’activacié inferiors a 7 kcal/mol. El proper
pas és la coordinacié d’una molécula d’aigua al metall que déna lloc a la formacié
d’un complex pentacoordinat tbp. Tot seguit es perd un proté d’aquesta aigua que
és acceptat molt probablement per la His-64. Finalment, s’allibera el HCO3, i aixi es
regenera l’espécie cataliticament activa EZn(OH™), que permet tornar a recomengar

el cicle catalitic.
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