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1. Abstract.

19-06-2025

In this work, the study of bioluminescence in fungi is addressed, a process in which there are still uncertainties
regarding the possible reaction mechanisms and the structure of the chromophore responsible for light emission in
the enzyme-substrate system (luciferin/luciferase). Despite its complexity, fungal bioluminescence has numerous
biotechnological applications, ranging from its use as natural biosensors for toxin detection to its implementation
in transgenic plants that autonomously produce light, potentially reducing light pollution.

To better understand this process and explore new applications, computational calculations provide a com-
plementary approach to experimental methods. For this reason, this work aims to predict the structure of the
neutral isomers of fungal oxyluciferin (the responsible chromophore for emission) in its ground state using cal-
culations based on the Density Functional Theory (DFT). Relative Gibbs free energies have been compared to
identify the most stable structure, and the relative populations have been computed to determine which isomer
is most abundant at equilibrium.

Additionally, absorption spectra calculations have been carried out using Time Dependent (TD) DFT to
determine the first five excited electronic states and their energies in vacuum. Through these spectra, the
molecular orbitals responsible for the electronic transitions with the greatest contribution to the excited states
have been characterized. Finally, the effect of water solvation on the fungal oxyluciferin isomers and the resulting

stabilization of the excited states has been studied through polarizable continuum model (PCM) calculations.

2. Resumen.

En este trabajo se aborda estudio de la bioluminiscencia en los hongos, un proceso en el que atn existen
dudas sobre los posibles mecanismos de reaccién y sobre la estructura del croméforo responsable de la emision
de luz en el sistema enzima-sustrato (luciferina/luciferasa). Aunque atin haya incégnitas sobre este sistema,
la bioluminiscencia en hongos tiene numerosas aplicaciones a nivel biotecnolégico, que van desde su uso como
detectores de toxinas, funcionando como biosensores naturales, hasta su uso en plantas transgénicas que generen
luz de manera auténoma, reduciendo la contaminacién luminica.

Para entender mejor este proceso y encontrar nuevas aplicaciones, una via complementaria a la experimental
es el estudio mediante calculos computacionales. Por este motivo, este trabajo predice la estructura de los
isdmeros neutros de la oxiluciferina fingica (croméforo responsable) en su estado fundamental a partir de cdlculos
basados en métodos de mecénica cudntica con la teoria del funcional de la densidad (DFT), comparando energias
libres de Gibbs relativas para encontrar la estructura més estable. Ademads, se han calculado las poblaciones
relativas con el fin de determinar que isémero es més abundante en el equilibrio.

También, se han realizado célculos de los espectros de absorcién mediante TD-DFT para determinar los
cinco estados excitados mas brillantes y sus energias en el vacio. Mediante el calculo de los espectros se han
identificados los orbitales responsables de las transiciones electronicas con mayor contribucién en los estados
excitados. Por ltimo, se a estudiado el efecto del agua en el espectro de absorcién de los isomeros de oxiluciferina

fingica y la estabilizacién de los estados excitados mediante cdlculos en un continuo polarizable (PCM).
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3. Introduccion.

19-06-2025

La bioluminiscencia es la capacidad que presentan algunos organismos vivos, como por ejemplo bacterias y
hongos, de emitir energfa en forma de luz como resultado de una reaccién quimica. Este fenémeno ha despertado
la curiosidad humana durante siglos, dando lugar a numerosas investigaciones y descubrimientos. En el caso de
los sistemas bioluminiscentes fangicos, destaca el experimento de Robert Boyle (1627-1691), donde se descubrié
que el proceso de bioluminiscencia en los hongos requeria de aire para llevarse acabo o las investigaciones de
Raphaél Dubois (1849-1929)[1] que llevaron al descubrimiento de dos compuestos, un sustrato al que denomind
luciferina y una enzima a la que denominé luciferasa. Este complejo enzima-sustrato es el responsable de la
bioluminiscencia. Este trabajo se presenta en el estudio computacional de la bioluminiscencia fingica, de los
cuales a dia de hoy se conocen méas de 125 especies y se sabe que todos ellos pertenecen al grupo de los
basidiomicetos, que se denominan asi por la estructura que presentan denominada basidio. Se cree que esta
bioluminiscencia en los hongos podria estar relacionada con la autodefensa mediante camuflaje o incluso para
la propia depredacion.[2]

Las aplicaciones asociadas a la bioluminiscencia fingica tienen una gran relevancia en el &mbito biotecnologi-
co. Esto se debe a que presentan un gran potencial para su uso en pruebas toxicolégicas debido a que el proceso
bioluminiscente estd directamente relacionado con su metabolismo y la exposicién a sustancias téxicas podria
afectar a la intensidad de luz emitida. Esto podria deberse a que la acumulacién de sustancias toxicas afectaria
a la produccién de ATP, lo que a su vez afecta indirectamente a la disponibilidad de coenzima nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH, por sus siglas en inglés), esencial en la sintesis del precursor de la lucife-
rina, provocando en la mayoria de especies fingicas una disminucién en la emisiéon de luz. Esto convierte a los
hongos bioluminiscentes en posibles biosensores naturales capaces de detectar la contaminacién ambiental.[3]
Ademas, el sistema bioluminiscente de los hongos puede llevar a la creacion de plantas transgénicas que generen
luz de manera auténoma, que podrian utilizarse en un futuro en arquitectura urbana sustituyendo la iluminacion
artificial.[4]

El potencial de las aplicaciones biotecnolégicas de la bioluminiscencia en los hongos y las diversas dudas
que existen sobre diferentes mecanismos en su proceso, despiertan un gran interés a nivel cientifico. Por ello,
este trabajo de fin de grado se centrard en el estudio computacional de la oxiluciferina fingica y sus isémeros,
con el objetivo de contribuir a la comprensién de su estructura, propiedades y relevancia dentro del sistema
bioluminiscente de los hongos.

Como se puede observar en la Figura 1, se produce de una primera etapa catalizada por la enzima hidrolasa
en la que el precursor de la luciferina fingica, la hispidina, se oxida con ayuda de la coenzima nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH, por sus siglas en inglés), dando lugar a la 3-hidroxihispidina (luciferina
fingica). En la segunda etapa, la luciferina se oxida generando un éster intermedio de alta energia (HEI, por
sus siglas en inglés), que se descompone liberando diéxido de carbono y dando lugar a la oxiluciferina fingica
en el estado electrénico excitado singlete (S1).[5] Al relajarse esta molécula a su estado electrénico fundamental
(So) en la tercera etapa, se libera energia en forma de luz, con una longitud de onda de aproximadamente
530 nm. En la cuarta etapa, la oxiluciferina fingica en su estado fundamental, se hidroliza para dar lugar al
acido caféico. Aunque no hay evidencias concluyentes sobre la enzima que cataliza esta reaccién, se cree que
podria tener lugar en el sitio activo del citocromo P450 o CPH (hidrolasa de cafeilpiruvato). Ademas, tampoco
se conoce el mecanismo.[6] El proceso de bioluminiscencia fingica estd acoplado con la ruta metabdlica de la
cafeina ya que el acido caféico participa en el ciclo catalitico de la luciferina, permitiendo la recuperacion de

la hispidina en la dltima etapa. Esta etapa consiste en una reacciéon de condensacién del dcido caféico con la
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molécula metabdlica Malonil-CoA y con una molécula de adenosin trifosfato (ATP), todo ello catalizado por la

enzima hispidina sintasa (HispS), recuperando la hispidina.

ATP, Malonil-CoA

Hispidina

HispS

o - Hidrolasa
. Acido caféico on 0,, NADPH

OH
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on
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gl (éster intermedio de alta energia)

Figura 1: Ciclo catalitico de la oxiluciferina fingica.

También existen muchas dudas sobre la descomposicién del éster intermedio de alta energfa (HEI, por sus
siglas en inglés) formado a partir de la oxidacién de luciferina fungica en la segunda etapa de la reaccién
bioluminiscente, que da lugar a la oxiluciferina fingica excitada y en la actualidad existen tres hipétesis sobre
este mecanismo. Como se puede observar en la Figura 2, la hipdtesis de TH-BL (Thermally state induced
bioluminescence) propone una primera liberacién térmica de diéxido de carbono a partir de la ruptura del
endoéster formando un intermedio, que mediante la ruptura homolitica del enlace perdxido, consigue poblar
el primer estado singlete excitado, dando lugar a la oxiluciferina fingica excitada electrénicamente. Por otro
lado, la hipdtesis de ES-BL (Excited state induced bioluminescence) propone que se produce primero la ruptura
del enlace O-O en el éster intermedio, generandose un dirradical en estado triplete (77) y luego se libera una
molécula de diéxido de carbono, provocando una relajacion vibracional de este estado triplete. La energia del
estado triplete, seria cercana a un punto de cruce de minima energia con el estado singlete (S7), por lo que se
produciria un cruce de sistemas del estado triplete al singlete y posteriormente habria una relajacion vibracional
desde el punto de cruce de minima energia al minimo del estado S7, obteniéndose la oxiluciferina fingica en su
estado excitado. Aunque estas dos hipdtesis son plausibles, la hipétesis de TH-BL es la més aceptada ya que
requiere de una energia de activaciéon menor a ES-BL, ademés de que la existencia del dirradical en estado triplete
no ha sido todavia demostrada.[7] Por dltimo, existe otra hipdtesis que propone una ruptura entre C-O dando

lugar a una molécula con carga positiva en un carbono y negativa en un oxigeno (zwitterion). La formacién del
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zwitterion favorece la salida de la molécula de didxido de carbono gracias a su polaridad y después la molécula
se relaja vibracionalmente para generar la oxiluciferina fingica en su primer estado excitado. Mediante calculos
computacionales se ha demostrado que la hipotesis del zwitterion es mas plausible que la hipotesis de ES-BL y
es enérgicamente mas viable la formacién del zwitterion que la formaciéon de un éster muy estable, como en la
hip6tesis de TH-BL.[8]

0—20
oH - ‘73/

zwitterion

o-
Ho
o ;
OH
co,

OH Oxiluciferina fungica

\ / OH/

TH-BL OH

Figura 2: Hipétesis de la descomposicién del HEIL

A parte de la degradacién del éster, la estructura del isémero de la oxiluciferina fingica excitada que da
lugar al proceso de bioluminiscencia, no se sabe con exactitud. Como se puede ver en la Figura 3, existen cuatro
isdbmeros neutros resultantes del equilibrio keto-enélico de la molécula de oxiluciferina (3a == 3b y 3¢ ==
3d). Estas cuatro moléculas han sido estudiadas en este trabajo con el objetivo de determinar cuél de ellas es el
isdbmero mas probable responsable de la emisién de luz en el proceso de bioluminiscencia fungica. La geometria
del cromé6fomo es importante ya que determina el punto de la superficie de energfa potencial (PES, por sus
siglas en inglés) en el que se encuentra la molécula y, segiin este punto, la energia y la densidad electrénica de
los distintos estados electrénicos va cambiando. Dependiendo de como esté distribuida la densidad electrénica
de cada estado, la probabilidad de que se emita un fotén al pasar del estado excitado al estado fundamental
de manera radiativa, serd mayor o menor. A su vez, la estabilidad relativa entre moléculas relacionadas por
tautomerismo determinara la poblacion relativa entre ellas, siendo la méds abundante la que mayor peso tenga
en la emision. Estos isomeros de la oxiluciferina fingica son isémeros geométricos, que se diferencian en la
configuracién (E/Z) de la insaturacién del carbono 3 o del carbono 2, siendo iguales en la insaturacién del
carbono 5 (5E). También existe la posibilidad de que se formen especies aniénicas por equilibrios dcido-base

pero en este trabajo no se van a tener en cuenta.
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Figura 3: Isbmeros neutros de la oxiluciferina fangica.

4. Objetivos.

El objetivo general de este trabajo es estudiar, mediante calculos computacionales, los isémeros geométricos
de la oxiluciferina fingica en su forma neutra para poder determinar cudl de ellos es el posible croméforo en
el proceso de emision de luz comentado anteriormente. Para ello se han llevado acabo una serie de objetivos
especificos:

1. Prediccién de los posibles isémeros (equilibrio keto-endlico) de la oxiluciferina fingica en su estado fun-
damental y determinaciéon del méas estable. Para ello se calcularon las geometrias de minima energia y se
compararon las energias relativas entre ellas. También se tuvo en cuenta la energia libre de Gibbs del sistema
para calcular poblaciones relativas y asi poder determinar que isémero es mas abundante en el equilibrio.

2. Célculo del espectro de absorcién de cada isémero geométrico, y prediccién de los estados excitados (S;,)
mas probables de ser poblados tras la absorcién de luz, ademas de sus energias.

3. Identificacién de las transiciones electrénicas con mayor contribucién en los estados de excitados y en qué
region de la molécula estan localizadas.

4. Célculo de los momentos dipolares de los isémeros en el estado fundamental y excitado en el vacio y en
agua mediante célculos mecano-cudnticos (QM, por sus siglas en inglés) en un continuo polarizable (PCM, por

sus siglas en inglés) para estudiar la estabilizacion frente a un disolvente.
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5. Plan de trabajo.

19-06-2025

Semanas 1-3. Buisqueda de bibliografia relacionada con estudios computacionales de la oxiluciferina fingica
y realizacién de una presentacién introductoria para familiarizarse con el contexto del tema. Eleccién de los

programas y calculos que se van a utilizar.

Semanas 4-5. Aprendizaje del sistema operativo Linux y los programas informaticos Gaussian, Gaussview y
Molden.

Semanas 6-8. Célculo de geometrias de los isémeros geométricos de la oxiluciferina fingica en su estado
fundamental Sy y recopilacién de datos de la energia electrénica de la molécula y la energia libre de Gibbs para

calcular las poblaciones relativas.

Semana 9-11. Célculo de los 5 primeros estados excitados de cada isémero de la oxiluciferina y recopilacion
de las transiciones de orbitales méas relevantes, con coeficientes > 0.1, de los estados excitados més brillantes.

Caracterizacién de los orbitales.

Semana 10-12. Célculo de los espectros de absorcién en agua mediante cdlculos de un continuo polarizable
(PCM, por sus siglas en inglés) y célculo de las constantes dipolares tanto de los estados fundamentales como

de los estados excitados para determinar su estabilidad en agua.

Semana 13-15. Comparacién de los resultados finales con fuentes bibliograficas tanto computacionales como
experimentales. Una vez acabados los cdlculos computacionales, escritura de la memoria final del trabajo de fin

de grado recopilando los resultados finales y desarrollo de las conclusiones a partir de estos.

Semana 16. Elaboraciéon de una presentacion para la defensa del trabajo de fin de grado.

6. Meétodos de calculo y procedimiento tedrico.

Durante este trabajo se han empleado métodos computacionales basados en la mecéanica cuantica para
alcanzar los objetivos previamente establecidos. No se puede hablar de mecanica cuantica sin mencionar la
ecuacion de Schrodinger, que describe el comportamiento de los sistemas a nivel atémico y molecular. Sin
embargo, su resolucién exacta solo es posible para sistemas muy simples, por lo que es necesario recurrir a
aproximaciones como la aproximacion Born-Oppenheimer. Esta aproximacién permite desacoplar el movimiento
de los nucleos y de los electrones al considerar nula la velocidad de los ntcleos en comparaciéon con la de los
electrones debido a la gran diferencia de masa entre ellos. En sistemas con muchos electrones, resolver la ecuacién
de Schrodinger no es posible debido a la complejidad de las interacciones entre ellos (many-body problem). El
método Hartree-Fock (HF, por sus siglas en inglés), afronta este problema mediante la aproximacién del campo
medio (mean field aproximation), donde cada electrén se mueve en un campo promedio generado por la nube
electronica del resto de electrones del sistema, haciendo mas sencillos los calculos con un sistema de “dos”

cuerpos.
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Por otro lado, el método de la teoria del funcional de la densidad (DFT, por sus siglas en inglés) describe
la densidad electrénica como variable fundamental y es el método utilizado durante este trabajo. Ademas, es
fundamental contar con una representacién precisa de la funcién de onda o de la densidad electrénica. Esto
se logra mediante el uso de conjuntos de bases, que son un conjunto de funciones matematicas utilizadas para
aproximar los orbitales moleculares. Finalmente, en el trabajo se han estudiando moléculas en disolucién, por
lo que es necesario describir el efecto del disolvente en la molécula utilizando el modelo del continuo polarizable

para describir el efecto del disolvente sin tener que calcular todas las moléculas de disolvente de forma explicita.

6.1. Ecuacion de Schrodinger.

Esta ecuacién fue desarrollada por el fisico Erwin Schrodinger en 1925 y describe la evolucién temporal de

una particula en el contexto de la mecanica cuantica. La ecuacién es la siguiente:

0 ~
i (r,t) = Fo(r,) (1)

, % describe como varia la funcién

de onda respecto del tiempo y H es el operador Hamiltoniano que representa la energia total del sistema,

donde la 7 es la unidad imaginaria, h es la constante de plank reducida

tanto la energia cinética de los electrones y niicleos como la energia potencial resultante de las interacciones
electromagnéticas entre particulas. Por otro lado, ¥ (r,t) es la funcién de onda que contiene toda la informacién
del sistema cudntico y su médulo al cuadrado representa la probabilidad de encontrar la particula en una
posicién y tiempo determinados. Muchas veces interesa estudiar esta ecuacién independiente del tiempo para

estados estacionarios, donde la ecuacién de Schrodinger quedaria como una ecuaciéon de autovalores:

Hip(r) = Ey(r) (2)

donde, al aplicar el operador Hamiltoniano a una funciéon de onda dada, se consigue esa misma funcién de
onda multiplicada por un autovalor que corresponde a la energia total del sistema cuantico. Sin embargo, como
se ha mencionado antes, encontrar soluciones analiticas exactas a esta ecuacién solo es posible para sistemas
muy simples, como en el caso del &tomo de hidrégeno. En la mayoria de los sistemas moleculares reales, el
numero de particulas y las interacciones entre ellas generan una complejidad matematica que hace imposible
una solucién exacta. Es por esto que se utilizan aproximaciones para poder solucionar sistemas mas complejos

como la aproximacién Born-Oppenheimer.
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6.2. Aproximacion Born-Oppenheimer.

Como se ha explicado anteriormente, la ecuaciéon de Schrodinger independiente del tiempo incluye tanto
electrones como ntcleos provocando que los sistemas de varios dtomos tenga muchos grados de libertad para

resolverse quedando la ecuacién de Schrodinger como:

I:Itotal w(r; R) = EWI‘; R) (3)

siendo el hamiltoniano total del sistema, en unidades atémicas donde la h=1y e=me=1:

1 2 3 4 5
——  ——— —
o o2 g ’ k<t M T TR T

donde el primer término de la Ecuacién 4 corresponde a la energia cinética de los electrones (Tje.), €l segundo
término corresponde a la energia cinética de los niicleos (Tyq.c), €l tercer término equivale a la energia potencial de
repulsion nicleo-nicleo (Viye—nue), €l cuarto término corresponde a la energfa potencial de interaccién electrén-
nicleo (Veiee—nue) ¥ €l quinto término equivale a la energia potencial de repulsién electrén-electron (Vejee—eiec)-
Al ser los nicleos mucho més pesados que los electrones, éstos se mueven mucho més lento por lo que se puede
asumir que en la resolucion de la energia electronica los nicleos estén fijos. Esto permite calcular dicha energia
sin tener en cuenta la energia cinética de los niicleos, que se considera nula, y asumiendo que la energia potencial

resultante de la interaccién nucleo-nucleo es constante:

ﬁelec(m R) Yelec (I‘; R) = Eelec(R) Yelec (I‘; R) (5)
[f[elec (I‘; R) = Telec + ‘/elec—nuc(r; R) + ‘/elec—elec(r) (6)

siendo Yelec(r; R) la funcién de onda electrénica. Una vez calculada la energia electrénica se podria calcular

el movimiento nuclear en el potencial efectivo mediante:

Tnuc + Eelec(R) + Vnucfnuc(R) X(R) = EX(R) (7)

Siendo x(R) la funcién de onda nuclear.[9] Esta aproximacion se aplica a métodos de cdlculo muy importantes

como Hartree-Fock y Density Functional Theory.
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6.3. Hartree-Fock.

El método de Hartree-Fock es un método aproximado para calcular la ecuaciéon de Schrédinger que se basa en
considerar que cada electrén se mueve de manera independiente sobre el campo medio generado por los demaés.
La funcién de onda en este método se construye a partir de un determinante de Slater mediante la combinacion
de orbitales (¢;). De esta forma la funcién de onda es asimétrica y respeta el principio de exclusién de Pauli.

Para obtener estos orbitales se resuelve la ecuacién de Hartree-Fock:

Fap = i1 (8)

Donde F es el operador de Fock, 1; es el orbital buscado y ¢; es la energia del orbital correspondiente. El

operador de Fock se define como:

B mére Y (2], &) ©

J

donde h es el operador mono-electrénico que incluye la energia cinética del electréon y su interacciéon con los
nicleos, jj es el operador de Coulomb que representa el potencial electrostatico promedio creado por el electrén
j en el espacio donde se encuentra el electrén considerado y K ; que es el operador de intercambio que surge del
principio de exclusién de Pauli y se encarga de corregir la funcién de onda para que sea antisimétrica respecto
al intercambio de electrones con el mismo espin.

Estas ecuaciones no pueden resolverse de manera directa sino que se deben resolver mediante el método
iterativo del campo autoconsistente (SCF por sus siglas en inglés), realizando una aproximacién inicial de los
orbitales electronicos 1); para construir un operador inicial de Fock y resolver las ecuaciones, obteniéndose nue-
vos orbitales para reconstruir un nuevo operador de Fock y repetir el proceso hasta que los orbitales converjan.
Este método fue de los primeros métodos utilizados para resolver la ecuaciéon de Schrédinger para sistemas
multielectrénicos y se utiliza como base para otros métodos computacionales mejores. Sin embargo, este método
presenta limitaciones al no tener en cuenta la correlacién electrénica, refiriéndose a la interacciéon de repulsiéon
entre electrones, y solo asume la repulsiéon media. Ademés, también presenta problemas para sistemas multi-
rreferenciales donde hay varios estados electronicos degenerados como puede ser el caso de estados electrénicos

excitados, ya que esta basado en una tnica funcién de onda formada por el determinante de Slater.[10]

6.4. DFT y TD-DFT.

El método de la DFT, a diferencia del método Hartree-Fock, se fundamenta en la descripcién del sistema a
través de la densidad electrénica en lugar de la funcién de onda. Esta idea se basa en los teoremas fundamentales
de Hohenberg-Kohn. El primer teorema establece que, para cualquier sistema de particulas sometido a un
potencial externo Vi (r), este potencial queda determinado de forma univoca por la densidad electrénica del
estado fundamental p(r), salvo por una constante aditiva.[11] Esto implica que la densidad electrénica contiene
toda la informacion necesaria para describir completamente el sistema electrénico. Por tanto, es posible, obtener
todas las propiedades del sistema (incluida la energia total) directamente a partir de la densidad. Esta suposicién
es valida bajo el marco de la aproximacion de Born-Oppenheimer, en la que los niicleos se consideran fijos y

su interaccién se trata como una constante afiadida a la energia total.[12] Por otro lado el segundo teorema
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de Hohenberg-Kohn establece que existe un funcional de energia E[p], cuyo minimo da la densidad exacta del

estado fundamental y su energia. En el marco de la DFT, la energia total se puede expresar como funcional de
la densidad:

Elp] = T[p] + Vyelp] + Veelp] + Vanlp] (10)

donde T'[p] es la energia cinética de los electrones, V,,.[p] es el potencial de interacién niicleo-electrén y Ve, |p]
es el potencial de interaccién electron-electrén. Sin embargo, no se conoce la representacion exacta de la energia
cinética T'[p] y por tanto no se puede calcular la energia total con precisién. Es por esto que se utilizan las
ecuaciones de Kohn-Sham, que replantean el funcional de energia a partir de algunas aproximaciones. Estas
aproximaciones consisten en tomar como referencia un sistema virtual de N electrones que no interactuan entre
si y que tiene la misma densidad electrénica que un sistema donde los electrones si interactuan. De esta manera
se puede calcular la energia cinética del sistema virtual a partir de los orbitales Kohn-Sham calculados de la

expresion:
Lo
{—QV + Veff(r)] Vi(r) = & i (r) (11)

donde f%w es el operador de energia cinética del electron, Vog es el potencial efectivo en el que se mueve
cada electrén, 1);(r) es el orbital Kohn-Sham que describe el comportamiento de un electrén en el sistema ficticio
no interactuante y €; es el autovalor asociado al orbital. A partir de los orbitales calculados se puede obtener la

energia cinética del sistema virtual mediante:
1 *
Tl =5 3o [ 6@ VPi(r) dr (12)
i

donde n; es el nivel de ocupacion del orbital. No obstante, esta energia cinética, Ts[p], corresponde tinicamente
al sistema no interactuante y, por tanto, no es igual a la energfa cinética exacta T'[p] del sistema real. La diferencia
entre ambas se incorpora, junto con las correcciones de la interaccién electrén-electrén, en el llamado funcional

de intercambio-correlacion E,.[p] que se expresa como:

Exclp) = Tlp] — Ts[p] + Wp] — Enlp] (13)

que incluye ademas de la diferencia entre la energia cinética real del sistema interactuante y la energia

cinética del sistema virtual (T[p] — Ts[p]), la energia de repulsion clasica Ey[p] y la energfa total de interaccién
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electrén-electréon Wip|. Mediante esta reformulacion de Kohn-Sham se puede obtener la energia total del sistema

con precisén mediante la expresion:

Elp] = Tulp] + / Vass (1) p(1) dr + B[] + Exe[o] + Enuconue (14)

donde T;[p] es la energia cinética del estado ficticio calculada a partir de los orbitales Kohn-Sham,
| Vext () p(r) dr corresponde a la energia de interaccion de los electrones y el potencial externo, Fy[p] corresponde
a la energia de repulsion entre electrones debido a la carga eléctrica, Fyx.[p] la energia de intercambio-correlacién
mencionada anteriormente y Fyycnue 1a energia de repulsion de los ntcleos. Aunque este método es util pa-
ra describir el estado fundamental de un sistema, si queremos calcular estados excitados debemos incluir la
dependencia temporal del sistema y para ello se utiliza el método teoria del funcional de la densidad tiempo-
dependiente (TD-DFT por sus siglas en inglés). Este se basa en el teorema de Runge-Gross que establece que
la densidad electrénica dependiente del tiempo determina de manera tnica el potencial externo de un cuerpo,
en un estado inicial dado. En el caso de TD-DFT se resuelven las ecuaciones de Kohn-Sam dependientes del
tiempo, que describen un sistema ficticio de electrones no interactuantes con la misma densidad electrénica que
el sistema real en evolucién temporal. Este método permite calcular con precisién las energias de los estados

excitados y sus propiedades épticas.

6.5. Bases.

Como se ha mencionado anteriormente, las bases son conjuntos de funciones mateméticas que se utilizan para
aproximar los orbitales moleculares. Durante el trabajo se han realizado los célculos con la base 6-31+G(d,p),
[13, 14, 15] que pertenece a la familia de bases de Pople. En esta base, los orbitales internos se describen mediante
una combinacién de 6 funciones gaussianas primitivas, mientras que los orbitales de valencia se representan con
una descripcién de tipo split-valence, utilizando dos conjuntos de funciones: uno compuesto por 3 gaussianas
primitivas y otro por 1 funcién gaussiana. Ademds, esta base también incluye funciones de polarizacién (d,p), lo
que permite que los orbitales puedan distorsionarse para describir mejor la distribucién electrénica, los enlaces
quimicos o las interacciones intermoleculares. Las funciones tipo d se anaden a los &tomos pesados con orbitales
mas complejos y las funciones tipo p se anaden a los atomos de hidrégeno, ya que solo presentan orbitales
de tipo s. Por dltimo la base afiade funciones de difusién (4), que permiten representar a los electrones mas
alejados del nicleo lo que permite describir mejor estados excitados o especies anidnicas. Cuantas més funciones
matematicas utilice una base mas grande serd en tamano y por tanto mas precisa sera la descripcion de los
orbitales. Sin embargo, el cdlculo serd méas lento y tendra un costo computacional mayor, por lo que la clave en
los célculos computacionales, es encontrar un equilibrio donde se utilice una base que describa bien el sistema

pero que no aumente demasiado el costo computacional.
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6.6. QM/PCM.

Describir el disolvente donde se encuentra la molécula de interés que se esta estudiando, es esencial para
estudiar como varian ciertas propiedades. Existen diferentes maneras de describirlo, la manera explicita incorpo-
rando moléculas de disolvente alrededor del croméforo o la manera implicita con calculos de modelos continuos
como PCM. Debido a la dificultad de incorporar suficientes moléculas de disolvente y al gran costo computacio-
nal que supondria su célculo, se divide el sistema en dos partes. La primera donde se describe el croméforo de
interés por métodos mecano-cudnticos (QM) y la segunda donde se describe el disolvente de manera clésica.[16]

De esta manera se puede calcular la energia del sistema mediante la ecuacién:

Eg = E(CQM) + Eglésica) + EC/D (15)

donde Eg es la energia del sistema, EéQM) es la energia de la parte cuantica donde hemos descrito el
cromoforo, EgléSica) es la energia de la parte cldsica donde hemos descrito el disolvente y F¢/p es la energia
de interaccién entre ambas partes clasica y cuantica. Sin embargo, la energia mecano-cuantica del croméforo y
la energia de su interaccién con el entorno, no se calculan de manera individual sino que se calculan de manera

conjunta resolviendo la ecuacién de Schrodinger electronica mediante el hamiltoniano efectivo con expresion:

T (r) = (A° 4 A1) () = Bup(r) (16)

donde H° es el hamiltoniano del croméforo aislado y HQM/Clasica o o] hamiltoniano que describe las
interacciones entre el croméforo y el entorno.[17] En el caso de una descripcién implicita como es la que se a
utilizado en este trabajo (QM/PCM) se representa el disolvente como una superficie continua dieléctrica que
se amolda al croméforo, por lo que al no ser moléculas independientes se reduce la complejidad del célculo y el
término EgléSica) de la Ecuacion 16 es omitido al no existir interacciones entre las moléculas del disolvente. La

energia de interaccion entre el continuo y el cromoforo se calcula mediante la expresion:

f{QM/Clasica N f{elec — qu(rm)f/(rm) (17)

donde g, (r,,) son las cargas del disolvente y V (r,,) es el potencial electrostatico del croméforo. Para obtener

las cargas del continuo dieléctrico, se debe resolver la ecuacién de Poisson:

V(@) VV (1)) = dmp(r) (18)
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donde £(r) es la permitividad dependiente de la posicién del sistema, V(r) es el potencial electrostatico
generado por el croméforo y el entorno y p(r) es la distribucién de carga del croméforo. Una de las propiedades
que se pueden calcular con este método es la constante dieléctrica del cromoéforo, que se puede discretizar como
una suma de cargas puntuales q. Cuanto mayor sea su valor en el vacio, mayor estabilizacién tendra los estados

en agua.

7. Resultados y discusion.

En esta secciéon del trabajo se presentardn los resultados finales obtenidos en los calculos realizados de los
isémeros de la oxiluciferina fingica. Para realizar estos cdlculos, se utilizé el programas Gaussview[18] para
construir las estructuras de los isémeros geométricos de la oxiluciferina fingica y se optimizaron las geometrias
con el programa Gaussian09.[19] Después, se calcularon los estados excitados de cada isdmero obteniendo sus
orbitales y los espectros de absorcién. El método de cdlculo utilizado fue DFT y TD-DFT (para los estados
excitados), el funcional usado CAM-B3LYP[20] y la base utilizada ha sido una base de Pople 6-31G+(d,p). Por
ultimo, se han realizado cdlculos de QM/PCM para describir las interacciones de los isdmeros con un disolvente,
en este caso agua, y determinar como se estabilizan los estados excitados comparando como varia el momento

dipolar cuando se va de vacio a disolucién acuosa.

7.1. Estabilidad en el estado fundamental de los isémeros.

En la Figura 4, se exponen las estructuras optimizadas de los isémeros de oxiluciferina fingica donde se
puede ver la posibilidad de formarse enlaces de hidrégeno intramoleculares entre los grupos ceto e hidroxi. Para
determinar que isémero es el méas estable se compararon sus energias libres de Gibbs, siendo el isémero con
menor energia el mas estable termodindmicamente y a partir de estas energias se han calculado las poblaciones
relativas para determinar que isémero es méas abundante una vez se alcanza el equilibrio termodindmico. Las

poblaciones relativas se calcularon a partir de la ecuacién de Boltzmann:

o~ Ei/kT

P, =
Z

, donde Z= Ze‘AG/kT (19)
J

donde k es la constante de Boltzmann, AG es la energia libre de Gibbs relativa al isomero més estable y
la T es la temperatura a 298K. La Z equivale a la funcién de particién, que es la suma de todos los estados

posibles de un sistema.
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Figura 4: Geometrias optimizadas de los isémeros geométricos de oxiluciferina fingica.

Como se puede ver en la Tabla 1, el isdmero (2Z)-2-hidroxi-4-oxo es el mdas estable termodindmicamente
ya que presenta la energia de Gibbs relativa mas baja, por lo que su poblacién relativa en el equilibrio a
temperatura ambiente es la més alta (P;=67 %) respecto a los otros isémeros, es decir, la mayoria de moléculas
se encuentran en esta conformacién en el equilibrio. Por otro lado, isdmero (2E)-2-hidroxi-4-oxo presenta una
poblacién relativa del P,=33 % respecto al resto de isémeros en el equilibrio y es el isémero méas polar ya que
presenta un momento dipolar (u;) mayor que el resto de isémeros. Aunque no sea el méas estable, los hongos
podrian utilizar selectividad enzimaética para favorecer este isémero respecto al resto. En cuanto a los isémeros
(3Z)-4-hidroxi-2-oxo y (3E)-4-hidroxi-2-oxo, ambos son muy inestables termodindmicamente y aunque existen
estructuralmente, practicamente no contribuyen al equilibrio ni al proceso de bioluminiscencia a menos de que

hayan cambios drasticos de temperatura.

Tabla 1: Datos de energia libre de Gibbs, poblaciones relativas y momento dipolar.

Isémeros AG; (eV) P, p; (Debye)
(2E)-2-hidroxi-4-oxo 0.018 0.33 8.7
(27)-2-hidroxi-4-oxo 0.000 0.67 8.4
(3Z)-4-hidroxi-2-oxo 0.68 0.00 6.8
(3E)-4-hidroxi-2-oxo 0.57 0.00 7.8

P;= poblacién relativa
;= momento dipolar
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7.2. Absorcion en el vacio.

En esta seccidén se presentan los espectros de absorcién de los isémeros en el vacio mediante célculos con
TD-DFT. De esta manera se puede determinar para cada isémero cudl es el estado excitado responsable del
espectro de absorcién. Se compararon datos de energia y el valor de la fuerza del oscilador que indica si la
transicién estd permitida. Como se puede ver en la Tabla 2, el isémero (2E)-2-hidroxi-4-oxo presenta un estado
excitado S muy brillante, ya que corresponde a una transiciéon de tipo m—n*. Es por esto, que este estado
tenga una fuerza de oscilador muy alta, que indica que la transicién del estado fundamental Sy a este estado
excitado estard altamente permitida. El resto de estados excitados tienen fuerzas de oscilador muy bajas, por lo
que estos estados son poco probables o no permitidos por las reglas de seleccién. En cuanto al momento dipolar,
el estado S7 y el estado S3 tienen una distribucion electronica significativamente mas polar que el resto por lo
que en agua cabria esperar una estabilizacién de estos estados. Ademads, esta estabilizacion sera mayor que la
del estado fundamental (ps, <fis, <fiss)-

La energfa de absorciéon promedio (Eq;s) de cada isémero se puede calcular mediante la férmula:

(20)

en donde se tiene en cuenta la energia de cada estado (F;) con su fuerza de oscilador (f;). Para el isémero
(2E)-2-hidroxi-4-oxo, el valor de la energfa de absorcion es 3.83 €V.

En el caso del isémero (2Z)-2-hidroxi-4-oxo, el estado excitado S; también es el més brillante respecto al
resto de estados y es junto con el estado S5 es méas polar. Si lo comparamos con el isémero (2E)-2-hidroxi-4-oxo,
el estado S tiene un momento dipolar menor y es ligeramente mas energético, por lo que en disolucién este
estado se estabilizaria menos. En cuanto a la energia de absorciéon promedio de este isémero, su valor es de 3.82
eV, muy similar a la energfa de absorcién de (2E)-2-hidroxi-4-oxo.

El isémero (3Z)-4-hidroxi-2-oxo es diferente a los anteriores ya que su estado excitado mds brillante es el
Ss, con muy poca participacién del resto de estados. En su espectro de absorcién el pico de absorbancia se
encuentra cerca de la energia del estado excitado Ss, siendo el valor de la energia de absorciéon promedio de 3.84
eV. Aunque, en la emisién la molécula se relajard internamente a velocidades muy rapidas al estado excitado
mas bajo Sj.

Por tltimo, el isémero (3E)-4-hidroxi-2-oxo, al igual que el isémero (3Z)-4-hidroxi-2-oxo, su estado excitado
mas brillante es el Sy y no el S;. Aunque, en este caso los estados excitados Sy y S5 son més brillantes que el
primer estado excitado lo que determina su energia de absorciéon promedio a un valor de 3.96 eV.

También se ha calculado la energia de absorcién promedio en una mezcla en donde tuviéramos los 4 isémeros
mezclados, a partir de las energias de absorcién de cada isémero y teniendo en cuenta su poblacién (F;) en el

equilibrio mediante la férmulas:

<Eabstotal> = ZPZ . <Eabs>i (21)

i=1
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El valor final es de 3.82 €V, pero si tenemos en cuenta los valores de absorcién de la oxiluciferina fungica de
la bibliografia, la longitud de onda es de 380 nm, lo que equivale a 3.26 eV. Esta energia es mucho menor de la
calculada computacionalmente, y esto se debe a que los calculos se han realizado en vacio sin tener en cuenta

el disolvente, que estabilizaria los estados excitados disminuyendo la energia.

Tabla 2: Propiedades de los estados excitados en el vacio.

Isémeros Estados transicion Energia(eV) f 1; (Debye)
S1 m — Ty 3.72 0.999 16.7
So ny — 4.06 0.000 7.1
(2E)-2-hidroxi-4-oxo Ss Ty — T3 4.34 0.077 16.9
Sy Ty —> T 4.62 0.092 7.2
Ss ng — 7 4.83 0.000 2.0
S T — T 3.75 0.976 15.5
So ny — 3.85 0.000 7.7
(2Z)-2-hidroxi-4-oxo Ss Ty — T 4.37 0.065 14.7
S T3 — T} 4.60 0.045 8.0
Ss ng — 7 4.68 0.000 2.8
S ng — 3.10 0.000 4.8
So m — Ty 3.82 1.092 13.3
(3Z)-4-hidroxi-2-oxo S o — T} 4.51 0.012 13.7
Sy — 197 0.016 2.6
Ss ng — 7 5.21 0.003 4.4
S1 ny — 7w 3.21 0.000 4.5
So m — Ty 3.64 0.773 12.2
(3E)-4-hidroxi-2-oxo S3 Ty — T} 4.37 0.020 13.3
Sy Ty — T 4.79 0.104 10.3
Ss m —> TS 5.14 0.134 10.9

f= fuerza del oscilador

pi= momento dipolar

En la Tabla 2, ademas se incluyen las transiciones de los orbitales méas relevantes que contribuyen a los
estados excitados. Estos orbitales se pueden ver en la Figura 5, y se han visualizado con el programa Molden.[21]
Para nombrarlos, se han tomado como referencia los orbitales del isémero (2E)-2-hidroxi-4-oxo, y los orbitales
equivalentes del resto de isémeros han sido nombrados en consecuencia. Los orbitales responsables de estas
transiciones son los orbitales enlazantes 7 y los orbitales antienlazantes 7* que se encuentran localizados sobre
el anillo fendlico y la cadena conjugada, y los orbitales no enlazantes n que se encuentran en los atomos con
pares de electrones aislados, como en el oxigeno, por lo que se encuentran en los grupos hidroxilo y carbonilo
de la molécula. La posicién de los orbitales en la molécula, es importante para poder justificar los valores de
las fuerzas del oscilador de cada transicién, ya que la f no solo tiene en cuenta la simetria de los orbitales,
sino que también depende del momento dipolar de transicién. El momento dipolar de transicién, es un vector
relacionado con la probabilidad de que un electrén transicione de un orbital inicial a un orbital final. Para ello
tiene en cuenta el solapamiento espacial (overlap) de estos orbitales, siendo los orbitales que se localizan en la
misma region de la molécula los que presenten un mayor momento dipolar de transicién, y por tanto, los que
tengan mayores fuerzas del oscilador siendo las transiciones mas probables. En todos los casos, la transicién

mas brillante es m; — 7} y se justifica ya que ambos orbitales moleculares se encuentran deslocalizados sobre el
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anillo fendlico y sobre los dobles enlaces de la cadena conjugada, por lo que su solapamiento espacial es grande.
Los estados excitados que se corresponden con esta transicion, son los que mas contribuiran al espectro de
absorcion.

Por otro lado, los estados menos brillantes presentan transiciones de tipo n—n7j, siendo sus fuerzas de
oscilador nulas o muy cercanas a cero. Esto se debe a que los orbitales n, como se ha comentado antes, se
localizan en los heterodtomos con pares de electrones libres como oxigeno y, por tanto, el acoplamiento espacial
con los orbitales 7 es débil, lo que resulta en valores bajos de fuerza de oscilador. Ademads, las transiciones de
este tipo de orbitales suelen estar prohibidas por reglas de simetria, lo que las hace atin mas improbables. Las
transiciones de tipo me—7} 0 T3—7], no tienen un acoplamiento tan bueno como el de m; ya que se deslocalizan
maés sobre la cadena conjugada y no sobre el anillo. Este desajuste espacial provoca que sus fuerzas de oscilador

[ .
sean mds bajas.

Figura 5: Orbitales moleculares de referencia de (2E)-2-hidroxi-4-oxo.
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En cuanto a los espectros de absorcién, se han realizado mediante el programa Gaussview a partir de
los célculos de Gaussian de energia de los estados excitados y sus fuerzas de oscilador. Gaussview aplica un
sumatorio de funciones gaussianas para calcular la estructura de bandas del espectro. La funcién esta centrada
en las energias de cada uno de los estados excitados mientras que la altura estd relacionada con la las fuerzas

de oscilador, aplicaindose la férmula:

202

1(B) = gf e (-2 (22)

donde I(F) es la intensidad en funcién de la energia, F; es la energia a la que ocurre la absorcién méxima
(posicién central del pico), o es la anchura del pico que utiliza gaussview por defecto (0.666 €V) y f es la fuerza
de oscilador. Se realiza esta transformacién a bandas, debido a que los espectros experimentales no son valores
puntuales, sino que son distribuciones continuas de combinaciones de las distintas transiciones, por lo que usar
curvas gaussianas en espectros tedricos permite una mejor comparacién con los resultados experimentales, al
tenerse en cuenta el ensanchamiento vibracional de los picos experimentales.

En la Figura 6, se pueden observan los espectros de absorcién de los distintos isémeros de la oxiluciferina
fangica. Todos los espectros presentan sus maximos de absorcién entre 3.5 y 3.9 eV, que se corresponden con el
estado excitado més brillante. En primer lugar, el isémero (2Z)-2-hidroxi-4-oxo presenta una banda de absorcién
maxima en 3.75 eV, que corresponde a la transicion del primer estado excitado Sy con f= 0.976, m;—7] altamente
permitida. Los estados excitados Sy y S5 con fuerzas de oscilador practicamente nulas no aportan al espectro
de absorcién al ser transiciones prohibidas n; — 7.

En el caso del isémero (2E)-2-hidroxi-4-oxo, tiene su maximo situado a 3.72 eV, correspondiente también al
estado excitado S; al ser una transicion entre orbitales m;—7j. Los estados excitados S3 y Sy contribuyen al
espectro con una banda de muy baja intensidad relativa respecto a la banda de mayor intensidad entre 4.4 y 5
eV, mientras que los estados S; y S5 no contribuyen en el espectro de absorcion.

El isémero (3E)-4-hidroxi-2-oxo, presenta una banda de absorcién méxima a 3.64 €V que no corresponde al
estado de excitacién Sy con fuerza de oscilador despreciable, sino que se corresponde con el estado de excitacién
So para la transicién m;—7]. En este caso los estados Sy y S5 tiene una fuerza de oscilador mayor por lo que
se genera una banda ancha correpondiente a la combinacion de ambos con un méaximo entorno a 5,1 eV.

Por dltimo, el isémero (3Z)-4-hidroxi-2-oxo presenta una banda de absorcién con méximo a 3.82 eV co-
rrespondiente también en este caso al estado de excitacién Sy con transicion m—7f. Los estados S3, Sy ¥ Ss
contribuyen a una cola de absorcién mas pronunciada que en los espectros de los isémeros (2E)-2-hidroxi-4-oxo
y (2Z)-2-hidroxi-4-oxo, pero mucho menos intensa que en el caso de (3E)-4-hidroxi-2-0xo0).

Comparado con el espectro experimental de absorcién ningtn isémero tiene su maximo situado a la longitud
de onda experimental de 360 nm, lo que equivaldria aproximadamente 3.44 eV.[22] Esto se debe a que los
calculos se han realizado en vacio sin tener en cuenta que el estado fundamental y los estados excitados se
pueden estabilizar con el disolvente disminuyendo la energia por el efecto de solvatocromismo. También puede

deberse a errores del método de DFT.
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Espectro de absorcion en el vacio

1— —

(2Z2)-2-hidroxi-4-oxo
(2E)-2-hidroxi-4-oxo
= (3E)4-hidroxi-2-oxo
(32)4-hidroxi-2-oxo

Intensidad mormalizada

T T T T T T T T
3,00 4,00 5,00
Energia (eV)

Figura 6: Espectro de absorcién en el vacio.

7.3. Absorcion en agua.

Como se ha comentado anteriormente, se han realizado cdlculos de QM/PCM para describir las interacciones
de los isémeros de oxiluciferina fingica con un disolvente (agua en este caso). A partir de las geometrias
optimizadas en el vacio, se han realizado los mismo céalculos que en la absorcién en vacio, pero teniendo en
cuenta el disolvente como se puede ver en la Tabla 3.

Para el isémero (2E)-2-hidroxi-4-oxo, el estado excitado S; disminuye su energia respecto a los calculos de
vacio. Esto se debe a que es el estado con mayor momento dipolar, por lo que el agua ha estabilizado este estado
mucho més de lo que ha estabilizado el estado fundamental Sy (Tabla 1). Las energias de los estados Sz y S5
aumentan, ya que su momento dipolar es menor que el del estado fundamental, por lo que el estado fundamental
se estabiliza més con el agua y aumenta la energia de transicién. En el estado S5 aumenta mas la energia ya que
su momento dipolar es muy bajo. Los estados S3 y Sy disminuyen su energia al estabilizarse con el agua como el
primer estado excitado. En el caso de Sy, su energia deberia aumentar, ya que el momento dipolar que presenta
en el vacio es menor al del estado fundamental. En este caso, existe la posibilidad de que haya otros factores
mas alla de la variacién del momento dipolar, como interacciones especificas con el disolvente. Los momentos
dipolares de todos lo estados excitados en el agua aumentan ya que distorsiona la densidad electrénica de las
moléculas y aumenta las separacién de las cargas en todos los casos. Los estados excitados que son més polares
en el vacio son los que mayor aumento del momento dipolar han sufrido como S7 y Ss.

En el caso del isémero (27)-2-hidroxi-4-oxo, la presencia de disolvente implicito estabiliza su primer estado
excitado S, ya que es el que presenta un mayor momento dipolar entre los estado calculados. En el estado Ss,
la energia relativa aumenta ya que el momento dipolar del estado excitado es menor que el momento dipolar del
estado fundamental Sy, por lo que se estabiliza mas el estado fundamental y la energia aumenta. Su momento
dipolar no aumenta demasiado en agua, ya que la transicién responsable de este estado presenta orbitales nq
que estdn menos deslocalizados e interactiian menos con el disolvente polar. Lo mismo sucede con el estado S5,
que aumenta su energia relativa y su momento dipolar varia muy poco, ya que es muy bajo en comparacion
con el estado fundamental. Los estados S3 y Sy se estabilizan més con el disolvente que el estado fundamental,

por lo que disminuye la energia respecto a los cdlculos de vacio. Sin embargo, el estado excitado S4 tiene un
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momento dipolar similar al estado fundamental por lo que no deberia haber diferencias significativas entre su
energia en el vacio y su energfa en agua. Si nos fijamos en el aumento de la energia de este estado, el aumento es
de 0.08 eV, por lo que no es significativo. En el estado S5 disminuye mas la energia, porque su momento dipolar
era mucho mayor al del estado fundamental.

Por otro lado, el estado Sy del isémero (3Z)-4-hidroxi-2-oxo no se estabiliza con el disolvente y aumenta
su energia, siendo el tnico estado excitado que no disminuye su energia. El resto de estados tienen momentos
dipolares en el vacio altos, y este isomero en su estado fundamental es el menos polar de los cuatro isémeros
de la oxiluciferina fuingica. El estado fundamental no se estabiliza demasiado en agua y por tanto, la energia
de absorcién para los estados Sz, S3, Sy y S5, disminuye significativamente. El estado S5, no es coherente que
disminuya su energia de absorcién, ya que su momento dipolar en el vacio es bajo respecto al momento dipolar
del estado fundamental.

De la misma manera el isémero (3E)-4-hidroxi-2-oxo, presenta estados excitados muy polares en el vacio.
Los estados Ss, S3, Sy v S5, tienen un momento dipolar superior al momento dipolar del estado fundamental
en el vacio. A excepcion del estado S, todos los estados excitados se estabilizan en el agua més que el estado
fundamental, por lo que la energia de absorcién disminuye. El estado S es poco polar y no se estabiliza.

En todos lo estados, tanto fundamentales como excitados de los isémeros, los momentos dipolares en agua
aumentan su valor. Esto se debe a que el agua estabiliza los estados més polares atrayendo las cargas y defor-
mando la nube electrénica, lo que provoca un aumento en la magnitud del momento dipolar al aumentar la

separacién de cargas.

Tabla 3: Propiedades de los estados excitados en agua.

Isémeros Estados transicion Energia(eV) f u; (Debye)
S T — 3.45 1.085 22.4
So ny — 4.16 0.000 9.4
(2E)-2-hidroxi-4-oxo S5 P 121 0.059 1.7
Sy Ty —> T 4.54 0.136 11.1
Ss ng — T 5.12 0.000 4.90
S P 3.50 1.051 20.9
Sa ny — m; 3.90 0.000 9.9
(2Z)-2-hidroxi-4-oxo Ss Ty — T3 4.26 0.052 17.8
Sy m3 —> T 4.52 0.077 12.6
Ss ng — 7 4.95 0.000 3.9
S ng — 3.31 0.001 18.8
So m = Ty 3.51 1.159 8.3
(3Z)-4-hidroxi-2-oxo S Ty — T} 4.37 0.008 20.6
54 ™3 —> Wf 4.78 0.027 19.3
Ss ns — My 5.11 0.079 18.4
S1 ny — 7w 3.36 0.054 17.7
So m = Ty 3.39 0.781 6.6
(3E)-4-hidroxi-2-oxo Ss Ty — 7] 4.26 0.028 18.2
Sy T3 — T} 4.66 0.175 16.6
Ss m —> TS 5.02 0.152 16.3

f= fuerza del oscilador

pi= momento dipolar

En cuanto al espectro de absorcién en agua que podemos observar en la Figura 7, el isémero (27Z)-2-hidroxi-
4-oxo presenta una banda maxima a 3.50 eV correspondiente al estado excitado S7 y una banda mucho menos

intensa a energias mas altas correspondiente a los estado S3 y S4 que tienen una fuerza de oscilador mucho mas
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baja pero no nula. El S; no contribuye al espectro de absorcién. Si calculamos su energia de absorcién efectiva,
como se hizo con los isémeros en el vacié con la Ecuaciéon 20, nos da un valor de 3.60 eV un valor menor que en
el vacio (3.82 eV) los estados excitados que més contribuyen con fuerzas de oscilador no despreciables; tienen
un momento dipolar mayor al del estado fundamental.

El espectro de (2E)-2-hidroxi-4-oxo presenta una banda méxima a energias mas bajas que (2Z)-2-hidroxi-4-
oxo, entorno a 3.45 eV, que corresponde al primer estado excitado S7. La participacion de los estados S3 y Sy
es mayor que en el caso de (2Z)-2-hidroxi-4-oxo, ya que tienen fuerzas del oscilador mayores y forman una cola
de banda ligeramente mas intensa. La energia de absorcién efectiva de este isémero seria igual a 3.60 eV, menor
que en el vacio por el mismo efecto de solvatocromismo.

El isémero (3E)-4-hidroxi-2-oxo presenta en su espectro 2 bandas, una de mayor intensidad a menor energia
que en el resto de isémeros, a 3.39 eV y otra a energias més grandes pero menos intensa a 4.84 eV. La primera
corresponde al segundo estado excitado Ss, el mas brillante, aunque el estado S; contribuye y forma parte de
esta banda de absorciéon aunque con menor peso al tener una fuerza de oscilador mucho menor. La segunda
banda corresponde a los estado excitados S3, S4 y S5, que al ser menos brillante que S; la banda es menos
intensa y méas ancha. La energia de absorcién de este isémero es de 3.8 eV, menor que en la absorcién de vacio.

Por tltimo, el isémero (3Z)-4-hidroxi-2-oxo presenta un espectro de absorcién muy parecido al isémero (27Z)-
2-hidroxi-4-oxo, ya que los estados excitados responsables de las bandas de absorcién maximas tienen energias
casi idénticas. En este caso, la banda maxima esta a 3.51 eV correspondiente al estado excitado S5, el estado
mas probable con mayor fuerza de oscilador. Sin embargo, a diferencia del isémero (2Z)-2-hidroxi-4-oxo, los
estados Sy y S5 contribuyen a una cola de bando menos intensa y a energias mayores de 5 €V. Su energia de
absorcion efectiva es igual a 3.64 eV, menor que la energia en el vacio.

Se concluye que el disolvente agua, afecta a los estados excitados estabilizandolos cuando presentan un
momento dipolar mayor que el del estado fundamental. Como consecuencia, sus energias de absorciéon son
menores que en los espectros de vacio y se aproximan mas al valor experimental del maximo de absorcion. El
isdmero més cercano en su espectro al valor experimental es el (2E)-2-hidroxi-4-oxo, con una energia de 3.45

eV, que se aproxima mucho a 3.44 eV.

Espectro de absorcion en agua

\ (2Z)-2-hidroxi-4-oxo
3 (2E)-2-hidroxi-4-oxo
\ — (3E)-4-hidroxi-2-oxo
(32)-4-hidroxi-2-oxo0

Intensidad normalizada

Energia (eV)

Figura 7: Espectro de absorcién en agua.
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8. Conclusiones.

Durante este trabajo se han realizado calculos sobre los isémeros neutros de oxiluciferina fingica, optimizando
sus geometrias en el estado fundamental y calculando sus energias mediante cdlculos de DFT utilizando el
funcional B3LYP y una base 6-31G+(d,p). Ademads, se han calculado los espectros de absorcién en vacio y en
disolucién acuosa modelizada mediante el continuo polarizable (PCM). También, se han calculado los momentos
dipolares en vacio y en agua para racionalizar la estabilizaciéon de los estados excitados respecto del disolvente.
Las conclusiones que se han obtenido son las siguientes:

1. Se han calculado 4 isdbmeros geométricos neutros con estructuras en su minimo de energia (2E)-2-hidroxi-
4-oxo, el (2Z)-2-hidroxi-4-oxo, (3Z)-4-hidroxi-2-oxo y el (3E)-4-hidroxi-2-oxo, y se han comparado sus energias
libres de Gibbs relativas concluyendo que el isémero (27Z)-2-hidroxi-4-oxo es el mas estable en el estado funda-
mental. Como es el que menor energia libre de Gibbs presenta, la poblacién relativa sugiere que es el isémero
més abundante en el equilibrio a temperatura ambiente.

2. El célculo de los espectros de absorcion de cada isémero, ha determinando que los estados excitados
mas brillantes son los que presentan mayor contribucién de transiciones entre los orbitales moleculares m —77,
ya que son los orbitales que mayor acoplamiento espacial presentan y por tanto las fuerzas del oscilador de
estos estados son altas. Por otro lado, los estados excitados menos brillantes son los que se corresponden con
transiciones de orbitales de tipo n—7*, con fuerzas de oscilador cercanas a cero.

3. Estos orbitales se encuentran en diferentes partes de la molécula de oxiluciferina fingica. Los orbitales n
(orbitales no enlazantes) localizados en los dtomos con pares de electrones libres como el oxigeno, en la oxilucife-
rina se localizan en los grupos hidroxilo y carbonilo. Los orbitales 7* (orbitales antienlazantes), se deslocalizan
tanto por el anillo fendlico de la molécula como por la cadena conjugado. Finalmente, los 7 (enlazantes) se
deslocalizan también en el anillo y en los dobles enlaces de la cadena. A mediada que se desciende del HOMO
a orbitales de menor energia, se localizan mas en la cadena.

4. Los momentos dipolares del estado fundamental y de los estados excitados de cada isémero en el vacio
determinan que estado excitado se estabiliza mas en agua. Cuando los estados excitados presentan momentos
dipolares mayores que el estado fundamental, el agua estabiliza mas eficazmente su densidad electrénica, lo que
provoca una disminucién en la energfa de absorcién. El isémero (37Z)-4-hidroxi-2-oxo es el que més sufre el efecto
de solvatocromismo disminuyendo su maximo de absorcién a energias menores, en el rojo cercano. Sin embrago,
el isémero (3E)-4-hidroxi-2-oxo es el que absorbe a menores energias. En cuanto a los momentos dipolares en
agua, en todos los estados, tanto excitados como fundamentales, aumentaron su valor, ya que todos los estados
eran polares.

Si se quisiera determinar cudl es el isdbmero responsable de la bioluminiscencia fingica, habria que optimizar
la geometria en el estado excitado, para alcanzar la estructura de minima energia, y obtener los espectros de
emisién. Ademads de tener en cuenta el efecto estabilizador del disolvente, habria que tener en cuenta el efecto que
tiene la estabilizacion de la proteina en los isémeros, ya que las interacciones con la proteina podria estabilizar

algunos estados excitados haciéndolos mas brillantes durante el proceso de biolumininiscencia.
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