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1. Abstract.
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 aún existen

dudas sobre los posibles mecanismos de reacción y sobre la estructura del cromóforo responsable de la emisión
de luz en el sistema enzima-sustrato (luciferina/luciferasa). Aunque aún haya incógnitas sobre este sistema,
la bioluminiscencia en hongos tiene numerosas aplicaciones a nivel biotecnológico, que van desde su uso como
detectores de toxinas, funcionando como biosensores naturales, hasta su uso en plantas transgénicas que generen
luz de manera autónoma, reduciendo la contaminación lumínica.

Para entender mejor este proceso y encontrar nuevas aplicaciones, una vía complementaria a la experimental
es el estudio mediante cálculos computacionales. Por este motivo, este trabajo predice la estructura de los
isómeros neutros de la oxiluciferina fúngica (cromóforo responsable) en su estado fundamental a partir de cálculos
basados en métodos de mecánica cuántica con la teoría del funcional de la densidad (DFT), comparando energías
libres de Gibbs relativas para encontrar la estructura más estable. Además, se han calculado las poblaciones
relativas con el fin de determinar que isómero es más abundante en el equilibrio.

También, se han realizado cálculos de los espectros de absorción mediante TD-DFT para determinar los
cinco estados excitados más brillantes y sus energías en el vacío. Mediante el cálculo de los espectros se han
identificados los orbitales responsables de las transiciones electrónicas con mayor contribución en los estados
excitados. Por último, se a estudiado el efecto del agua en el espectro de absorción de los isómeros de oxiluciferina
fúngica y la estabilización de los estados excitados mediante cálculos en un continuo polarizable (PCM).
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3. Introducción.
La bioluminiscencia es la capacidad que presentan algunos organismos vivos, como por ejemplo bacterias y

hongos, de emitir energía en forma de luz como resultado de una reacción química. Este fenómeno ha despertado
la curiosidad humana durante siglos, dando lugar a numerosas investigaciones y descubrimientos. En el caso de
los sistemas bioluminiscentes fúngicos, destaca el experimento de Robert Boyle (1627-1691), donde se descubrió
que el proceso de bioluminiscencia en los hongos requería de aire para llevarse acabo o las investigaciones de
Raphaël Dubois (1849-1929)[1] que llevaron al descubrimiento de dos compuestos, un sustrato al que denominó
luciferina y una enzima a la que denominó luciferasa. Este complejo enzima-sustrato es el responsable de la
bioluminiscencia. Este trabajo se presenta en el estudio computacional de la bioluminiscencia fúngica, de los
cuales a día de hoy se conocen más de 125 especies y se sabe que todos ellos pertenecen al grupo de los
basidiomicetos, que se denominan así por la estructura que presentan denominada basidio. Se cree que esta
bioluminiscencia en los hongos podría estar relacionada con la autodefensa mediante camuflaje o incluso para
la propia depredación.[2]

Las aplicaciones asociadas a la bioluminiscencia fúngica tienen una gran relevancia en el ámbito biotecnológi-
co. Esto se debe a que presentan un gran potencial para su uso en pruebas toxicológicas debido a que el proceso
bioluminiscente está directamente relacionado con su metabolismo y la exposición a sustancias tóxicas podría
afectar a la intensidad de luz emitida. Esto podría deberse a que la acumulación de sustancias tóxicas afectaría
a la producción de ATP, lo que a su vez afecta indirectamente a la disponibilidad de coenzima nicotinamida
adenina dinucleótido fosfato (NADPH, por sus siglas en inglés), esencial en la síntesis del precursor de la lucife-
rina, provocando en la mayoría de especies fúngicas una disminución en la emisión de luz. Esto convierte a los
hongos bioluminiscentes en posibles biosensores naturales capaces de detectar la contaminación ambiental.[3]
Además, el sistema bioluminiscente de los hongos puede llevar a la creación de plantas transgénicas que generen
luz de manera autónoma, que podrían utilizarse en un futuro en arquitectura urbana sustituyendo la iluminación
artificial.[4]

El potencial de las aplicaciones biotecnológicas de la bioluminiscencia en los hongos y las diversas dudas
que existen sobre diferentes mecanismos en su proceso, despiertan un gran interés a nivel científico. Por ello,
este trabajo de fin de grado se centrará en el estudio computacional de la oxiluciferina fúngica y sus isómeros,
con el objetivo de contribuir a la comprensión 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 fúngica, la hispidina, se oxida con ayuda de la coenzima nicotinamida
adenina dinucleótido fosfato (NADPH, por sus siglas en inglés), dando lugar a la 3-hidroxihispidina (luciferina
fúngica). En la segunda etapa, la luciferina se oxida generando un éster intermedio de alta energía (HEI, por
sus siglas en inglés), que se descompone liberando dióxido de carbono y dando lugar a la oxiluciferina fúngica
en el estado electrónico excitado singlete (S1).[5] Al relajarse esta molécula a su estado electrónico fundamental
(S0) en la tercera etapa, se libera energía en forma de luz, con una longitud de onda de aproximadamente
530 nm. En la cuarta etapa, la oxiluciferina fúngica en su estado fundamental, se hidroliza para dar lugar al
ácido caféico. Aunque no hay evidencias concluyentes sobre la enzima que cataliza esta reacción, se cree que
podría 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 fúngica está acoplado con la ruta metabólica de la
cafeína ya que el ácido caféico participa en el ciclo catalítico de la luciferina, permitiendo la recuperación de
la hispidina en la última etapa. Esta etapa consiste en una reacción de condensación del ácido caféico con la
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molécula metabólica Malonil-CoA y con una molécula de adenosin trifosfato (ATP), todo ello catalizado por la
enzima hispidina sintasa (HispS), recuperando la hispidina.

Figura 1: Ciclo catalítico de la oxiluciferina fúngica.

También existen muchas dudas sobre la descomposición del éster intermedio de alta energía (HEI, por sus
siglas en inglés) formado a partir de la oxidación de luciferina fúngica en la segunda etapa de la reacción
bioluminiscente, que da lugar a la oxiluciferina fúngica excitada y en la actualidad existen tres hipótesis sobre
este mecanismo. Como se puede observar en la Figura 2, la hipótesis de TH-BL (Thermally state induced
bioluminescence) propone una primera liberación térmica de dióxido de carbono a partir de la ruptura del
endoéster formando un intermedio, que mediante la ruptura homolítica del enlace peróxido, consigue poblar
el primer estado singlete excitado, dando lugar a la oxiluciferina fúngica excitada electrónicamente. Por otro
lado, la hipótesis de ES-BL (Excited state induced bioluminescence) propone que se produce primero la ruptura
del enlace O-O en el éster intermedio, generándose un dirradical en estado triplete (T1) y luego se libera una
molécula de dióxido de carbono, provocando una relajación vibracional de este estado triplete. La energía del
estado triplete, sería cercana a un punto de cruce de mínima energía con el estado singlete (S1), por lo que se
produciría un cruce de sistemas del estado triplete al singlete y posteriormente habría una relajación vibracional
desde el punto de cruce de mínima energía al mínimo del estado S1, obteniéndose la oxiluciferina fúngica en su
estado excitado. Aunque estas dos hipótesis son plausibles, la hipótesis de TH-BL es la más aceptada ya que
requiere de una energía de activación menor a ES-BL, además de que la existencia del dirradical en estado triplete
no ha sido todavía demostrada.[7] Por último, existe otra hipótesis que propone una ruptura entre C-O dando
lugar a una molécula con carga positiva en un carbono y negativa en un oxígeno (zwitterion). La formación del
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zwitterion favorece la salida de la molécula de dióxido de carbono gracias a su polaridad y después la molécula
se relaja vibracionalmente para generar la oxiluciferina fúngica en su primer estado excitado. Mediante cálculos
computacionales se ha demostrado que la hipótesis del zwitterion es más plausible que la hipótesis de ES-BL y
es enérgicamente más viable la formación del zwitterion que la formación de un éster muy estable, como en la
hipótesis de TH-BL.[8]

Figura 2: Hipótesis de la descomposición del HEI.

A parte de la degradación del éster, la estructura del isómero de la oxiluciferina fúngica excitada que da
lugar al proceso de bioluminiscencia, no se sabe con exactitud. Como se puede ver en la Figura 3, existen cuatro
isómeros neutros resultantes del equilibrio keto-enólico de la molécula de oxiluciferina (3a 3b y 3c
3d). Estas cuatro moléculas han sido estudiadas en este trabajo con el objetivo de determinar cuál de ellas es el
isómero más probable responsable de la emisión de luz en el proceso de bioluminiscencia fúngica. La geometría
del cromófomo es importante ya que determina el punto de la superficie de energía potencial (PES, por sus
siglas en inglés) en el que se encuentra la molécula y, según este punto, la energía y la densidad electrónica de
los distintos estados electrónicos va cambiando. Dependiendo de como esté distribuida la densidad electrónica
de cada estado, la probabilidad de que se emita un fotón al pasar del estado excitado al estado fundamental
de manera radiativa, será mayor o menor. A su vez, la estabilidad relativa entre moléculas relacionadas por
tautomerismo determinará la población relativa entre ellas, siendo la más abundante la que mayor peso tenga
en la emisión. Estos isómeros de la oxiluciferina fúngica son isómeros geométricos, que se diferencian en la
configuración (E/Z) de la insaturación del carbono 3 o del carbono 2, siendo iguales en la insaturación del
carbono 5 (5E). También existe la posibilidad de que se formen especies aniónicas por equilibrios ácido-base
pero en este trabajo no se van a tener en cuenta.
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Figura 3: Isómeros neutros de la oxiluciferina fúngica.

4. Objetivos.
El objetivo general de este trabajo es estudiar, mediante cálculos computacionales, los isómeros geométricos

de la oxiluciferina fúngica en su forma neutra para poder determinar cuál de ellos es el posible cromóforo en
el proceso de emisión de luz comentado anteriormente. Para ello se han llevado acabo una serie de objetivos
específicos:

1. Predicción de los posibles isómeros (equilibrio keto-enólico) de la oxiluciferina fúngica en su estado fun-
damental y determinación del más estable. Para ello se calcularon las geometrías de mínima energía y se
compararon las energías relativas entre ellas. También se tuvo en cuenta la energía libre de Gibbs del sistema
para calcular poblaciones relativas y así poder determinar que isómero es más abundante en el equilibrio.

2. Cálculo del espectro de absorción de cada isómero geométrico, y predicción de los estados excitados (Sn)
más probables de ser poblados tras la absorción de luz, además de sus energías.

3. Identificación de las transiciones electrónicas con mayor contribución en los estados de excitados y en qué
región de la molécula están localizadas.

4. Cálculo de los momentos dipolares de los isómeros en el estado fundamental y excitado en el vacío y en
agua mediante cálculos mecano-cuánticos (QM, por sus siglas en inglés) en un contínuo polarizable (PCM, por
sus siglas en inglés) para estudiar la estabilización frente a un disolvente.
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5. Plan de trabajo.
Semanas 1-3. Búsqueda de bibliografía relacionada con estudios computacionales de la oxiluciferina fúngica

y realización de una presentación introductoria para familiarizarse con el contexto del tema. Elección de los
programas y cálculos que se van a utilizar.

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

Semanas 6-8. Cálculo de geometrías de los isómeros geométricos de la oxiluciferina fúngica en su estado
fundamental S0 y recopilación de datos de la energía electrónica de la molécula y la energía libre de Gibbs para
calcular las poblaciones relativas.

Semana 9-11. Cálculo de los 5 primeros estados excitados de cada isómero de la oxiluciferina y recopilación
de las transiciones de orbitales más relevantes, con coeficientes ≥ 0.1, de los estados excitados más brillantes.
Caracterización de los orbitales.

Semana 10-12. Cálculo de los espectros de absorción en agua mediante cálculos de un contínuo polarizable
(PCM, por sus siglas en inglés) y cálculo de las constantes dipolares tanto de los estados fundamentales como
de los estados excitados para determinar su estabilidad en agua.

Semana 13-15. Comparación de los resultados finales con fuentes bibliográficas tanto computacionales como
experimentales. Una vez acabados los cálculos 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. Elaboración de una presentación para la defensa del trabajo de fin de grado.

6. Métodos de cálculo y procedimiento teórico.
Durante este trabajo se han empleado métodos computacionales basados en la mecánica cuántica para

alcanzar los objetivos previamente establecidos. No se puede hablar de mecánica cuántica sin mencionar la
ecuación de Schrödinger, que describe el comportamiento de los sistemas a nivel atómico y molecular. Sin
embargo, su resolución exacta solo es posible para sistemas muy simples, por lo que es necesario recurrir a
aproximaciones como la aproximación Born-Oppenheimer. Esta aproximación permite desacoplar el movimiento
de los núcleos y de los electrones al considerar nula la velocidad de los núcleos en comparación con la de los
electrones debido a la gran diferencia de masa entre ellos. En sistemas con muchos electrones, resolver la ecuación
de Schrödinger 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 aproximación del campo
medio (mean field aproximation), donde cada electrón se mueve en un campo promedio generado por la nube
electrónica del resto de electrones del sistema, haciendo más sencillos los cálculos con un sistema de “dos”
cuerpos.
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Por otro lado, el método de la teoría del funcional de la densidad (DFT, por sus siglas en inglés) describe
la densidad electrónica como variable fundamental y es el método utilizado durante este trabajo. Además, es
fundamental contar con una representación precisa de la función de onda o de la densidad electrónica. Esto
se logra mediante el uso de conjuntos de bases, que son un conjunto de funciones matemáticas utilizadas para
aproximar los orbitales moleculares. Finalmente, en el trabajo se han estudiando moléculas en disolución, 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 explícita.

6.1. Ecuación de Schrödinger.

Esta ecuación fue desarrollada por el físico Erwin Schrödinger en 1925 y describe la evolución temporal de
una partícula en el contexto de la mecánica cuántica. La ecuación es la siguiente:

ih̄
∂

∂t
ψ(r, t) = Ĥψ(r, t) (1)

donde la i es la unidad imaginaria, h̄ es la constante de plank reducida, ∂
∂t describe como varía la función

de onda respecto del tiempo y Ĥ es el operador Hamiltoniano que representa la energía total del sistema,
tanto la energía cinética de los electrones y núcleos como la energía potencial resultante de las interacciones
electromagnéticas entre partículas. Por otro lado, ψ(r, t) es la función de onda que contiene toda la información
del sistema cuántico y su módulo al cuadrado representa la probabilidad de encontrar la partícula en una
posición y tiempo determinados. Muchas veces interesa estudiar esta ecuación independiente del tiempo para
estados estacionarios, donde la ecuación de Schrödinger quedaría como una ecuación de autovalores:

Ĥψ(r) = Eψ(r) (2)

donde, al aplicar el operador Hamiltoniano a una función de onda dada, se consigue esa misma función de
onda multiplicada por un autovalor que corresponde a la energía total del sistema cuantico. Sin embargo, como
se ha mencionado antes, encontrar soluciones analíticas exactas a esta ecuación solo es posible para sistemas
muy simples, como en el caso del átomo de hidrógeno. En la mayoría de los sistemas moleculares reales, el
número de partículas y las interacciones entre ellas generan una complejidad matemática que hace imposible
una solución exacta. Es por esto que se utilizan aproximaciones para poder solucionar sistemas más complejos
como la aproximación Born-Oppenheimer.
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6.2. Aproximación Born-Oppenheimer.

Como se ha explicado anteriormente, la ecuación de Schrodinger independiente del tiempo incluye tanto
electrones como núcleos provocando que los sistemas de varios átomos tenga muchos grados de libertad para
resolverse quedando la ecuación de Schrödinger como:

Ĥtotal ψ(r; R) = E ψ(r; R) (3)

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

Ĥtotal =

1︷ ︸︸ ︷
ne∑
µ

−1
2

∇2
µ +

2︷ ︸︸ ︷
nn∑
k

− 1
2mk

∇2
k +

3︷ ︸︸ ︷
nn∑
k<l

ZkZl

rkl
−

4︷ ︸︸ ︷
ne∑
µ

nn∑
k

Zk

rkµ
+

5︷ ︸︸ ︷
ne∑

µ<ν

1
rµν

(4)

donde el primer término de la Ecuación 4 corresponde a la energía cinética de los electrones (Telec), el segundo
término corresponde a la energía cinética de los núcleos (Tnuc), el tercer término equivale a la energía potencial de
repulsión núcleo-núcleo (Vnuc−nuc), el cuarto término corresponde a la energía potencial de interacción electrón-
núcleo (Velec−nuc) y el quinto término equivale a la energía potencial de repulsión electrón-electrón (Velec−elec).
Al ser los núcleos mucho más pesados que los electrones, éstos se mueven mucho más lento por lo que se puede
asumir que en la resolución de la energía electrónica los núcleos están fijos. Esto permite calcular dicha energía
sin tener en cuenta la energía cinética de los núcleos, que se considera nula, y asumiendo que la energía potencial
resultante de la interacción núcleo-núcleo es constante:

Ĥelec(r; R)ψelec(r; R) = Eelec(R)ψelec(r; R) (5)

Ĥelec(r; R) = T̂elec + Velec-nuc(r; R) + Velec-elec(r) (6)

siendo ψelec(r; R) la función de onda electrónica. Una vez calculada la energía electrónica se podría calcular
el movimiento nuclear en el potencial efectivo mediante:

[
T̂nuc + Eelec(R) + Vnuc−nuc(R)

]
χ(R) = Eχ(R) (7)

Siendo χ(R) la función de onda nuclear.[9] Esta aproximación se aplica a métodos de cálculo muy importantes
como Hartree-Fock y Density Functional Theory.

9



19-06-2025

6.3. Hartree-Fock.

El método de Hartree-Fock es un método aproximado para calcular la ecuación de Schrödinger que se basa en
considerar que cada electrón se mueve de manera independiente sobre el campo medio generado por los demás.
La función de onda en este método se construye a partir de un determinante de Slater mediante la combinación
de orbitales (ψi). De esta forma la función de onda es asimétrica y respeta el principio de exclusión de Pauli.
Para obtener estos orbitales se resuelve la ecuación de Hartree-Fock:

F̂ ψi = εi ψi (8)

Donde F̂ es el operador de Fock, ψi es el orbital buscado y εi es la energía del orbital correspondiente. El
operador de Fock se define como:

F̂ = ˆHcore +
∑

j

(
2Ĵj − K̂j

)
(9)

donde ĥ es el operador mono-electrónico que incluye la energía cinética del electrón y su interacción con los
núcleos, Ĵj es el operador de Coulomb que representa el potencial electrostático promedio creado por el electrón
j en el espacio donde se encuentra el electrón considerado y K̂j que es el operador de intercambio que surge del
principio de exclusión de Pauli y se encarga de corregir la función de onda para que sea antisimétrica respecto
al intercambio de electrones con el mismo espín.

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 aproximación inicial de los
orbitales electrónicos ψi 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 ecuación de Schrödinger para sistemas
multielectrónicos y se utiliza como base para otros métodos computacionales mejores. Sin embargo, este método
presenta limitaciones al no tener en cuenta la correlación electrónica, refiriéndose a la interacción de repulsión
entre electrones, y solo asume la repulsión media. Además, también presenta problemas para sistemas multi-
rreferenciales donde hay varios estados electrónicos degenerados como puede ser el caso de estados electrónicos
excitados, ya que esta basado en una única función 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 descripción del sistema a
través de la densidad electrónica en lugar de la función de onda. Esta idea se basa en los teoremas fundamentales
de Hohenberg-Kohn. El primer teorema establece que, para cualquier sistema de partículas sometido a un
potencial externo Vext(r), este potencial queda determinado de forma unívoca por la densidad electrónica del
estado fundamental ρ(r), salvo por una constante aditiva.[11] Esto implica que la densidad electrónica contiene
toda la información necesaria para describir completamente el sistema electrónico. Por tanto, es posible, obtener
todas las propiedades del sistema (incluida la energía total) directamente a partir de la densidad. Esta suposición
es válida bajo el marco de la aproximación de Born-Oppenheimer, en la que los núcleos se consideran fijos y
su interacción se trata como una constante añadida a la energía total.[12] Por otro lado el segundo teorema
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de Hohenberg-Kohn establece que existe un funcional de energía E[ρ], cuyo mínimo da la densidad exacta del
estado fundamental y su energía. En el marco de la DFT, la energía total se puede expresar como funcional de
la densidad:

E[ρ] = T [ρ] + Vne[ρ] + Vee[ρ] + Vnn[ρ] (10)

donde T [ρ] es la energía cinética de los electrones, Vne[ρ] es el potencial de interación núcleo-electrón y Vee[ρ]
es el potencial de interacción electrón-electrón. Sin embargo, no se conoce la representación exacta de la energía
cinética T [ρ] y por tanto no se puede calcular la energía total con precisión. Es por esto que se utilizan las
ecuaciones de Kohn-Sham, que replantean el funcional de energía a partir de algunas aproximaciones. Estas
aproximaciones consisten en tomar como referencia un sistema virtual de N electrones que no interactuan entre
sí y que tiene la misma densidad electrónica que un sistema donde los electrones si interactuan. De esta manera
se puede calcular la energía cinética del sistema virtual a partir de los orbitales Kohn-Sham calculados de la
expresión:

[
−1

2
∇2 + Veff(r)

]
ψi(r) = εi ψi(r) (11)

donde − 1
2 ∇2 es el operador de energía cinética del electrón, Veff es el potencial efectivo en el que se mueve

cada electrón, ψi(r) es el orbital Kohn-Sham que describe el comportamiento de un electrón en el sistema ficticio
no interactuante y εi es el autovalor asociado al orbital. A partir de los orbitales calculados se puede obtener la
energía cinética del sistema virtual mediante:

Ts[ρ] = −1
2

∑
i

ni

∫
ψ∗

i (r)∇2ψi(r) dr (12)

donde ni es el nivel de ocupación del orbital. No obstante, esta energía cinética, Ts[ρ], corresponde únicamente
al sistema no interactuante y, por tanto, no es igual a la energía cinética exacta T [ρ] del sistema real. La diferencia
entre ambas se incorpora, junto con las correcciones de la interacción electrón-electrón, en el llamado funcional
de intercambio-correlación Exc[ρ] que se expresa como:

Exc[ρ] = T [ρ] − Ts[ρ] +W [ρ] − EH[ρ] (13)

que incluye además de la diferencia entre la energía cinética real del sistema interactuante y la energía
cinética del sistema virtual (T [ρ] − Ts[ρ]), la energía de repulsión clásica EH[ρ] y la energía total de interacción
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electrón-electrón W [ρ]. Mediante esta reformulación de Kohn-Sham se puede obtener la energía total del sistema
con precisón mediante la expresión:

E[ρ] = Ts[ρ] +
∫
Vext(r) ρ(r) dr + EH[ρ] + Exc[ρ] + Enuc-nuc (14)

donde Ts[ρ] es la energía cinética del estado ficticio calculada a partir de los orbitales Kohn-Sham,∫
Vext(r)ρ(r) dr corresponde a la energía de interacción de los electrones y el potencial externo, EH[ρ] corresponde

a la energía de repulsión entre electrones debido a la carga eléctrica, Exc[ρ] la energía de intercambio-correlación
mencionada anteriormente y Enuc-nuc la energía de repulsión de los núcleos. Aunque este método es útil 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 teoría 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 electrónica dependiente del tiempo determina de manera única 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 electrónica que
el sistema real en evolución temporal. Este método permite calcular con precisión las energías de los estados
excitados y sus propiedades ópticas.

6.5. Bases.

Como se ha mencionado anteriormente, las bases son conjuntos de funciones matemáticas que se utilizan para
aproximar los orbitales moleculares. Durante el trabajo se han realizado los cálculos 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 combinación de 6 funciones gaussianas primitivas, mientras que los orbitales de valencia se representan con
una descripción de tipo split-valence, utilizando dos conjuntos de funciones: uno compuesto por 3 gaussianas
primitivas y otro por 1 función gaussiana. Además, esta base también incluye funciones de polarización (d,p), lo
que permite que los orbitales puedan distorsionarse para describir mejor la distribución electrónica, los enlaces
químicos o las interacciones intermoleculares. Las funciones tipo d se añaden a los átomos pesados con orbitales
más complejos y las funciones tipo p se añaden a los átomos de hidrógeno, ya que solo presentan orbitales
de tipo s. Por último la base añade funciones de difusión (+), que permiten representar a los electrones más
alejados del núcleo lo que permite describir mejor estados excitados o especies aniónicas. Cuantas más funciones
matemáticas utilice una base mas grande será en tamaño y por tanto más precisa será la descripción de los
orbitales. Sin embargo, el cálculo será más lento y tendrá un costo computacional mayor, por lo que la clave en
los cálculos computacionales, es encontrar un equilibrio donde se utilice una base que describa bien el sistema
pero que no aumente demasiado el costo computacional.

12



19-06-2025

6.6. QM/PCM.

Describir el disolvente donde se encuentra la molécula de interés que se esta estudiando, es esencial para
estudiar como varían ciertas propiedades. Existen diferentes maneras de describirlo, la manera explícita incorpo-
rando moléculas de disolvente alrededor del cromóforo o la manera implícita con cálculos de modelos continuos
como PCM. Debido a la dificultad de incorporar suficientes moléculas de disolvente y al gran costo computacio-
nal que supondría su cálculo, se divide el sistema en dos partes. La primera donde se describe el cromóforo de
interés por métodos mecano-cuánticos (QM) y la segunda donde se describe el disolvente de manera clásica.[16]
De esta manera se puede calcular la energía del sistema mediante la ecuación:

ES = E
(QM)
C + E

(clásica)
D + EC/D (15)

donde ES es la energía del sistema, E(QM)
C es la energía de la parte cuántica donde hemos descrito el

cromóforo, E(clásica)
D es la energía de la parte clásica donde hemos descrito el disolvente y EC/D es la energía

de interacción entre ambas partes clásica y cuántica. Sin embargo, la energía mecano-cuántica del cromóforo y
la energía de su interacción con el entorno, no se calculan de manera individual sino que se calculan de manera
conjunta resolviendo la ecuación de Schrödinger electrónica mediante el hamiltoniano efectivo con expresión:

Ĥeffψ(r) =
(
Ĥ0 + ĤQM/Clasica

)
ψ(r) = Eψ(r) (16)

donde Ĥ0 es el hamiltoniano del cromóforo aislado y ĤQM/Clasica es el hamiltoniano que describe las
interacciones entre el cromóforo y el entorno.[17] En el caso de una descripción implícita 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 cromóforo, por lo que al no ser moléculas independientes se reduce la complejidad del cálculo y el
término E(clásica)

D de la Ecuación 16 es omitido al no existir interacciones entre las moléculas del disolvente. La
energía de interacción entre el continuo y el cromóforo se calcula mediante la expresión:

ĤQM/Clasica → Ĥelec =
∑
m

qm(rm)V̂ (rm) (17)

donde qm(rm) son las cargas del disolvente y V̂ (rm) es el potencial electrostático del cromóforo. Para obtener
las cargas del continuo dieléctrico, se debe resolver la ecuación de Poisson:

−∇[ε(r)∇V (r)] = 4πρ(r) (18)
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donde ε(r) es la permitividad dependiente de la posición del sistema, V (r) es el potencial electrostático
generado por el cromóforo y el entorno y ρ(r) es la distribución de carga del cromóforo. Una de las propiedades
que se pueden calcular con este método es la constante dieléctrica del cromóforo, que se puede discretizar como
una suma de cargas puntuales q. Cuanto mayor sea su valor en el vacío, mayor estabilización tendrá los estados
en agua.

7. Resultados y discusión.
En esta sección del trabajo se presentarán los resultados finales obtenidos en los cálculos realizados de los

isómeros de la oxiluciferina fúngica. Para realizar estos cálculos, se utilizó el programas Gaussview[18] para
construir las estructuras de los isómeros geométricos de la oxiluciferina fúngica y se optimizaron las geometrías
con el programa Gaussian09.[19] Después, se calcularon los estados excitados de cada isómero obteniendo sus
orbitales y los espectros de absorción. El método de cálculo 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
último, se han realizado cálculos de QM/PCM para describir las interacciones de los isómeros con un disolvente,
en este caso agua, y determinar como se estabilizan los estados excitados comparando como varía el momento
dipolar cuando se va de vacío a disolución acuosa.

7.1. Estabilidad en el estado fundamental de los isómeros.

En la Figura 4, se exponen las estructuras optimizadas de los isómeros de oxiluciferina fúngica donde se
puede ver la posibilidad de formarse enlaces de hidrógeno intramoleculares entre los grupos ceto e hidroxi. Para
determinar que isómero es el más estable se compararon sus energías libres de Gibbs, siendo el isómero con
menor energía el más estable termodinámicamente y a partir de estas energías se han calculado las poblaciones
relativas para determinar que isómero es más abundante una vez se alcanza el equilibrio termodinámico. Las
poblaciones relativas se calcularon a partir de la ecuación de Boltzmann:

Pi = e−Ei/kT

Z
, donde Z =

∑
j

e−∆G/kT (19)

donde k es la constante de Boltzmann, ∆G es la energía libre de Gibbs relativa al isómero más estable y
la T es la temperatura a 298K. La Z equivale a la función de partición, que es la suma de todos los estados
posibles de un sistema.
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(a) (2E)-2-hidroxi-4-oxo (b) (2Z)-2-hidroxi-4-oxo

(c) (3Z)-4-hidroxi-2-oxo (d) (3E)-4-hidroxi-2-oxo

Figura 4: Geometrías optimizadas de los isómeros geométricos de oxiluciferina fúngica.

Como se puede ver en la Tabla 1, el isómero (2Z)-2-hidroxi-4-oxo es el más estable termodinámicamente
ya que presenta la energía de Gibbs relativa mas baja, por lo que su población relativa en el equilibrio a
temperatura ambiente es la más alta (Pi=67 %) respecto a los otros isómeros, es decir, la mayoría de moléculas
se encuentran en esta conformación en el equilibrio. Por otro lado, isómero (2E)-2-hidroxi-4-oxo presenta una
población relativa del Pi=33 % respecto al resto de isómeros en el equilibrio y es el isómero más polar ya que
presenta un momento dipolar (µi) mayor que el resto de isómeros. Aunque no sea el más estable, los hongos
podrían utilizar selectividad enzimática para favorecer este isómero respecto al resto. En cuanto a los isómeros
(3Z)-4-hidroxi-2-oxo y (3E)-4-hidroxi-2-oxo, ambos son muy inestables termodinámicamente y aunque existen
estructuralmente, prácticamente no contribuyen al equilibrio ni al proceso de bioluminiscencia a menos de que
hayan cambios drásticos de temperatura.

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

Isómeros ∆Gi (eV) Pi µi (Debye)
(2E)-2-hidroxi-4-oxo 0.018 0.33 8.7
(2Z)-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

Pi= población relativa
µi= momento dipolar
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7.2. Absorción en el vacío.

En esta sección se presentan los espectros de absorción de los isómeros en el vacío mediante cálculos con
TD-DFT. De esta manera se puede determinar para cada isómero cuál es el estado excitado responsable del
espectro de absorción. Se compararon datos de energía y el valor de la fuerza del oscilador que indica si la
transición está permitida. Como se puede ver en la Tabla 2, el isómero (2E)-2-hidroxi-4-oxo presenta un estado
excitado S1 muy brillante, ya que corresponde a una transición de tipo π→π∗. Es por esto, que este estado
tenga una fuerza de oscilador muy alta, que indica que la transición del estado fundamental S0 a este estado
excitado estará 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 selección. En cuanto al momento dipolar,
el estado S1 y el estado S3 tienen una distribución electrónica significativamente más polar que el resto por lo
que en agua cabría esperar una estabilización de estos estados. Además, esta estabilización será mayor que la
del estado fundamental (µS0<µS1<µS3).

La energía de absorción promedio ⟨Eabs⟩ de cada isómero se puede calcular mediante la fórmula:

⟨Eabs⟩ =
∑5

i=1 fi · Ei∑5
i=1 fi

(20)

en donde se tiene en cuenta la energía de cada estado (Ei) con su fuerza de oscilador (fi). Para el isómero
(2E)-2-hidroxi-4-oxo, el valor de la energía de absorción es 3.83 eV.

En el caso del isómero (2Z)-2-hidroxi-4-oxo, el estado excitado S1 también es el más brillante respecto al
resto de estados y es junto con el estado S3 es más polar. Si lo comparamos con el isómero (2E)-2-hidroxi-4-oxo,
el estado S1 tiene un momento dipolar menor y es ligeramente más energético, por lo que en disolución este
estado se estabilizaría menos. En cuanto a la energía de absorción promedio de este isómero, su valor es de 3.82
eV, muy similar a la energía de absorción de (2E)-2-hidroxi-4-oxo.

El isómero (3Z)-4-hidroxi-2-oxo es diferente a los anteriores ya que su estado excitado más brillante es el
S2, con muy poca participación del resto de estados. En su espectro de absorción el pico de absorbancia se
encuentra cerca de la energía del estado excitado S2, siendo el valor de la energía de absorción promedio de 3.84
eV. Aunque, en la emisión la molécula se relajará internamente a velocidades muy rápidas al estado excitado
más bajo S1.

Por último, el isómero (3E)-4-hidroxi-2-oxo, al igual que el isómero (3Z)-4-hidroxi-2-oxo, su estado excitado
más brillante es el S2 y no el S1. Aunque, en este caso los estados excitados S4 y S5 son más brillantes que el
primer estado excitado lo que determina su energía de absorción promedio a un valor de 3.96 eV.

También se ha calculado la energía de absorción promedio en una mezcla en donde tuviéramos los 4 isómeros
mezclados, a partir de las energías de absorción de cada isómero y teniendo en cuenta su población (Pi) en el
equilibrio mediante la fórmula:

⟨Eabstotal⟩ =
4∑

i=1
Pi · ⟨Eabs⟩i (21)
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El valor final es de 3.82 eV, pero si tenemos en cuenta los valores de absorción de la oxiluciferina fungíca de
la bibliografía, la longitud de onda es de 380 nm, lo que equivale a 3.26 eV. Esta energía es mucho menor de la
calculada computacionalmente, y esto se debe a que los cálculos se han realizado en vacío sin tener en cuenta
el disolvente, que estabilizaría los estados excitados disminuyendo la energía.

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

Isómeros Estados transición Energía(eV) f µi (Debye)

(2E)-2-hidroxi-4-oxo

S1 π1 → π∗
1 3.72 0.999 16.7

S2 n1 → π∗
1 4.06 0.000 7.1

S3 π2 → π∗
1 4.34 0.077 16.9

S4 π3 → π∗
1 4.62 0.092 7.2

S5 n2 → π∗
1 4.83 0.000 2.0

(2Z)-2-hidroxi-4-oxo

S1 π1 → π∗
1 3.75 0.976 15.5

S2 n1 → π∗
1 3.85 0.000 7.7

S3 π2 → π∗
1 4.37 0.065 14.7

S4 π3 → π∗
1 4.60 0.045 8.0

S5 n3 → π∗
1 4.68 0.000 2.8

(3Z)-4-hidroxi-2-oxo

S1 n3 → π∗
1 3.10 0.000 4.8

S2 π1 → π∗
1 3.82 1.092 13.3

S3 π2 → π∗
1 4.51 0.012 13.7

S4 π3 → π∗
1 4.97 0.016 12.6

S5 n3 → π∗
1 5.21 0.003 4.4

(3E)-4-hidroxi-2-oxo

S1 n1 → π∗
1 3.21 0.000 4.5

S2 π1 → π∗
1 3.64 0.773 12.2

S3 π2 → π∗
1 4.37 0.020 13.3

S4 π3 → π∗
1 4.79 0.104 10.3

S5 π1 → π∗
2 5.14 0.134 10.9

f= fuerza del oscilador
µi= momento dipolar

En la Tabla 2, además se incluyen las transiciones de los orbitales más 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 isómero (2E)-2-hidroxi-4-oxo, y los orbitales
equivalentes del resto de isómeros han sido nombrados en consecuencia. Los orbitales responsables de estas
transiciones son los orbitales enlazantes π y los orbitales antienlazantes π∗ que se encuentran localizados sobre
el anillo fenólico y la cadena conjugada, y los orbitales no enlazantes n que se encuentran en los átomos con
pares de electrones aislados, como en el oxígeno, por lo que se encuentran en los grupos hidroxilo y carbonilo
de la molécula. La posición de los orbitales en la molécula, es importante para poder justificar los valores de
las fuerzas del oscilador de cada transición, ya que la f no solo tiene en cuenta la simetría de los orbitales,
sino que también depende del momento dipolar de transición. El momento dipolar de transición, es un vector
relacionado con la probabilidad de que un electrón 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 región de la molécula los que presenten un mayor momento dipolar de transición, y por tanto, los que
tengan mayores fuerzas del oscilador siendo las transiciones más probables. En todos los casos, la transición
más brillante es π1 → π∗

1 y se justifica ya que ambos orbitales moleculares se encuentran deslocalizados sobre el
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anillo fenólico 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 transición, son los que más contribuirán al espectro de
absorción.

Por otro lado, los estados menos brillantes presentan transiciones de tipo n→π∗
1 , 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 heteroátomos con pares de electrones libres como oxígeno y, por tanto, el acoplamiento espacial
con los orbitales π∗ es débil, lo que resulta en valores bajos de fuerza de oscilador. Además, las transiciones de
este tipo de orbitales suelen estar prohibidas por reglas de simetría, lo que las hace aún más improbables. Las
transiciones de tipo π2→π∗

1 o π3→π∗
1 , no tienen un acoplamiento tan bueno como el de π1 ya que se deslocalizan

más sobre la cadena conjugada y no sobre el anillo. Este desajuste espacial provoca que sus fuerzas de oscilador
sean más bajas.

Figura 5: Orbitales moleculares de referencia de (2E)-2-hidroxi-4-oxo.
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En cuanto a los espectros de absorción, se han realizado mediante el programa Gaussview a partir de
los cálculos de Gaussian de energía 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 función está centrada
en las energías de cada uno de los estados excitados mientras que la altura está relacionada con la las fuerzas
de oscilador, aplicándose la fórmula:

I(E) =
5∑

i=1
fi · exp

(
− (E − Ei)2

2σ2

)
(22)

donde I(E) es la intensidad en función de la energía, Ei es la energía a la que ocurre la absorción máxima
(posición central del pico), σ es la anchura del pico que utiliza gaussview por defecto (0.666 eV) y f es la fuerza
de oscilador. Se realiza esta transformación 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 teóricos permite una mejor comparación 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 absorción de los distintos isómeros de la oxiluciferina
fúngica. Todos los espectros presentan sus máximos de absorción entre 3.5 y 3.9 eV, que se corresponden con el
estado excitado más brillante. En primer lugar, el isómero (2Z)-2-hidroxi-4-oxo presenta una banda de absorción
máxima en 3.75 eV, que corresponde a la transición del primer estado excitado S1 con f= 0.976, π1→π∗

1 altamente
permitida. Los estados excitados S2 y S5 con fuerzas de oscilador prácticamente nulas no aportan al espectro
de absorción al ser transiciones prohibidas n1 → π∗

1 .
En el caso del isómero (2E)-2-hidroxi-4-oxo, tiene su máximo situado a 3.72 eV, correspondiente también al

estado excitado S1 al ser una transición entre orbitales π1→π∗
1 . Los estados excitados S3 y S4 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 S2 y S5 no contribuyen en el espectro de absorción.

El isómero (3E)-4-hidroxi-2-oxo, presenta una banda de absorción máxima a 3.64 eV que no corresponde al
estado de excitación S1 con fuerza de oscilador despreciable, sino que se corresponde con el estado de excitación
S2 para la transición π1→π∗

1 . En este caso los estados S4 y S5 tiene una fuerza de oscilador mayor por lo que
se genera una banda ancha correpondiente a la combinación de ambos con un máximo entorno a 5,1 eV.

Por último, el isómero (3Z)-4-hidroxi-2-oxo presenta una banda de absorción con máximo a 3.82 eV co-
rrespondiente también en este caso al estado de excitación S2 con transición π1→π∗

1 . Los estados S3, S4 y S5

contribuyen a una cola de absorción mas pronunciada que en los espectros de los isómeros (2E)-2-hidroxi-4-oxo
y (2Z)-2-hidroxi-4-oxo, pero mucho menos intensa que en el caso de (3E)-4-hidroxi-2-oxo).

Comparado con el espectro experimental de absorción ningún isómero tiene su máximo situado a la longitud
de onda experimental de 360 nm, lo que equivaldría aproximadamente 3.44 eV.[22] Esto se debe a que los
cálculos se han realizado en vacío sin tener en cuenta que el estado fundamental y los estados excitados se
pueden estabilizar con el disolvente disminuyendo la energía por el efecto de solvatocromismo. También puede
deberse a errores del método de DFT.

19



19-06-2025

Figura 6: Espectro de absorción en el vacío.

7.3. Absorción en agua.
Como se ha comentado anteriormente, se han realizado cálculos de QM/PCM para describir las interacciones

de los isómeros de oxiluciferina fúngica con un disolvente (agua en este caso). A partir de las geometrías
optimizadas en el vacío, se han realizado los mismo cálculos que en la absorción en vacío, pero teniendo en
cuenta el disolvente como se puede ver en la Tabla 3.

Para el isómero (2E)-2-hidroxi-4-oxo, el estado excitado S1 disminuye su energía respecto a los cálculos de
vacío. Esto se debe a que es el estado con mayor momento dipolar, por lo que el agua ha estabilizado este estado
mucho más de lo que ha estabilizado el estado fundamental S0 (Tabla 1). Las energías de los estados S2 y S5

aumentan, ya que su momento dipolar es menor que el del estado fundamental, por lo que el estado fundamental
se estabiliza más con el agua y aumenta la energía de transición. En el estado S5 aumenta más la energía ya que
su momento dipolar es muy bajo. Los estados S3 y S4 disminuyen su energía al estabilizarse con el agua como el
primer estado excitado. En el caso de S4, su energía debería aumentar, ya que el momento dipolar que presenta
en el vacío es menor al del estado fundamental. En este caso, existe la posibilidad de que haya otros factores
más allá de la variación del momento dipolar, como interacciones específicas con el disolvente. Los momentos
dipolares de todos lo estados excitados en el agua aumentan ya que distorsiona la densidad electrónica de las
moléculas y aumenta las separación de las cargas en todos los casos. Los estados excitados que son más polares
en el vacío son los que mayor aumento del momento dipolar han sufrido como S1 y S3.

En el caso del isómero (2Z)-2-hidroxi-4-oxo, la presencia de disolvente implícito estabiliza su primer estado
excitado S1, ya que es el que presenta un mayor momento dipolar entre los estado calculados. En el estado S2,
la energía relativa aumenta ya que el momento dipolar del estado excitado es menor que el momento dipolar del
estado fundamental S0, por lo que se estabiliza más el estado fundamental y la energía aumenta. Su momento
dipolar no aumenta demasiado en agua, ya que la transición responsable de este estado presenta orbitales n1

que están menos deslocalizados e interactúan menos con el disolvente polar. Lo mismo sucede con el estado S5,
que aumenta su energía relativa y su momento dipolar varía muy poco, ya que es muy bajo en comparación
con el estado fundamental. Los estados S3 y S4 se estabilizan más con el disolvente que el estado fundamental,
por lo que disminuye la energía respecto a los cálculos de vacío. Sin embargo, el estado excitado S4 tiene un

20



19-06-2025

momento dipolar similar al estado fundamental por lo que no debería haber diferencias significativas entre su
energía en el vacío y su energía en agua. Si nos fijamos en el aumento de la energía de este estado, el aumento es
de 0.08 eV, por lo que no es significativo. En el estado S3 disminuye más la energía, porque su momento dipolar
era mucho mayor al del estado fundamental.

Por otro lado, el estado S1 del isómero (3Z)-4-hidroxi-2-oxo no se estabiliza con el disolvente y aumenta
su energía, siendo el único estado excitado que no disminuye su energía. El resto de estados tienen momentos
dipolares en el vacío altos, y este isómero en su estado fundamental es el menos polar de los cuatro isómeros
de la oxiluciferina fúngica. El estado fundamental no se estabiliza demasiado en agua y por tanto, la energía
de absorción para los estados S2, S3, S4 y S5, disminuye significativamente. El estado S5, no es coherente que
disminuya su energía de absorción, ya que su momento dipolar en el vacío es bajo respecto al momento dipolar
del estado fundamental.

De la misma manera el isómero (3E)-4-hidroxi-2-oxo, presenta estados excitados muy polares en el vacío.
Los estados S2, S3, S4 y S5, tienen un momento dipolar superior al momento dipolar del estado fundamental
en el vacío. A excepción del estado S1, todos los estados excitados se estabilizan en el agua más que el estado
fundamental, por lo que la energía de absorción disminuye. El estado S1 es poco polar y no se estabiliza.

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

Tabla 3: Propiedades de los estados excitados en agua.

Isómeros Estados transición Energía(eV) f µi (Debye)

(2E)-2-hidroxi-4-oxo

S1 π1 → π∗
1 3.45 1.085 22.4

S2 n1 → π∗
1 4.16 0.000 9.4

S3 π2 → π∗
1 4.21 0.059 21.7

S4 π3 → π∗
1 4.54 0.136 11.1

S5 n2 → π∗
1 5.12 0.000 4.90

(2Z)-2-hidroxi-4-oxo

S1 π1 → π∗
1 3.50 1.051 20.9

S2 n1 → π∗
1 3.90 0.000 9.9

S3 π2 → π∗
1 4.26 0.052 17.8

S4 π3 → π∗
1 4.52 0.077 12.6

S5 n3 → π∗
1 4.95 0.000 3.9

(3Z)-4-hidroxi-2-oxo

S1 n3 → π∗
1 3.31 0.001 18.8

S2 π1 → π∗
1 3.51 1.159 8.3

S3 π2 → π∗
1 4.37 0.008 20.6

S4 π3 → π∗
1 4.78 0.027 19.3

S5 n3 → π∗
1 5.11 0.079 18.4

(3E)-4-hidroxi-2-oxo

S1 n1 → π∗
1 3.36 0.054 17.7

S2 π1 → π∗
1 3.39 0.781 6.6

S3 π2 → π∗
1 4.26 0.028 18.2

S4 π3 → π∗
1 4.66 0.175 16.6

S5 π1 → π∗
2 5.02 0.152 16.3

f= fuerza del oscilador
µi= momento dipolar

En cuanto al espectro de absorción en agua que podemos observar en la Figura 7, el isómero (2Z)-2-hidroxi-
4-oxo presenta una banda máxima a 3.50 eV correspondiente al estado excitado S1 y una banda mucho menos
intensa a energías más altas correspondiente a los estado S3 y S4 que tienen una fuerza de oscilador mucho más
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baja pero no nula. El S2 no contribuye al espectro de absorción. Si calculamos su energía de absorción efectiva,
como se hizo con los isómeros en el vació con la Ecuación 20, nos da un valor de 3.60 eV un valor menor que en
el vacío (3.82 eV) los estados excitados que más 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 máxima a energías mas bajas que (2Z)-2-hidroxi-4-
oxo, entorno a 3.45 eV, que corresponde al primer estado excitado S1. La participación de los estados S3 y S4

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 más intensa. La energía de absorción efectiva de este isómero sería igual a 3.60 eV, menor
que en el vacío por el mismo efecto de solvatocromismo.

El isómero (3E)-4-hidroxi-2-oxo presenta en su espectro 2 bandas, una de mayor intensidad a menor energía
que en el resto de isómeros, a 3.39 eV y otra a energías más grandes pero menos intensa a 4.84 eV. La primera
corresponde al segundo estado excitado S2, el más brillante, aunque el estado S1 contribuye y forma parte de
esta banda de absorción 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 S1 la banda es menos
intensa y más ancha. La energía de absorción de este isómero es de 3.8 eV, menor que en la absorción de vacío.

Por último, el isómero (3Z)-4-hidroxi-2-oxo presenta un espectro de absorción muy parecido al isómero (2Z)-
2-hidroxi-4-oxo, ya que los estados excitados responsables de las bandas de absorción máximas tienen energías
casi idénticas. En este caso, la banda máxima esta a 3.51 eV correspondiente al estado excitado S2, el estado
más probable con mayor fuerza de oscilador. Sin embargo, a diferencia del isómero (2Z)-2-hidroxi-4-oxo, los
estados S4 y S5 contribuyen a una cola de bando menos intensa y a energías mayores de 5 eV. Su energía de
absorción efectiva es igual a 3.64 eV, menor que la energía en el vacío.

Se concluye que el disolvente agua, afecta a los estados excitados estabilizándolos cuando presentan un
momento dipolar mayor que el del estado fundamental. Como consecuencia, sus energías de absorción son
menores que en los espectros de vacío y se aproximan más al valor experimental del máximo de absorción. El
isómero más cercano en su espectro al valor experimental es el (2E)-2-hidroxi-4-oxo, con una energía de 3.45
eV, que se aproxima mucho a 3.44 eV.

Figura 7: Espectro de absorción en agua.
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8. Conclusiones.
Durante este trabajo se han realizado cálculos sobre los isómeros neutros de oxiluciferina fúngica, optimizando

sus geometrías en el estado fundamental y calculando sus energías mediante cálculos de DFT utilizando el
funcional B3LYP y una base 6-31G+(d,p). Además, se han calculado los espectros de absorción en vacío y en
disolución acuosa modelizada mediante el continuo polarizable (PCM). También, se han calculado los momentos
dipolares en vacío y en agua para racionalizar la estabilización de los estados excitados respecto del disolvente.
Las conclusiones que se han obtenido son las siguientes:

1. Se han calculado 4 isómeros geométricos neutros con estructuras en su mínimo de energía (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 energías
libres de Gibbs relativas concluyendo que el isómero (2Z)-2-hidroxi-4-oxo es el más estable en el estado funda-
mental. Como es el que menor energía libre de Gibbs presenta, la población relativa sugiere que es el isómero
más abundante en el equilibrio a temperatura ambiente.

2. El cálculo de los espectros de absorción de cada isómero, ha determinando que los estados excitados
más brillantes son los que presentan mayor contribución de transiciones entre los orbitales moleculares π1→π∗

1 ,
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→π∗, con fuerzas de oscilador cercanas a cero.

3. Estos orbitales se encuentran en diferentes partes de la molécula de oxiluciferina fúngica. Los orbitales n
(orbitales no enlazantes) localizados en los átomos con pares de electrones libres como el oxígeno, en la oxilucife-
rina se localizan en los grupos hidroxilo y carbonilo. Los orbitales π∗ (orbitales antienlazantes), se deslocalizan
tanto por el anillo fenólico de la molécula como por la cadena conjugado. Finalmente, los π (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 energía, se localizan más en la cadena.

4. Los momentos dipolares del estado fundamental y de los estados excitados de cada isómero en el vacío
determinan que estado excitado se estabiliza más en agua. Cuándo los estados excitados presentan momentos
dipolares mayores que el estado fundamental, el agua estabiliza más eficazmente su densidad electrónica, lo que
provoca una disminución en la energía de absorción. El isómero (3Z)-4-hidroxi-2-oxo es el que más sufre el efecto
de solvatocromismo disminuyendo su máximo de absorción a energías menores, en el rojo cercano. Sin embrago,
el isómero (3E)-4-hidroxi-2-oxo es el que absorbe a menores energías. 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 cuál es el isómero responsable de la bioluminiscencia fúngica, habría que optimizar
la geometría en el estado excitado, para alcanzar la estructura de mínima energía, y obtener los espectros de
emisión. Además de tener en cuenta el efecto estabilizador del disolvente, habría que tener en cuenta el efecto que
tiene la estabilización de la proteína en los isómeros, ya que las interacciones con la proteína podría estabilizar
algunos estados excitados haciéndolos más brillantes durante el proceso de biolumininiscencia.

23



19-06-2025

9. Bibliografía.

Referencias
[1] Shimomura, O. Bioluminescence: Chemical Principles and Methods; World Scientific: New Jersey. (2006).

[2] Dennis, E.; Desjardin, D.; Anderson, G.; Oliveira, A.; Stevani, C. Fungi bioluminescence revisited. Pho-
tochem. Photobiol. Sci. 7 (2) (2008) 170–182.

[3] Stevani, C.V.; Oliveira, A.G.; Mendes, L.F.; Ventura, F.F.; Waldenmaier, H.E.; Carvalho, R.P.; Pereira,
T.A. Current status of research on fungal bioluminescence: Biochemistry and prospects for ecotoxicological
application. Photochem. Photobiol. 89 (2013) 1318–1326.

[4] Kotlobay, A.A.; Sarkisyan, K.S.; Mokrushina, Y.A.; Marcet-Houben, M.; Serebrovskaya, E.O.; Markina,
N.M.; Somermeyer, L.G. et al. Genetically encodable bioluminescent system from fungi. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 115 (50) (2018) 12728–12732.

[5] Stevani, C.V.; Zamuner, C.K.; Bastos, E.L.; de Nobrega, B.B.; Soares, D.M.M.; Oliveira, A.G.; Bechara,
E.J.H.; Shakhova, E.S.; Sarkisyan, K.S.; Yampolsky, I.V.; Kaskova, Z.M. The living light from fungi. J.
Photochem. Photobiol., C: Photochem. Rev. 58 (2024) 100654.

[6] Ke, H.M.; Lee, H.H.; Lin, C.Y.I.; Liu, Y.C.; Lu, M.R.; Hsieh, J.W.A.; Chang, C.C.; Wu, P.H.; Lu, M.J.;
Li, J.Y.; Shang, G.; Lu, R.J.; Nagy, L.G.; Chen, P.Y.; Kao, H.W.; Tsai, I.J. Mycena genomes resolve
the evolution of fungal bioluminescence. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 117 (2020) 31267–31277.

[7] Garcia-Iriepa, C.; Marazzi, M.; Navizet, I. The role of CO2 detachment in fungal bioluminescence:
thermally vs. excited state induced pathways. Phys. Chem. Chem. Phys. 22 (2020) 26787–26795.

[8] Wang, M.Y.; Liu, Y.J. Chemistry in fungal bioluminescence: A theoretical study from luciferin to light
emission. J. Org. Chem. 86 (2021) 1874–1881.

[9] Atkins, P.; Friedman, R. Molecular Quantum Mechanics, 5th ed.; Oxford University Press: Oxford. (2011)
113–136.

[10] Levine, I. N. Quantum Chemistry, 7th ed.; Pearson Education: Harlow. (2014) 405–426.

[11] Martin, R.M. Electronic Structure: Basic Theory and Practical Methods; Cambridge University Press:
Cambridge. (2004).

[12] Parr, R.G.; Yang, W. Density-Functional Theory of Atoms and Molecules; Oxford University Press:
Oxford. (1994).

[13] Hehre, W.J.; Ditchfield, R.; Pople, J.A. Self-consistent molecular orbital methods. XII. Further extensions
of Gaussian-type basis sets for use in molecular orbital studies of organic molecules. J. Chem. Phys. 56
(1972) 2257–2261.

[14] Hariharan, P.C.; Pople, J.A. The influence of polarization functions on molecular orbital hydrogenation
energies. Theor. Chim. Acta 28 (1973) 213–222.

24



19-06-2025

[15] Clark, T.; Chandrasekhar, J.; Spitznagel, G.W.; Schleyer, P.v.R. Efficient diffuse function-augmented
basis sets for anion calculations. III. The 3-21+G basis set for first-row elements, Li–F. J. Comput.
Chem. 4 (1983) 294–301.

[16] Nogueira, J.J.; González, L. Annu. Rev. Phys. Chem. 69 (2018) 473–497.

[17] Curutchet, C.; Mennucci, B. Quantum Chemical Studies of Light Harvesting. Chem. Rev. 117 (2017)
294–343.

[18] Frisch, Æ.; Hratchian, H.P.; Dennington, R.D.; Keith, T.D.; Millam, J. GaussView 5 reference; Gaussian
Inc.: USA. (2009) ISBN: 978-1-935522-00-3.

[19] Frisch, M. J.; Trucks, G. W.; Schlegel, H. B.; et al. Gaussian 09, Revision D.01; Gaussian, Inc.: Wa-
llingford, CT. (2013).

[20] Yanai, T.; Tew, D.P.; Handy, N.C. A new hybrid exchange–correlation functional using the Coulomb-
attenuating method (CAM-B3LYP). Chem. Phys. Lett. 393 (2004) 51–57.

[21] Schaftenaar, G.; Noordik, J. Comput.-Aided Mol. Design. 14 (2000) 123.

[22] Kaskova, Z.M.; et al. Mechanism and Color Modulation of Fungal Bioluminescence. Science Advances. 3
(4) (2017) e1602847.

25


