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1.  RESUMEN

En este trabajo de fin de grado se estudia el panorama conformacional de la hernandulcina, una
molécula de origen natural que posee un gran potencial como edulcorante. Para buscar las
estructuras mas relevantes, se hace uso de métodos computacionales. En primer lugar, se buscan los
posibles conférmeros con mecanica molecular. Posteriormente, las estructuras se optimizan con
métodos del Teorema del Funcional de la Densidad. Esto nos permite realizar una prediccion de los
espectros de rotacidn y evaluar la existencia de rotacién interna en la molécula, que serd de gran
ayuda de cara a una posterior experimentacion. Finalmente, se comprobara si las estructuras mas
relevantes de la molécula cumplen con los requisitos de la teoria del dulzor de Shallenberger-Acree-
Kier. Para ello, se evaluara la correspondencia entre los pardmetros geométricos de los conférmeros

mas estables con la teoria del dulzor.

Por otro lado, se comparan las 30 estructuras mads estables empleando distintas funciones de base y
niveles de calculo, incluyendo métodos semiempiricos, DFT y post-Hartree-Fock, cuyos resultados se
procesan para dilucidar que estructuras proporcionan resultados mds fiables y el coste

computacional que implica cada metodologia.

Palabras clave: (Dulzor, Quimica Computacional, Espectroscopia de Rotacién, Conféormeros)

ABSTRACT

In this work the conformational landscape of the hernandulcin, a molecule of natural source with
great potential as sweetener, is studied. In order to find the most relevant structures, computational
methods are used. In first place, molecular mechanics is employed to find the possible conformers.
Afterwards, the structures are optimized using Density Functional Theory methods. This allows us to
predict the rotational spectra and to evaluate the existence of internal rotation, which will be of great
help in a possible future experimentation. Finally, whether the most relevant structures of the
molecule fulfil the requirements of the sweet taste theory proposed by Shallenberger-Acree-Kier will
be evaluated. In order to this, the correspondence between the geometrical parameters of the most

stable conformers will be evaluated according to the sweet taste theory.

Additionally, the 30 most stable structures are compared employing different basis sets and levels of
theory, including semiempirical, DFT, and post-Hartree-Fock, and the results are processed to

elucidate their reliability and their computational cost.

Keywords: (Sweetness, Computational Chemistry, Rotational Spectroscopy, Conformers)
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2. INTRODUCCION

El dulzor es uno de los cinco sabores basicos que universalmente se asocia a una sensacion agradable.
Lo que percibimos como dulce es generalmente causado por el sabor de los azlcares naturales, tales
como los que podemos encontrar en frutas y miel. Existen otros tipos de sustancias que activan en el
gusto la respuesta de las células sensoriales responsables del dulzor. Algunos ejemplos de ello son

ciertos amino acidos, alcoholes, aldehidos o cetonas.

2.1. IMPORTANCIA DEL DULZOR

La razon de la preferencia por el dulzor tiene un sentido evolutivo, tal y como se describe en
numerosas investigaciones como las de Hladick et al. * Estos estudios sugieren que la capacidad de
identificar moléculas dulces permite a los seres vivos detectar fuentes de azlcares simples. El agrado
por el dulzor estd relacionado con la presencia de vitaminas y minerales, la madurez de las frutas y la
presencia de azlcares facilmente metabolizables, que proporcionan una fuente de energia
rapidamente accesible para el organismo. Por otro lado, se cree que la utilidad evolutiva reside no
solo en el dulzor, sino en una escala dulce-amargo (sabores considerados opuestos), de forma que
un sabor dulce se relaciona con una fuente energética, y un sabor amargo se corresponde con una
sefial de toxicidad. Gracias a esta escala, un animal puede considerar si una planta es beneficiosa y
por tanto comestible o si debe ser rechazada por la presencia de potenciales toxinas’ ™. La percepcion
del dulzor se relaciona con el consumo de vegetales debido a que, tras realizar estudios en animales,
se ha llegado a la conclusidn de que la preferencia por los sabores dulces tiene lugar en especies cuya
dieta estad basada en plantas, mientras que los estrictamente carnivoros no poseen sensibilidad al
dulzor. Estos animales bien han perdido alguna de las proteinas que actian como receptor, o bien
los genes que las codifican han pseudogenizado. Se ha comprobado que hay ejemplos de animales
distintos con antepasados comunes en los que unos han perdido los mecanismos de recepcién del
dulzor al prescindir de las plantas en su dieta, mientras que no lo hacen los que siguen consumiendo
plantas. Por ejemplo, la nutria asiatica (Aonyx cinereus), estrictamente carnivora, no es capaz de
detectar compuestos que los humanos percibimos como dulces, mientras que el oso andino
(Tremarctos ornatus), cuya dieta es omnivora, muestra una fuerte preferencia por los azucares y

algunos edulcorantes.””

Otro indicio de la importancia del dulzor desde un punto de vista evolutivo puede observarse en el
hecho de que, en los recién nacidos, el gusto es el sentido mas desarrollado junto con el dolor.
Concretamente el dulzor es uno de los primeros estimulos que se pueden percibir positivamente de
forma innata, produciendo respuesta incluso a disoluciones muy diluidas de azucar. Los estudios de

comparacion genética pueden aportar informacion que ayude a entender cémo nuestra historia

3
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evolutiva ha modificado nuestro sentido del gusto y dieta. Este conocimiento es necesario para
comprender por qué en la actualidad poseemos una predileccion por este tipo de sabor, que nos ha

llevado a utilizar sustancias dulces en nuestra alimentacion, muchas veces afiadidas artificialmente.
6,7

2.2. EDULCORANTES EN LA ACTUALIDAD

Debido a la preferencia que poseemos por el sabor dulce, se han buscado y desarrollado sustancias
comestibles que tengan este sabor y no sean necesariamente azucares. Un ejemplo claro son los
aditivos alimentarios, que son sustancias que normalmente no se consumen como alimentos en si
mismos, sino que se afiaden intencionalmente a los alimentos con un fin determinado como la

conservacion del alimento o la modificacién de sus propiedades. ©

De forma mads especifica, los edulcorantes son sustancias naturales o artificiales con la propiedad de
producir un sabor dulce similar al del azucar. Los edulcorantes artificiales se definen en el Cédigo
Alimentario Espafiol como sustancias sapidas sintéticas que, sin tener cualidades nutritivas, poseen

un poder edulcorante superior al de cualquier hidrato de carbono al que sustituyen o refuerzan. °

A continuacion, se detallan dos de los usos mas importantes que se dan a los edulcorantes hoy en
dia.

2.2.1. USO DE EDULCORANTES EN LA DIETA

Debido a la preferencia por los alimentos dulces, existe una tendencia por recurrir a alimentos que
posean esta cualidad. El efecto en los seres humanos ha sido tal que la abundancia de azucar en la
dieta moderna ha llegado a niveles nocivos en algunos casos, relacionandose directamente con el
aumento de enfermedades como obesidad, diabetes, hipertension y caries. Por ello, se ha buscado
sustituirlo con edulcorantes no caldricos que ayuden a disminuir su incidencia, siendo la principal
razén del uso y desarrollo de edulcorantes en comida, bebida y otros productos como pasta de

dientes. '°

2.2.2. USO DE EDULCORANTES EN FARMACOS

El sabor es el factor que mas influye en cuanto a la aceptacidn de los farmacos administrados por via
oral, y es un requisito importante cuando se trata de pastillas o comprimidos que poseen de por si
un sabor amargo, especialmente cuando se destinan a pacientes pediatricos o geriatricos. Es también
un factor importante a considerar desde el punto de vista comercial, razén por la que se utilizan

edulcorantes, ya sean artificiales o naturales, en la composicidn de los medicamentos. **
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Asi mismo, se debe tener en cuenta que las interacciones entre el principio activo y los excipientes
pueden afectar a la naturaleza quimica, estabilidad y la biodisponibilidad del medicamento, que

darian lugar a cambios en la eficiencia y seguridad del farmaco. ' **
Algunos de los edulcorantes que podemos encontrar en este campo son:

e La sacarosa es uno de los mas utilizados, con ella se hacen siropes que aportan viscosidad y

consistencia a los fluidos.

e Lalactosa es otro azucar ampliamente utilizado en farmacia como excipiente, especialmente

en pastillas.

e La trehalosa se emplea en la conservacién de la sangre destinada a las transfusiones ya que
ayuda a incrementar el tiempo de vida de las plaquetas. También se utiliza para preservar los

embriones sometidos a liofilizacion aumentando la duracion de su viabilidad.

e El xilitol se utiliza en recubrimientos de vitaminas o como expectorantes por el efecto de
vaporizacion que produce al tomarlo. Asi mismo, puede encontrarse en la composicion de

suplementos alimentarios como aminodcidos, elementos traza o azlicares no reductores.

2.3. PERCEPCION DEL DULZOR

En los apartados anteriores se ha manifestado la importancia de los edulcorantes, por ello, es
fundamental conocer cdmo funcionan para saber disefiar o encontrar nuevas sustancias dulces. Es

decir, deben conocerse los mecanismos por los cuales percibimos los sabores.

2.3.1. PERCEPCION GENERAL DEL GUSTO

El gusto, junto con el olfato, es uno de los sentidos que se percibe por medio de interacciones

guimicas, por lo que el sabor de una sustancia depende de su naturaleza y actividad quimica.

Existe un amplio espectro de sabores que implican sabores secundarios como el metalico o el de la
grasa, asi como sensaciones que implican la textura o la temperatura, pero para simplificar, nos
centraremos en los cinco sabores basicos que podemos percibir los humanos: acido, amargo, dulce,

salado y umami. *>1¢

e El sabor acido es desencadenado por un cambio en la concentracién de protones en la

membrana celular (Figura 1B).

e Para el sabor salado, el estimulo principal viene dado por la permeaciéon de iones Na* a través
de los canales en las papilas gustativas, que producen una despolarizacién de las células

receptoras (Figura 1C).
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e Por otra parte, los sabores dulce, amargo y umami se detectan por interacciones no
covalentes de las sustancias que los provocan con los receptores. Dichos receptores son

complejos heterodiméricos tipo T1R compuestos por proteinas (Figura 1A).

Dulce, amargo, umami Acido Salado

Figura 1: Mecanismos celulares de la percepcion de distintos sabores. (A) sabores dulce, amargo
y umami; (B) sabor dcido; (C) sabor salado.

2.3.2. MECANISMOS DE PERCEPCION DEL DULZOR

Como este trabajo se centra en las moléculas dulces, cabe explicar con mas detalle cdmo se percibe
este sabor. Las papilas gustativas albergan grupos de 50 a 100 células receptoras del sabor. Estas
células pueden clasificarse atendiendo a su morfologia como células de tipo | (asociadas
generalmente a los sabores salado y posiblemente al acido), Il (asociadas a los sabores dulce, amargo
y umami), lll (presinapticas) o IV (basales). El mecanismo de transmision que siguen se muestra de

forma simplificada en la Figura 2. *°

Dulce
Amargo Acido
Umami .
r/ Ca?
i/ P2Y
o\ |
Ca?* P2y ,
Panx1 _—
ATP
K P
P2X 5-HT H
S AN Fibras sensoriales
N e aferentes

Figura 2: Representacion de la morfologia y funcionamiento de las células receptoras del gusto.
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Las sustancias dulces se unen a los receptores que suelen ser proteinasfijadoras del
nucledtido Guanina, conocidos simplemente como proteinas G, caracterizadas por depender del
guanosin trifosfato (GTP) para activarse. Una vez activadas por la molécula dulce estimulan otros
mecanismos. Se transforman moléculas de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) a su homodlogo
trifosfato (PIP3) y diacilglicerol. El PIP3 abre los canales de calcio de la membrana celular y activa la
calmodulina, produciéndose la despolarizacién de las células induciendo un aumento en el calcio
intracelular libre, el cual es fundamental para liberar neurotransmisores como el adenosin trifosfato
(ATP). Al liberar ATP al medio extracelular se estimula el nervio aferente del gusto y las células
presinapticas adyacentes, las cuales liberan norepinefrina y serotonina. Una vez activado el
mecanismo en las células receptoras del sabor, se produce la excitacién del nervio aferente y las
sefiales gustativas son transmitidas al sistema nervioso central a través de los nervios craneales. El
dulzor y la sensacion agradable que produce se perciben una vez que la informacion se ha llevado al

cerebro, concretamente en el cortex cerebral, y ha sido procesada. ‘%8

2.3.3. RELACION ESTRUCTURA-PROPIEDAD DEL DULZOR

La sensacién de dulzor que interpreta nuestro cerebro depende de la interaccion de las proteinas
receptoras ubicadas en las papilas gustativas con las moléculas responsables del dulzor. Una mayor

cantidad de interacciones o fortaleza de las mismas aumentara la respuesta al gusto.

Desde principios del siglo XX, se han buscado las caracteristicas que debe tener una molécula o
sustancia para ser dulce. Las investigaciones realizadas entonces apuntaban a la necesidad de un
determinado tipo de grupos funcionales en la estructura molecular de la sustancia dulce. En cuanto
a las teorias generales sobre las sustancias sapidas, Faraday y Arrhenius propusieron la primera
clasificacién en la que proponian que los sabores acido y salado eran generados por moléculas
ionizables en disolucién. Para el dulzor, Cohn reconocid la necesidad de poseer ciertos grupos
funcionales en la estructura, los cuales aparecian en pares a los que llamé “glucégeno”.
Posteriormente Kodama en 1920 descubrio el requisito de la existencia de “hidrégenos vibratorios”

en una molécula para producir dulzor, que mas tarde se asociaria al concepto de enlace de hidrégeno.

19

La teoria molecular del sabor dulce propuesta en 1963 por Shallenberger y Acree sugiere que el
dulzor se percibe por medio de ciertas proteinas en las papilas gustativas por la existencia de un
sistema donador/aceptor de protones (AH/B) entre la molécula responsable del dulzor y el receptor.
Cabe destacar que los atomos Ay B son electronegativos. A este conjunto de atomos se le denomina
glucdforo, y tiene las caracteristicas de electronegatividad y distancias entre los dtomos adecuadas

(2,5-3A), como se muestra en la Figura 3, para poder unirse a los receptores ubicados en las papilas

7
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gustativas. A su vez, los receptores poseen un grupo de atomos similar y antiparalelo al glucéforo por

el que pueden interaccionar mediante puentes de hidrégeno. *°

A—H----B

25-3A

B----H—A

MOLECULA RECEPTOR
DULCE

Figura 3: Glucoforo segun la teoria de Shallenberger-Acree

Es importante tener en cuenta que la interaccidn entre la sustancia dulce y el receptor no ocurre en
un medio libre de interacciones, si no en presencia de agua, que posee una gran importancia en el

proceso como mediador entre la proteina y el edulcorante. Las moléculas de agua que rodean al

H0 .0 :‘8 Hz0
OY\I' OH:» H.‘O .
A—HoH: OH:|B A—H---B
OH, OW
0 H0
B H:0 H.0 H=A B----H—A
H.0 W0 H:o H:0 4
HAJO H20 H20 H2

Figura 4: Interaccion con el agua del glucdforo y el receptor.

glucoforo se disponen de forma ordenada a su alrededor formando una capa de hidratacion. De
hecho, la longitud de los enlaces de hidrégeno que forma la sustancia dulce con el agua se relaciona
con la intensidad del dulzor ya que se puede relacionar con la distancia al receptor. Cuanto menor
sea la distancia, mayor intensidad de sefial existird. Cuando el glucéforo se acerca al receptor, las
moléculas de agua se desordenan y se produce el enlace de hidrégeno entre la sustancia dulce y el
receptor, como se observa en la Figura 4. En este proceso se libera energia por la ruptura de la capa

de agua organizada alrededor del receptor que produce un aumento de entropia. ?*??

Tras la propuesta de Shalleberger y Acree, se han realizado diversos estudios en distintas moléculas
que revelan la necesidad de un tercer punto de unidn, y. Este tercer punto en la molécula propuesto
por Kier en 1972 “? tiene un papel importante en la potencia de la respuesta al dulzor, posee un
caracter hidrofdébico e interacciona con el receptor mediante fuerzas dispersivas. Con la introduccién

de un tercer punto, el modelo AH/B/y crea una estructura tridimensional. Un ejemplo de su influencia

se hace notable en el hecho de que los isémeros D de algunos aminodacidos son dulces, mientras que

8
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los isdmeros L no lo son. Para tener esta estereoselectividad son necesarios al menos tres puntos de
union. De esta manera se concluye la teoria de Shallenberger-Acree-Kier y el tridngulo del dulzor
segun la cual el glucéforo esta formado por tres puntos a unas distancias dadas, como puede verse

en la Figura 5. %

~55A

Figura 5: Tridngulo del dulzor.

A pesar de que esta teoria pudiera parecer sencilla, ha explicado el dulzor en diversas moléculas. Se
han planteado otras alternativas mas complejas, pero las conclusiones finales son muy similares a la

teoria propuesta por Shallenberger-Acree-Kier.
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3. JUSTIFICACION

La gran importancia que posee la alimentacidn en la salud y los problemas que causan las dietas
modernas ricas en azucar, hacen de vital trascendencia la investigacion de los productos alimenticios
existentes, asi como la de nuevos aditivos que posean las caracteristicas deseadas, pero cuyos efectos

adversos sean minimos o nulos.

De forma mas concreta para el caso de los edulcorantes, seria posible mejorar las teorias actuales
sobre su funcionamiento una vez conocidas las estructuras moleculares que interaccionan con los
receptores del gusto responsables del sabor dulce. Con este conocimiento seria posible proponer el
disefio de nuevos edulcorantes artificiales aptos para el consumo que cumplan con requisitos como
maximizar el dulzor, disminuir el aporte calérico, o no producir alergias e intolerancias. Debe
destacarse que, en numerosas ocasiones, una pequefia modificacién en la molécula o cambio de
quiralidad pueden transformar una molécula dulce en amarga. Por esta razén es importante estudiar

la relacion de las propiedades con la estructura.

Con este fin, el grupo de espectroscopia molecular (GEM) ha desarrollado técnicas que permiten la
transferencia de moléculas termolabiles que se encuentran en fase sélida a fase gas. De esta forma,
es posible observar los conformeros mds estables en el espectro obtenido mediante espectroscopia
de rotacion, asi como su abundancia, para poder determinar su estructura y comprobar si posee un
grupo de atomos que forme el glucéforo. Con este objetivo se han estudiado en el grupo algunas
cetohexosas como la fructosa, tagatosa, sorbosa y psicosa **; polialcoholes como el sorbitol y dulcitol
4.y otras sustancias como la sacarina °°, todas ellas poseedoras en su estructura de un glucéforo

como el descrito en la teoria de Shallenberger-Acree-Kier.

En este trabajo se estudiara la hernandulcina, (6S)-6-[(2S)-2-Hydroxy-6-methylhept-5-en-2-yl]-3-
methylcyclohex-2-en-1-one, de formula molecular CisH2402 cuya estructura bidimiensional puede
verse en la Figura 6. Esta molécula es un sesquiterpenoide bisabotano de origen natural, posee

intenso sabor dulce, relativa simplicidad estructural y es de sintesis sencilla. 2%’

OHQ l
.

Figura 6: Estructura bidimensional de la hernandulcina.

10
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La sustancia se extrae en una planta autéctona de centro américa llamada Lippia Dulcis, Figura 7 %%,
aunque recibe distintos nombres comunes dependiendo del pais o zona, como por ejemplo “hierba
dulce”. Esta planta fue documentada por primera vez por el médico, ornitélogo y botanico espafiol
Fernando Hernandez (razén por la que se le da su nombre a la molécula) en su libro “Historia natural
de Nueva Espafia” escrito durante su viaje por el actual territorio de México en la década de 1570.
Dicha planta se utilizaba en la medicina tradicional con diversas aplicaciones, e incluso hoy en dia,

para tratar resfriados o como antiinflamatorio. 2/2%2°

Figura 7: Planta Lippia Dulcis.

El grupo de investigacidon de la universidad de Illinois que descubrid y caracterizd la molécula,
Compadre et. al. (1985) *! ha realizado numerosos estudios sobre esta sustancia, en los que descartan
gue tanto la hernandulcina como varios derivados sean téxicos o mutagenos, por lo que en principio
se justifica su uso en la alimentacién. Asi mismo, el estudio de la pérdida del dulzor de sus derivados
lleva a la conclusion de que es necesario el tercer punto de unidn al receptor propuesto en la teoria

de Kier para explicar el dulzor de esta molécula. /3

Este trabajo se centra en realizar una busqueda conformacional de la hernandulcina, con el fin de
estudiar la relacion entre las estructuras predominantes y sus propiedades dulces atendiendo a la
teoria de Shallenberger-Acree-Kier. En caso de que exista correspondencia con la estructura de la
teoria molecular del sabor dulce, se podran identificar las caracteristicas necesarias para que posea

un glucdéforo.
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4. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es realizar un estudio computacional de la molécula de
hernandulcina con el propédsito de dilucidar qué disposiciones adopta en un entorno libre de
interacciones, y determinar cuadles serdn sus conférmeros mas estables. Se pretende dar una
informacidn inicial de la molécula que sirva de base para posibles estudios posteriores, como por
ejemplo en medios acuosos o formando complejos con unidades clave en las proteinas que actlan

de receptor.

Obtener los conférmeros mas estables, sus momentos dipolares y constantes de rotacién con el fin
de predecir el espectro rotacional de la molécula, que facilite la posterior interpretacién del espectro
obtenido experimentalmente. También se preverd en qué region de frecuencias seria mas

conveniente realizar el experimento.

Comprobar si la hernandulcina es una sustancia cuyo dulzor se explique por la teoria de
Shallenberger-Acree-Kier, lo que fundamenta el disefio de nuevos edulcorantes partiendo de

estructuras moleculares semejantes.

Realizar una comparacion de los resultados proporcionados por distintos niveles de calculo,
aprovechando que la molécula a estudiar es relativamente grande y existe poca informacién para
estos casos, centrando mas la investigacién en los métodos DFT vy distintas bases de Pople. Esto
permitird dilucidar cuales de los niveles de cdlculo disponibles son los mds adecuados para el estudio

de moléculas con un gran nimero de atomos e interacciones intramoleculares.
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5. METODOLOGIA

Los estudios estructurales de este tipo se suelen realizar siguiendo dos lineas de trabajo. En primer
lugar, se efectda un analisis tedrico de la molécula con el fin de obtener una visién del panorama
conformacional, asi como de las energias y pardmetros espectroscopicos relevantes. Después, con la
informacién obtenida, se comienza el trabajo experimental. Por altimo, se concluiria comparando los
resultados de ambos procedimientos para dilucidar cudles son los conférmeros que presenta la

molécula realmente.

Para este trabajo de fin de grado, nos centraremos en la primera parte tedrica, cuyos resultados seran

relevantes de cara a una posible experimentacién posterior.

5.1. MECANICA MOLECULAR

Con el fin de buscar los distintos conformeros estructurales de una molécula sin hacer uso de
métodos computacionales, seria necesario hacer uso de la intuicién quimica a fin de encontrar las
estructuras mas relevantes. Esto conllevaria una gran cantidad de tiempo ademas de correr el riesgo

de no considerar todos los conformeros.

Una metodologia ampliamente utilizada para la busqueda conformacional son los métodos basados
en campos de fuerza. Estos emplean un tratamiento puramente cldsico, por lo que ofrecen una
aproximacion muy simplificada en cuanto al calculo de energias y pardmetros estructurales, pero
resultan muy efectivos para estudiar los posibles conférmeros de sistemas con una elevada cantidad
de estructuras o sistemas que posean un gran numero de atomos en un tiempo reducido. Para ello,

se buscan los minimos de su curva de energia potencial mediante métodos de mecdnica molecular.

5.1.1. SUPERFICIES DE ENERGIA POTENCIAL

Como bien sabemos, una molécula puede adoptar infinitas disposiciones en el espacio cambiando
las medidas de sus parametros geométricos, y cada una de esas disposiciones tendra una
determinada energia. La representacidon de esa energia respecto de los pardmetros geométricos se
denomina superficie de energia potencial (SEP). En el caso de una molécula diatémica, donde se tiene
un solo grado de libertad (la longitud del enlace), la representacién de la energia viene dada por la
curva de energia potencial en dos dimensiones. Este seria el caso mas sencillo, sin embargo, cuando
se tratan moléculas poliatémicas la representacién requiere de multiples dimensiones, dando lugar
a una hipersuperficie de energia potencial. En esta superficie se hallan minimos correspondientes a

las estructuras estables, denominadas conférmeros, y todos los caminos de interconversidén entre

ellos incluyendo estados de transicidn, suele representarse como se observa en la Figura 8. Una
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estructura de equilibrio se encuentra en un punto de la SEP para la que son cero todas las primeras
derivadas de la energia con respecto a las coordenadas geométricas individuales y cuya
representacion diagonal de la matriz de derivadas segundas de la energia, tiene todos los elementos
positivos. En términos simples, una estructura de equilibrio corresponde al fondo de un pozo en la

superficie de energia potencial global.**

Minimo global Minimo local  minimo local

35—

25

Energia
r

0l Agzrm—ta= — ~ |

i S —

Coorden 20 0 5 10 15 20
qd3 5 Coordenada 1

25 30

Figura 8: Representacion habitual de una superficie de energia potencial.

5.1.2. CAMPOS DE FUERZAS

Los métodos de mecanica molecular (MM, molecular mechanics) calculan la energia mecdnica
involucrada en la deformacion de las moléculas. Los atomos en este modelo se consideran masas
esféricas y los enlaces que los unen como tensores. Para describir las interacciones entre las masas
se utilizan funciones de potencial derivadas de la mecanica clasica. La expresién de la energia
potencial de cada geometria es la suma de la tensién de enlaces, torsion alrededor de los enlaces
simples y angulos de flexion, y las fuerzas intermoleculares como los enlaces de hidrégeno o de van
der Waals. Es obvio que este tipo de método no proporcionara valores de la energia precisos, pero
es perfectamente valido para una primera busqueda conformacional, especialmente para moléculas
de gran tamafio como en el caso de este trabajo. Ademas, el coste computacional que supone es
menor que el de otros métodos. De esta manera es posible evaluar la energia de los puntos de la

superficie de energia potencial en un tiempo reducido. **

Para comenzar, la informacion necesaria que se requiere es la estructura de la molécula, o de forma

mas especifica, las posiciones relativas de los atomos que la componen en el espacio, asi como una
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serie de datos tales como las constantes de fuerza k de los distintos enlaces, angulos de giro y
torsiones que no pueden producirse, como por ejemplo en los dobles enlaces. Las constantes se
encuentran en la base de datos del programa utilizado y han sido obtenidas experimentalmente o
mediante calculos ab initio. Esta base de datos de compuestos empleada durante la parametrizacion
es fundamental para una busqueda conformacional correcta, asi como para modelar otras
propiedades. El conjunto de pardmetros obtenidos empiricamente para describir las interacciones
entre atomos y las funciones de potencial utilizadas forman el campo de fuerzas (FF, force field) en

el que se basan este tipo de métodos.

Existen varios campos de fuerzas que pueden utilizarse, cada uno con sus propias caracteristicas. Por
ejemplo, la familia MM, son ampliamente utilizados para calculos computacionales de moléculas
pequefias, existiendo distintas variaciones dentro de este tipo que se designan con nimeros (por
ejemplo, MM2, MM3...). Los denominados AMBER (Assisted Model Building and Energy Refinement),
son muy utilizados para el estudio de algunos sistemas orgdnicos, proteinas y acidos nucleicos. En el
caso de los CHARMM (Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics), se trata de campos de
fuerzas parametrizados con datos experimentales y utilizados tanto para moléculas pequefias como
para complejos solvatados de macromoléculas bioldgicas. Uno de los campos de fuerza mas
extendidos debido a su gran reproducibilidad en sistemas con varios grupos funcionales es el MMFFs
(Merck Molecular Force Field). Este ultimo es el que se ha elegido para realizar este trabajo, por lo

que se describe con mas detalle a continuacion.

51.21. MERCK MOLECULAR FORCE FIELD

El campo de fuerzas MMFF (Merck Molecular Force Field) esta disefiado para su uso en compuestos
farmacéuticos y considera de forma precisa las energias conformacionales y las interacciones no
enlazantes. Es adecuado para estudiar moléculas tanto en fase gas como en fases condensadas.
Posee un gran numero de términos cruzados, lo que es la razdn principal de su gran transferibilidad,
es decir, las propiedades calculadas no diferiran en gran medida al cambiar las condiciones en las que

se encuentre la molécula. ***°
En este caso se calcula la energia como la suma de las siguientes contribuciones.

e Tension de enlaces: Se utiliza la ley de Hooke a la que se le afiaden términos adicionales del

desarrollo en serie de Taylor.

2
2 7
Eenlace = kenlace(rij - rij,eq) 1+ CS(T‘U - 7"ij,eq) + E CSZ(T'ij - 7/'ij,eq) (1)

donde Keniace, €5 la constante de fuerza, ry; es la distancia entre atomos, rjjeq es la distancia de

equilibrio entre los atomos, y cses la constante de estiramiento cubica.
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Deformacién de angulos de valencia: Se utiliza una funcién andaloga a la del caso anterior en

la que se sustituyen las distancias de enlace por dngulos entre enlaces.

Esnguio = Ko(6ijx — 9ijk,eq)2[1 + cb(0ijk — Bijieq)] (2)

donde Ko es la constate de fuerza, 8 es el dngulo de enlace entre los &tomos 7 j, y &, 0;jk eq

es el angulo de equilibrio, y cb es la constante cubica de doblado.

Para dngulos préximos a la linealidad se tiene la siguiente aproximacion:

Eéngulo,lineal = Kijk,lineal 1+ Cos‘gijk) (3)

Tension-Doblado.
Eostiramiento-dobiado = |Kijk (Tij — Tijeq) + kiji (Tij — Tijeq) | (Bijk — Oijieq) (4
donde k;ji y ky j; son las constantes de fuerza que unen los estiramientos /j'y kjal angulo Jjk.

Doblado fuera del plano (OOP, Out of plane).

Eoor = koop (Zijk;l)z (5)

donde el término Xijie1 €5 el dngulo entre el enlace j/y el plano ijk, en el que jes el atomo

central.

Torsiones: Debido a que la torsidon es un movimiento periddico (circular), la funcién que la

describe también lo es.

Eiorsion = % [Vi(1 + cosg) + V,(1 + cos2¢) + V3(1 + cos34)] (6)

donde los términos V'son constantes de fuerza de la serie de Fourier y ¢ es el angulo diedro.

Interacciones de Van der Waals: Surge de las interacciones entre las nubes electrdnicas de

dos atomos no enlazados.

107R;; \ ([ 112R]
Eyaw = € > 7 7 — 2 (7)

donde R;; es la distancia entre los atomos 7y j, R;"j es la distancia cuya energia de interaccién

entre atomos es minimay €;; es la profundidad del pozo de energia potencial entre atomos.

Interacciones electrostaticas: Describen la interaccién culdmbica entre atomos con cargas

parciales.
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qiq;
E:= —=21Y
5= DRy +0)7 (8)
donde D es la constante dieléctrica, o es la constante dieléctrica de amortiguacion, y los

términos g las cargas de los respectivos atomos.

e Términos cruzados y términos no enlazantes adicionales: Describen el acoplamiento entre
enlaces, angulos y torsiones por lo que los funcionales que los describen son combinaciones

de los funcionales para los términos por separado. Sus expresiones son mds complejas.

e Estrategias de parametrizacion: Son funciones que miden de la desviacion entre los valores

de energia predichos y los valores experimentales. La eleccion de estas funciones es arbitraria.

5.2. METODOS MECANOCUANTICOS

Los métodos de la mecanica cuantica se basan en la resolucidn de la ecuacidn de Schrodinger, la cual
sélo puede resolverse de manera exacta en el caso en el que se tenga un sistema monoelectrénico.
Debido a que en sistemas de mas de un electrdn las particulas no se mueven de forma independiente,
si no que existe correlacion electrdnica, deben considerarse varias aproximaciones para resolver la

ecuacion de Schraodinger.
Las aproximaciones consisten en:

e Aproximacion de Born-Oppenheimer: Se basa en que la masa de los nucleos es mucho mayor
qgue la de los electrones, por eso, los electrones se mueven a mayores velocidades
respondiendo instantdneamente a los cambios producidos en la molécula. Con esta
aproximacion es posible suprimir los términos nucleares considerandolos constantes al
calcular las derivadas, y parametrizar el término de atraccion electrénica entre nucleos y

electrones.

e Modelo Hartree-Fock: La mayor parte de los métodos mecanocuanticos utilizan el cdlculo
Hartree-Fock como base. La metodologia empleada consiste en resolver el Hamiltoniano con
un solo determinante de Slater. Estos cdlculos se fundamentan en el método de Hartree, que
aplica la aproximacion de la particula independiente para los electrones, de manera que
permite dividir el operador Hamiltoniano en operadores individuales para cada electron.
Aplicando la aproximacion de la particula independiente, el término de un electrén se
considera independiente del resto. De esta forma se puede considerar que un electrén se
mueve en el campo de energia potencial promedio formado por el resto. Es una modificacion
en la que se describe la funcion de onda de varios electrones como un producto

antisimetrizado (determinante de Slater) de funciones de onda de un electrdn.
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e El comportamiento de los orbitales moleculares se aproxima al resultado de la combinacién
lineal de los orbitales atdmicos que lo forman. De esta forma, los electrones se pueden
considerar independientes asumiendo que cada uno estard en un orbital diferente. Asi, la
funcién de onda del sistema se puede escribir como el producto de las funciones de onda de

cada particula.

e Aproximacion de la separacion de orbitales m: Consiste en la separacion de las contribuciones

oy maun enlace, de forma que permite caracterizar la contribucién m.

5.2.1. METODOS BASADOS EN LA FUNCION DE ONDA

Tras plantear la ecuacién de Schrodinger y aplicar la aproximacién de Born-Oppenheimer, se divide
el Hamiltoniano electrénico en distintos términos, de los cuales, el correspondiente a la repulsidn
interelectrénica no tiene solucién exacta. Se emplea entonces el modelo de Hartree-Fock. El
concepto fundamental en el que se basa la teoria Hartree-Fock (HF) consiste en que cada electrén
percibe al resto como un campo promedio, lo que permite un enorme progreso en la realizacion de
los cdlculos de orbitales moleculares. Segun el teorema variacional, la energia calculada resulta
siempre mayor que la auténtica energia que posee el sistema, por lo que debe procurarse minimizar
el resultado para cometer el menor error posible. Para ello se plantea el determinante secular cuya

resolucidn puede realizarse por distintos métodos. **

Los métodos post-HF realizan el calculo de la energia de correlacion. De nuevo, se encuentran
distintas metodologias como variacionales, perturbativos y de agregados acoplados. Para este

trabajo se ha empleado el método MP2 que detallaremos a continuacion. *°

5.2.1.1. METODOS PERTURBATIVOS MOLLER-PLESSET

La teoria de perturbaciones de varios cuerpos (MBPT, many-body perturbation theory) trata la
correlacién electronica como una perturbacién en la funcién de onda de HF. Se comienza
considerando el operador Hamiltoniano H no perturbado y al que se le afiade posteriormente una
pequefia perturbacion V que representa una pequefia modificacién en el sistema. El operador

Hamiltoniano en este caso vendria dado por la expresién (9).

—

H=H+ AV (9)

donde H,, es el Hamiltoniano anterior a la introduccion de la perturbacion que se resuelve de forma
exacta o aproximada, A es el parametro de perturbacién que mide la magnitud de la perturbacion, y

I es el operador de perturbacion.
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Se asume que el factor de correccion es pequefio comparado con el Hamiltoniano inicial por lo que
la funcion de onda modificada y energia pueden expresarse en forma de la expresidon de Taylor en

funcién del parametro de perturbacion.

E" =E} + AEJ + A’ER} + - (10)

Y =Wl + AP+ 2290 + - (11)

5.2.2. METODOS SEMIEMPIRICOS

Los métodos semiempiricos modifican los calculos Hartree-Fock introduciendo funciones con
pardmetros obtenidos experimentalmente, que mejoran la calidad del calculo computacional. Se

basan en tres aproximaciones principales. **

e Despreciar la contribucion de los electrones internos: Dado que no contribuyen a la actividad
guimica, suelen reemplazarse sus contribuciones al Hamiltoniano por una funcidn

parametrizada.

e Uso de un conjunto de base minimo: Las funciones utilizadas para describir los electrones de

valencia emplean un nimero minimo de funciones base.

e Supresiéon o uso de aproximaciones para las integrales de dos electrones: Los métodos
actuales poseen la aproximaciéon modified neglect of differential overlap (MNDOQO). En este
método, los parametros se asignan para los distintos atomos y se encajan para reproducir
propiedades como los calores de formacién, variables geométricas, momentos dipolares y

primeras energias de ionizacién.

5.2.2.1. PARAMETRIC MODEL 6

Existen multiples modelos como el AM1, PM1, PM3... que van mejorando sucesivamente la parte
MNDO. El método semiempirico que se utilizara en este trabajo es el parametric model 6 (PM6), que
emplea un conjunto de datos mucho mayor para ajustar los pardmetros e introduce mejoras en los
términos nucleo-nucleo. Las correcciones que aplica se basan en introducir parametros de pares de
nucleos en lugar de parametros especificos de un elemento, asi como diferentes potenciales de
repulsion internuclear para N-H, O-H, C-Cy Si-O. También afade orbitales d para algunos elementos

de forma similar al método MNDO/d.?’
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5.2.3. TEORIA DEL FUNCIONAL DE LA DENSIDAD (DFT).

El método de la teoria del funcional de la densidad se basa en que la energia total del estado
fundamental de un sistema con N electrones se puede describir mediante un funcional de densidad

electronica.

Los métodos actuales estdn basados en dos teoremas de Hohenberg y Kohn. El primero de ellos
enuncia que cada observable de un sistema mecano-cuantico estacionario, incluyendo la energia,
puede ser calculado a partir de la densidad electrénica del estado fundamental Unicamente. El
segundo afirma que la densidad electrénica del estado fundamental es aquella que minimiza el
funcional de la energia, es decir, al igual que con la teoria de orbitales moleculares (MO, molecular

orbitals) la densidad electrdonica cumple el principio variacional.>*3®

Sin embargo, los teoremas de Hohenberg y Kohn no proporcionan una expresion para el funcional
de la energia y la utilidad de los calculos DFT depende del uso de aproximaciones adecuadas. Para
ello, el funcional se describe como la energia total segin la expresién de Hartree afiadiendo un
término adicional, el de intercambio-correlacion. Esta es la expresion de Kohn-Sham (12) que consta
de varios términos, todos ellos funcionales de la densidad electrdnica, que comprenden el sumatorio

de las interacciones de las distintas particulas dentro de la molécula.

Elp] = T; [p] + E"[p] + Ecnlp] + Enn [p] + Exc[p] (12)

donde T; [p] es la energia cinética de los electrones sin interaccién entre ellos, E[p] es la energia
de Hartree, E,,[p] la energia de interaccidén electrén-ndcleo, E,, [p] la energia de interaccion

nucleo-nucleo y E,.[p] el funcional de intercambio-correlacién.**

Existen varios tipos de funcionales de intercambio-correlacién que sirven como aproximaciones
detallando en mejor o peor medida la forma de la densidad electrénica. Se pueden clasificar de la

siguiente manera:

e LDA (Local Density Aproximation): Es el mas sencillo de todos, se calcula el valor del funcional
de intercambio-correlacidon en un punto r como el valor de la densidad electrénica p en dicha
posicidn. Seria equivalente a tener un gas de electrones libres en esa densidad. Para los
sistemas que incluyan polarizacién de spin se utiliza el funcional LSDA (Local Spin Density

Aproximation). Tiene una expresion como la siguiente, (13).

Evclp] = f &1 p()ere (p(r) (13)
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e GGA (Generalized Gradient Approximation): Esta aproximacion se basa en la anterior que sélo
tiene en cuenta los valores locales de la densidad electrénica, y afiade el cambio local de la
misma, es decir, su gradiente.

[Vp() |

EZA o] = ES24p(M] + A ey e Im (14)

e Meta-GGA: Una de las deficiencias de los funcionales GGA es su incapacidad para describir
correctamente el comportamiento de la densidad de energia y el potencial de intercambio
simultdaneamente en regiones alejadas del nucleo para obtener una mejora. Estos funcionales
afiaden a los anteriores la segunda derivada de la densidad electrénica aplicando el operador

Laplaciano a la expresion. Un ejemplo de estos funcionales son los de tipo MO06.

e DFT Hibridos: Dado que un funcional puro muestra poca contribucién de spin, se afaden
contribuciones del funcional de intercambio proporcionado por la funcion de onda de

Hartree-Fock.

Los funcionales que se van a utilizar son de tipo GGA hibrido B3LYP e hibrido meta-GGA M06-2X. %4

5.2.3.1. FUNCIONAL B3LYP

Son métodos hibridos que combinan funcionales para la correlacion y para el intercambio. En este
caso concreto, se tiene el funcional de intercambio de Becke (B) que afiade tres parametros a la
expresion y el de correlacidn no local de Lee, Yang y Parr (LYP), que a diferencia de otros, no es una
correccion del funcional LSDA (Local Spin Density Approximation), sino que estd disefiado para

proporcionar la energia de correlacion por si mismo. **

5.2.3.2. FUNCIONAL M062X

Como se ha mencionado antes, el funcional M062X se puede clasificar como un funcional hibrido de
tipo meta GGA (hybrid meta-GGA). Tienen muy en cuenta el cambio del valor de la densidad
electrdénica en la molécula y ademas duplica el intercambio no local (2X). Se ha parametrizado para

no metales, por lo que se recomienda para el estudio de interacciones no covalentes.

5.2.3.3. DISPERSIONES DE GRIMME Y DE BECKE JOHNSON

La dispersion de Grimme es una modificacién realizada a la teoria del funcional de la densidad de
Kohn-Sham, que proporciona mayor precision, mayor rango de aplicacion y menor empirismo. Las
principales modificaciones respecto de los métodos anteriores son los coeficientes de dispersién

especificos para pares de atomos y radios de corte, ambos computados por primeros principios. La

principal desventaja es que la correccién no es dependiente o no afecta a la estructura electrénica.
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Es valido para complejos de Van der Waals e interacciones intramoleculares que suelen tener lugar

en problemas conformacionales. **
Sus principales propiedades y ventajas son las siguientes:
o Es menos empirico, los parametros principales se obtienen de primeros principios.
o Proporciona la energia de dispersion casi exacta para dtomos con interacciones débiles.
o Proporciona una descripcidn consistente para todos los elementos quimicamente relevantes.

o Los coeficientes de dispersiéon de pares de atomos y radios de corte se computan

explicitamente.

o Los coeficientes de dispersion dependientes del indice de coordinacién (geometria) no
dependen de la conectividad de los dtomos. Es el factor que mas contribuye a la mejora de la

exactitud. Los coeficientes se calculan con métodos ab initio de gran precision.

o Proporciona similar o mejor exactitud para moléculas ligeras y una mejora importante para

sistemas metalicos.

Becke-Johnson (BJ): A fin de mejorar las interacciones no covalentes, este modelo genera
coeficientes de dispersion C6 interatémicos e intermoleculares notablemente precisos, asi como
geometrias y energias de enlace de complejos. El modelo DFT opera tan bien como el modelo
explicitamente dependiente de los orbitales moleculares, pero con mejoras computacionales
evidentes. Con las dispersiones BJ se encuentran mejores resultados y efectos de dispersiéon
intramoleculares mas claros, se trata de un método mas preciso especialmente para problemas de

correlacidn electrdénica de medio alcance. **#*

i

Co i j
Eyiey = —Z '
disp ' (k C6 i,j) (15)

donde E¢; jes la suma de los valores absolutos de las energias de correlacion de los atomos 7y j
libres, k es un parametro universal que limita la energia de dispersion de cada par jj. R;; es la

distancia entre los atomos.
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5.2.4. BASES DE CALCULO

La resolucién de la ecuacidn de Schrodinger electrdnica requiere un conjunto de funciones de base,
gue pueden ser la funcién de onda o el funcional de la densidad electrdénica, para definir los orbitales
moleculares. Asi pues, para realizar estos cdlculos se necesita una expresion de la funcion de los
orbitales moleculares ¢p como se muestra en la ecuacidn (16), que se describe como una combinacién

lineal de los orbitales atémicos .

¢ = ZCix; (16)

A su vez, los orbitales atémicos pueden expresarse como se muestra en la ecuacién (17), donde N es
el coeficiente de normalizacion, Y(6,y) es la parte angular que suele describirse con armodnicos

esféricos y R(r) la parte radial.
x=NY(6y)R(T) (17)

Por su parte, R(r) puede describirse con funciones de tipo Slater (STO, Slater type orbitals) o con
funciones gaussianas (GTO, Gaussian type orbital). En este trabajo se van a utilizar bases de Pople,

gue emplean las funciones de tipo GTO, que tienen la expresion formulada en la ecuacién (18).
R(r) = r@n-2-Dg=¢r? (18)

Utilizando unicamente las funciones GTO como tales seria necesario un gran numero de ellas, por lo
gue se recurre a la contraccion de funciones en las que se combinan distintas funciones gaussianas,
ecuacién (19), que den lugar a una nueva del mismo tipo, pero con distinta forma, como se muestra

en la Figura 9.

R(r) = Z C] e_(rz (19)
j

St

r
Figura 9: Ejemplo de contraccion de funciones
Gaussianas. Al sumar dos funciones Gaussianas, se
obtiene una nueva centrada en ambas.
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Existen bases minimas, en las que Unicamente se utiliza una funcion base para los orbitales internos
y los de valencia. Por otra parte, existen las bases de valencia desdoblada (multiple zeta) en las que
se representa por una parte los orbitales internos con una funcidn base que es contraccién de

distintas funciones gaussianas y por otra los de valencia con varias funciones.*

Para nombrar las distintas bases de Pople se utiliza una serie de caracteres, donde cada uno posee

un significado. Por ejemplo, la base mas completa que se va a utilizar en este trabajo es la siguiente:
6-311++G(d,p)

Donde el primer nimero indica que la base minima es una funcién combinacién de seis gaussianas a

fin de simular los orbitales internos.

El guion separa las bases empleadas para los orbitales de valencia, que en este caso utiliza una
funcidn triple zeta (311) que consta de la contraccidn de tres gaussianas (indicado por el nimero 3)

y aflade dos gaussianas primitivas por separado (indicado por los dos nimeros 1).

A continuacidén, se afnaden las funciones difusas representadas por signos “+”. El primero de ellos
simboliza la combinacién con funciones difusas para los dtomos pesados (del segundo periodo en
adelante), mientras que el segundo indica su inclusién para el &tomo de hidrégeno. Estas funciones
tienen el mismo ndimero cuantico angular que los orbitales de valencia, pero con exponentes mas
pequeiios, es decir, menos contraidos. Gracias a ello, se pueden extender a regiones espaciales mas

alejadas de los nucleos, como se puede visualizar en la Figura 10.

& o PP - P

Funcién Funcion Tamarno
contraida difusa ajustado

Figura 10: Efecto de las funciones difusas. A es un factor que multiplica a la funcion difusa.

Por ultimo, se introducen las funciones de polarizacién. Estas consisten en combinar los orbitales a
calcular con orbitales de un nimero cuantico angular mayor para crear un efecto de cambio en la
densidad electrdnica, mediante la multiplicacion de un factor A, cuyo valor estd comprendido entre
0y 1, como se muestra en la Figura 11. Por ejemplo, los orbitales atémicos tipo p de los atomos
pesados se combinan con funciones que describen orbitales tipo d (denotado con la letra d entre
paréntesis), y de forma andloga los orbitales de tipo s de los hidrégenos (o helio) se combinan con
los de tipo p. Esta combinacion sirve para aumentar la “flexibilidad” de las funciones base en la region

de valencia con el fin de describir mejor la distorsidn de los orbitales atdmicos cuando la densidad de

carga estd deformada por la interaccion de unos dtomos con otros. **
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TR S 7’\
D ‘ -
Figura 11: Efecto de las funciones de polarizacion.

La eleccion de una buena base es un factor fundamental en el que los pardmetros que definen los
funcionales empiricos de intercambio-correlacién dependen cuantitativamente de los conjuntos de
base empleados. Ademas de las bases de Pople, existen otros tipos como las de correlacion
consistente o Dunning. Estas son parametrizadas con correlacién y son preferibles para célculos post-
HF (MP2, CCSD...), en cambio, las de Pople se parametrizan para HF y se emplean en este tipo de
calculos con el beneficio de ser de menor tamafio que las de Dunning. Los calculos DFT muestran
poca diferencia en el uso de las bases de un tipo u otro, sin embargo, la mayor rapidez de las bases
de Pople las hace preferibles. Asi mismo existen las bases de tipo Def2, de aplicabilidad mas general
gue las anteriores y cuya utilizaciéon se encuentra en auge recientemente, por lo que también se

tendran en cuenta para la comparativa.?>®

5.3. ESPECTROSCOPIA DE ROTACION

Con el objetivo de conocer qué datos seran necesarios extraer del estudio computacional, es
fundamental describir, al menos brevemente, en qué consiste la espectroscopia de rotacion y de qué
depende la obtencion del espectro de la molécula. Por esta razén, se explica a continuacién en qué
consiste este tipo de espectroscopia, asi como las reglas de selecciéon y la dependencia de las
constantes de rotacion. Debido a que la labor experimental se haria en una expansién supersdnica,
otro dato a tener en cuenta es la energia relativa de los conférmeros, ya que dard informacién sobre
cudles de ellos se encontraran en mayor proporciéon. Asi mismo, la energia de Gibbs es otro factor

determinante en algunos casos.

5.3.1. FUNDAMENTOS

Las sefiales que se observan en un espectro rotacional se deben a la absorcidn o emisidn de energia
por parte de las moléculas al cambiar su nivel de energia de rotacién. Los valores propios
correspondientes vienen dados por la combinacidn lineal de las constantes rotacionales A, By C, cuya
expresion viene dada por la ecuacién (20), inversamente proporcionales a los momentos de inercia

la, Ip € Ic, cuya expresion se indica en (21), respectivamente.

h

87TZIB

(20)
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donde hes la constante de Plank e I es el momento de inercia en el eje B. La férmula es analoga para

las constantes rotacionales Ay C.
IA,B,C = Zml’riz (21)

donde m; es la masa de cada atomo y r la distancia desde el atomo considerado al eje

correspondiente.

Al depender de la distribucién espacial de las masas, estos pardmetros son especificos de cada
estructura, y permiten realizar una prediccidn de las transiciones rotacionales que van a tener lugar

e identificar los conférmeros analizados.

Por otro lado, la intensidad de las transiciones se relaciona con la proyeccién del momento dipolar
de la molécula a lo largo de los ejes, Ua, Wb Y He. De forma mds concreta, la intensidad de la transicidon
es proporcional a la integral momento de transicién (1| Hab,c| W2), donde Y1y P, es la funcidn de

onda de los estados inicial y final respectivamente. */

El requisito mas importante para que una molécula pueda proporcionar un espectro de rotacién es
la existencia de momento dipolar permanente. Sin embargo, no todas las transiciones estdn
permitidas, solo aquellas que siguen las reglas de seleccién que se cumplen cuando el producto
directo de la representacidn irreducible simétrica de los elementos de la integral momento de
transicién, contiene la representaciéon totalmente simétrica. Las reglas de seleccion pueden
describirse por la variacién en los nUmeros cuanticos del momento angular, J, y la proyeccién del

momento angular sobre el eje z de la molécula, K.*®

AJ=-1,0,1: Proporciona las ramas P, Q y R.
o Las transiciones de tipo a poseen las siguientes reglas de seleccion: AKy=0; AKc = £1.
o Lasdetipo b: AKa=11; AK. = £1.
o Ylasdetipoc: AKy=+1; AK. = 0.

De esta forma, las transiciones de cada tipo dependen de la proyeccion del momento dipolar a lo

largo del eje que les corresponde.

En resumen, la intensidad de las transiciones y si estas son de tipo a, b o ¢, proporcionan informacién
sobre las componentes del momento dipolar de la estructura molecular, siendo de gran utilidad a la

hora de identificar conférmeros.
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5.3.2. EXPANSION SUPERSONICA Y ABLACION LASER

El estudio conformacional de una molécula debe realizarse en un entorno en el que no existan
interacciones con el entorno para que no influyan a las conformaciones intrinsecas del sistema que
se pretende estudiar, por lo que debe realizarse en condiciones de aislamiento. Para lograr estas
condiciones, se dispone de aparatos que permiten introducir la muestra a través de un jet
supersonico. Se trata de la expansion adiabatica de un gas portador que contiene una pequena
proporcién de la muestra a elevada presidn en un recinto de alto vacio al pasar por un pequefio
orificio llamado Nozzle, cuya constitucion puede verse en la Figura 12 */, produciéndose su expansion
supersonica. Las moléculas de muestra sufren un fuerte enfriamiento de los grados de libertad

rotacionales, vibracionales y traslacionales.

Muestra|

Gas -
portador

Laser

Figura 12: Introduccion de la muestra a la cdmara
de expansion.

Gracias a estas caracteristicas se consiguen una serie de ventajas tales como una mayor poblacién
del nivel fundamental que aumenta la intensidad de las transiciones, el espectro se simplifica y se
adquieren las condiciones ideales para formar complejos moleculares. Otro efecto es un gran
aumento de la velocidad (alcanza velocidades supersénicas) y la direccionalidad de la misma. Una vez
lograda la expansidn supersdnica se crea una zona libre de colisiones en la que el entorno en el que
se encuentran las moléculas es el propicio para este tipo de espectroscopia. Las distintas regiones
creadas en un chorro supersonico pueden verse en la Figura 13 *°,

La volatilizacion de algunas muestras sin producir su deterioro es dificil en algunos casos, como el de
los compuestos biolégicos que se descomponen al aplicar calor. Por esta razén, se recurre a la
ablacion laser que permite volatilizar parte de las moléculas neutras mediante pulsos de radiacién

sin deteriorarlas. %’
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Nozzle Dico de
M=1 Mach
Camara de "_._.‘

. . - Region
estancamiento Regién supersénica subsénica
P,=05:6bar[--"---rrorommmmnenenn oo

M < 1 M >>1 M< 1

Camara de vacio
Px ~ 10%:10*mbar

b ad

Xm
Figura 13: Formacion y zonas del chorro supersonico.

5.3.3. ROTACION INTERNA

La rotacion interna es una vibracién en la que el movimiento realizado por la molécula conecta varias
disposiciones (n) equivalentes entre si, siendo el angulo de rotacién interna (a) la coordenada que
describe dicho movimiento. La funcién del potencial es simétrica y periddica con el angulo a, siendo
el maximo de potencial la barrera que impide el movimiento. Sin embargo, en los casos en los que la
barrera es baja, el sistema puede pasar de un minimo a otro por medio del efecto tlnel. Este suceso

causa que los niveles cercanos a la barrera se dividan en n componentes.

Un caso concreto que va a aplicarse en este trabajo es la rotacion de los grupos metilo. En este caso
da lugar a una funcién de energia potencial en tres partes, con tres minimos equivalentes y tres
maximos equivalentes. Si la barrera de potencial es suficientemente pequefia, dicha rotacion puede
dar lugar a desdoblamientos hiperfinos en el espectro de rotacién, dependiendo de la magnitud de
la barrera de rotacion interna. En esos casos, los niveles rotacionales se dividiran en un nivel no
degenerado de componente A y un nivel doblemente degenerado de componente E, como se

observa en la Figura 14 °°. Entonces, cada transicién rotacional aparece desdoblada en dos

componentes. Como resultado de la presencia de rotacion interna, el espectro obtenido se complica

51,52

haciendo mas compleja su resolucién.

V(a)

Figura 14: Funcion del potencial proporcionado por la
rotacion interna de un grupo metilo al cambiar el dngulo «.
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6. RESULTADOS
6.1. BUSQUEDA CONFORMACIONAL

En este trabajo se ha estudiado la molécula de hernandulcina, cuya formula molecular es Ci5sH2402, y
gue posee en su estructura 41 dtomos en total. Tal y como se muestra en la Figura 15, se trata de
una estructura grande y con numerosos enlaces simples, por lo que cabe esperar que adopte una
gran cantidad de conférmeros. Por esta razén, primero se recurre a los métodos de mecdnica
molecular para dilucidar las estructuras que poseerd la molécula, para posteriormente optimizarlas
mediante distintos métodos. Su tamafo y flexibilidad le dotan de una importante complejidad desde
el punto de vista espectroscépico y computacional. Por ello, con este estudio se pretende obtener
una informacidn basica que después podra utilizarse para valorar la viabilidad de la molécula, conocer
sus interacciones intramoleculares y asi tener un punto de partida en el caso de realizar su estudio
experimental. También serd de ayuda en el caso de hacerse estudios posteriores como por ejemplo,

los agregados moleculares del compuesto con agua o moléculas claves en el receptor del dulzor.

O HOQ

Figura 15: Posibles torsiones que pueden efectuarse en la estructura de la
hernandulcina.

Se comienza construyendo la estructura de la molécula con el programa Maestro de Schrédinger >,
en el que se pueden visualizar todas las posibles torsiones de la molécula como se indica en la Figura
15. Los indicadores azules representan giros a través de un enlace y en amarillo se indica la rotura de
un enlace con el fin de modificar la estructura del ciclo. Seguidamente se procede a lanzar un célculo
de mecdnica molecular empleando el campo de fuerzas de Merck (MMFF) y se establece un umbral
de energia de 25 KJ/mol por encima del cual no se consideren nuevas estructuras. Una vez terminada
la busqueda conformacional se obtienen 109 conférmeros, cada uno de ellos descrito en un fichero
gue proporciona las coordenadas de los atomos, pardmetros energéticos y otras propiedades de cada

conférmero.

Posteriormente, se optimizan las estructuras de los conférmeros obtenidos con un nivel de calculo

DFT, utilizando el funcional B3LYP y una base extendida, 6-311++G(d,p), afadiendo las dispersiones

de Grimme y Becke Johnson. Este calculo se realiza con el software Gaussian 16 °*. Al comprobar los
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parametros de todas las estructuras, se observa que las energias y las constantes de rotacion A, By
C coinciden en algunas estructuras. Este hecho indica que esos conférmeros convergen a la misma

estructura, por lo que realmente se obtienen 81 estructuras diferentes de las 109 iniciales.

Tabla 1: Pardmetros espectroscdpicos calculados y energias relativas a nivel B3LYP/6-311++G(d,p) GD3BJ, correspondientes a los 10
confdérmeros mds estables de la hernandulcina. Los dos conformeros menos estables se muestran a la derecha.

Conférmero 5 1 66 6 4 14 3 57 102 11 91 96

A(MHz) 501 688 886 536 931 553 945 1157 636 523 598 941
B(MHz) 429 246 209 392 192 358 189 206 325 445 328 200
C(MHz) 290 196 186 263 177 290 170 193 286 322 278 191

Ha(D) 156 081 235 -0.20 -2.80 292 217 3.89 206 -3.50 | -0.04 2.69
15(D) 419 529 438 506 451 282 502 341 3.53 1.16 | -2.41 2.56
(D) -2.72 -166 -1.24 -2.20 100 -3.46 -1.02 -1.08 -3.19 3.05 | 253 1.37

AE (cm™) 0 531 551 459 861 807 894 936 1025 1053 | 2725 2816
AEzpe (cm™) 0 470 489 491 776 779 798 906 1030 1045 | 2512 2586
AG (cm™) 0 140 112 528 318 782 335 755 983 1068 | 2204 2002

A, B, y Crepresentan las constantes rotacionales; uq, ts, Yy 4c SOn los valores de las componentes del
momento dipolar eléctrico (en Debyes). Por ultimo, la energia electrénica relativa, AE, la energia
relativa en el punto cero, AEzpg, y energias de Gibbs relativa (AG) calculadas a 298 K son relativas con

respecto al minimo global. Los valores han sido calculados mediante B3LYP/6-311++G(d,p) GD3BJ.

En la Figura 16 se muestran las estructuras de los diez conférmeros mas estables junto con los dos
menos estables, mientras que en la Tabla 1 se recogen los datos de las constantes de rotacién,
momentos dipolares y energias relativas para dichas estructuras. Los datos del resto de los
conférmeros se encuentran en el anexo. La numeracion de las estructuras sigue el proporcionado
segun el orden energético por el método de mecanica molecular. Como puede verse en la Figura 16,
las estructuras mas estables son aquellas que poseen un enlace de hidrégeno entre el grupo hidroxilo
y el grupo cetona. Aquellas estructuras que no cuentan con dicho enlace, sufren de una

desestabilizacidn considerable, como es el caso de los conférmeros 91 y 96.
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Conformero 5 Confdormero 1

Conférmero 6 Conférmero 4

Conférmero 102

Conférmero 11 Conférmero 91 Conférmero 96

Figura 16: Los diez conférmeros de la hernandulcina mds estables y los dos menos estables hallados con el método B3LYP/6-311++G(d,p)
GD3BJ.
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Entre las estructuras mas estables es posible diferenciar dos grandes grupos: las estructuras que
tienen la cadena carbonada plegada sobre el ciclo (conférmeros 5 y 6, por ejemplo) y aquellos cuya
estructura se dispone de una forma mas extendida (conférmeros 1y 66, por ejemplo). La diferencia
entre ambos grupos resulta muy interesante y, como se mencionard mas adelante, dard lugar a
diferencias entre los distintos métodos de calculo. El grupo de estructuras de conformacidn plegada
adopta esta configuracién gracias a una estabilizacidon debida a fuerzas dispersivas entre la cadena
carbonada vy el anillo. Por otro lado, las estructuras de conformacién extendida son mas complejas
de evaluar, pero parece que su disposicion se ve favorecida por una interaccion muy débil de los
hidrégenos con los oxigenos. La estabilidad final vendra dada por un compromiso entre la
estabilizacién por la suma de las fuerzas estabilizantes y las fuerzas repulsivas ejercidas por el

impedimento estérico.

Para corroborar esta observacién entre los distintos grupos, se realiza un NCI Plot (Non-Covalent
Interactions) a las estructuras 5 y 66 por ser las mas estables de cada grupo. El NCI Plot es un
programa que permite visualizar e identificar las interacciones no covalentes. Los cdlculos estan
basados en la densidad electrénica y sus derivadas (picos que aparecen en el gradiente de densidad
reducido a bajas densidades). El andlisis de las interacciones se muestra en la Figura 17, en la que
puede verse cdémo el conférmero 5 presenta unas fuerzas dispersivas entre la cadena carbonada vy el
anillo, mientras que el conférmero 66 no posee dichas fuerzas, lo que conlleva una estabilizacién
adicional de la primera. De hecho, la estabilizacion es tal que la estructura 5 es 500 cm™ mas baja en

energia que el siguiente conférmero mas estable.

Conférmero 5 Conférmero 66

Figura 17: Conférmeros 5 y 66 de la hernandulcina junto con el andlisis NCI Plot a color. Las superficies en azul corresponden a fuerzas
atractivas, las repulsiones se muestran en rojo y en tonos verdes se representan las interacciones débiles.
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6.1.1. COMPARATIVA DE BASES Y NIVELES DE CALCULO

El éxito de un modelo depende de su capacidad para reproducir consistentemente los datos
experimentales, y no es probable que un Unico modelo tedrico sea el ideal para describir todos los
sistemas moleculares. Si bien todos estos modelos pueden ser aplicados habitualmente a moléculas
de tamafo considerable, difieren en el tiempo de computacién requerido y en la eficacia para
reproducir un sistema. De forma que es de gran importancia saber qué modelos proporcionan
mejores resultados en menores periodos de tiempo o en qué situaciones son necesarios los modelos
de mayor coste computacional. Es dificil cuantificar el tiempo de computacién total de un cdlculo
debido a que depende de varios factores. Para moléculas organicas de tamafio moderado (de unos
10 4tomos diferentes de H), los modelos HF/6-31G(d), B3LYP/6-31G(d) y MP2/6-31G(d) es de esperar
gue exhiban tiempos de computacién global en una proporcion de aproximadamente 1:1.5:10. El
tiempo de computacién de Hartree-Fock y los modelos B3LYP y MP2 con bases mayores que 6-31G(d)
aumentan aproximadamente con el cubo (HF y B3LYP) y la quinta potencia (MP2) del nimero total

de funciones de base. *3

La hernandulcina se presenta como un caso muy didactico de cara a ilustrar la necesidad de las
distintas metodologias. Por un lado, es una molécula relativamente grande por lo que nos mostrara
los problemas relacionados con el tiempo de calculo y tamafio de archivo generado durante el
calculo. Por otro lado, dispone de dos grupos predominantes del cual uno de ellos presenta
estructuras estabilizadas mediante fuerzas dispersivas de largo alcance dificiles de modelar. Por ello
y con el fin de realizar una comparativa entre distintos métodos computacionales disponibles, se

toman las 30 estructuras mas estables de las totales optimizadas y se reoptimizan como sigue:

1) Con el nivel B3LYP aplicando distintas bases:

o B3LYP/6-31G(d) o B3LYP/6-31+G(d,p)

o B3LYP/6-31G(d,p) o B3LYP/6-31++G(d,p)

o B3LYP/6-311G(d) o B3LYP/6-311++G(d)

o B3LYP/6-311G(d,p) o B3LYP/6-311+G(d,p)

o B3LYP/6-31+G(d) o B3LYP/6-311++G(d,p) GD3
o B3LYP/6-31++G(d) o B3LYP/6-311++G(d,p) GD3BI
o B3LYP/6-311+G(d) o B3LYP/Def2TzVP
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2) Con distintos niveles empleando la base 6-311++G(d,p) como referencia:
o MO06-2X, correspondiente a metodologia DFT.
o PMB®6, de tipo semiempirico.
o Meétodo Hartree-Fock (HF).

o MP2, que utiliza metodologia ab initio post-HF.

Una vez terminados los calculos, con el fin de contrastar la informacidn se crea un script con Wolfram
Mathematica® para que automatice la tarea de extraer el tiempo de optimizacién promedio (tiempo
dedicado a la optimizaciéon por cada nimero de pasos necesarios para optimizar y por CPU). Esta
representacion del tiempo requerido frente al nivel o base empleado se muestra en la Figura 18. Asi
mismo, la Figura 19 muestra una representacién del tiempo necesario para el calculo de frecuencias
frente al nivel y base utilizado. Estos datos nos daran una idea estimada del coste computacional de

cada método. Los resultados numéricos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Datos obtenidos para el tiempo de cdlculo de los distintos niveles de cdlculo/base.

t. opt/ h:min:s | t. frec/ h:min:s
PM6/6-311G++(d,p) 0:00:01 0:00:03
B3LYP/6-31G(d) 0:01:49 0:25:29
B3LYP/6-31G(d,p) 0:01:46 0:23:44
B3LYP/6-311G(d) 0:02:10 0:28:02
B3LYP/6-311G(d,p) 0:02:56 0:40:17
B3LYP/6-31+G(d) 0:04:12 0:51:36
B3LYP/6-31++G(d) 0:04:23 0:48:00
B3LYP/6-311+G(d) 0:05:11 0:56:26
B3LYP/6-31+G(d,p) 0:05:45 1:16:44
B3LYP/6-31++G(d,p) 0:05:58 1:12:10
B3LYP/6-311++G(d) 0:06:39 1:10:56
B3LYP/6-311+G(d,p) 0:07:33 1:28:27
HF/6-311++G(d,p) 0:06:19 1:03:19
B3LYP/6-311++G(d,p) GD3 0:11:42 2:35:47
B3LYP/6-311++G(d,p) GD3BJ 0:22:45 4:18:04
MO062X/6-311++G(d,p) 0:16:19 4:10:09
B3LYP/Def2TZVP 0:15:18 3:00:43
MP2/6-311G++(d,p) 4:48:02 10:35:07
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Figura 18: Tiempo necesario para la optimizacion de geometrias para cada nivel de teoria y base, por paso y por CPU.
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Figura 19: Tiempo necesario para el cdlculo de frecuencias por CPU para cada nivel de teoria y base.
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Como puede observarse, cualquier pequefia mejora que se introduzca en las bases aumenta
ligeramente el tiempo de calculo. El tiempo empleado en la base Pople mds completa aumenta cuatro
veces respecto de la mas sencilla, lo cual parece bastante razonable teniendo en cuenta que la mejora
es sustancial. No es extrafio que la base 6-311++G(d,p) haya sido y sea ampliamente utilizada. Otro
detalle importante es el apenas aumento del tiempo de cdlculo de un nivel HF a un B3LYP. Teniendo
en cuenta que los B3LYP, asi como otros métodos DFT, suelen proporcionar muy buenos resultados
generalmente, no es de extrafar que su desarrollo recibiera el Premio Nobel en 1998. Finalmente
existe un incremento de tiempo notable, aunque no exagerado, al aplicar las dispersiones de
Grimme, que tienen en cuenta las interacciones de largo alcance o los funcionales que las incorporan

(MO06-2X). En breve se discutira si este incremento esta justificado.

En relacion al método semiempirico PM6, si bien es cierto que reproduce un aparente orden
energético practicamente igual a como lo hacen los métodos DFT mas completos en un tiempo varios
ordenes de magnitud menor, presenta varios problemas. En primer lugar, no proporciona un
resultado coherente en cuanto a las energias relativas. Mientras que los métodos DFT que incluyen
dispersiones sitian al conformero mas estable 400-500 cm™ mds bajo en energia que el siguiente, el
PM®6 obtiene que hay hasta 14 conféormeros por debajo de ese limite, lo cual es un factor que daria
lugar a conclusiones erroneas de cara a la cantidad de estructuras que se espera encontrar en el
experimento. Es decir, a pesar de que el tiempo de cdlculo es muy rdpido (segundos), los resultados
son muy “sospechosos” y casi todas las estructuras obtenidas son isoenergéticas. Ademas, tal y como
se muestra en la Tabla 3 para la estructura 66, las geometrias son muy “pobres” y, mientras que
todos los métodos proporcionan unas constantes rotacionales similares, el método PM6 proporciona
un valor de la constante rotacional A un 10% fuera del valor predicho por el resto de los métodos.
Esto afectaria enormemente de cara a una asignacion conformacional, sobre todo para las busqueda
de transiciones tipo b (las mas intensas) y c. Todo ello indica que el método no es muy fiable en el
contexto que nos movemos, que requiere una precisidon notable tanto en los valores energéticos
como en los estructurales. Esto ocurre con varias estructuras. Curiosamente, la discrepancia entre
las geometrias es debido a una sobreestimacion de las interacciones, como por ejemplo la interaccidn
C-H--0-H en la estructura 66 que la precide a 2.35 A tal y como se puede apreciar en la Figura 20. La

diferencia es de casi un Amstrong con respecto al resto de los métodos.
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Tabla 3: Parametros espectroscopicos calculados con distintos métodos de cdlculo, empleando la misma base, 6-311++G(d,p),
correspondientes al conformero 66.

Conférmero B3LYP-GD3BJ  M06-2X MP2 PM6
A(MHz) 885.9 912.5 887.6 1004
B(MHz) 208.7 214.5 214.2 212
C(MHz) 185.7 190.6 190.1 194

£a(D) 2.3 2.3 2.3 2.8
15(D) 4.4 4.0 3.8 43
1c(D) 1.2 1.3 1.2 -1.5

A, B, y Crepresentan las constantes rotacionales; ua, Us, Y 4c SON los valores de las componentes del

momento dipolar eléctrico (en Debyes).

B3LYP/6-311++G(d,p) GD3BJ PM6/6-311++G(d,p)

Figura 20: Distancias entre el hidrégeno del grupo metilo ubicado al final de la cadena carbonada y el grupo hidroxilo, proporcionada
por los niveles de cdlculo B3LYP y PM6, usando la base 6-311++G(d,p), para la estructura 66.

Finalmente, los calculos MP2 presentan varios problemas: por un lado, el tiempo empleado para la
optimizacién de la geometria es muy alto, siendo al menos un orden de magnitud superior a los DFT
mas exigentes; ademas, hay que tener en cuenta que el nimero de pasos requerido para optimizar
fue superior al resto y que, en algunos casos, la convergencia no era posible sin un criterio de
seguimiento de las constantes de fuerza para la minimizacién de la estructura; por otro lado, el
método no paraleliza bien, por lo que el empleo del doble de procesadores no conlleva a la mitad del
tiempo necesario, en contraposicidon con los métodos DFT donde si que se cumple esta regla; por
ultimo, el scratch necesario ademas de requerir un tamafo considerable (cada calculo requiere de
0.15 TB durante el calculo de la optimizacion y de 0.5 TB durante el calculo de frecuencias), requiere
ademas de una gestién del sistema de colas especial: la escritura en disco es uno de los mayores
problemas en los clusters, y el modo 6ptimo no se arregla afadiendo un disco mds grande. La solucién
es anadir un sistema de discos (cluster) que puedan escribir la informacién en varios de ellos a la vez,
ya que la escritura en disco, incluso para los discos SSD, es muy pesada y si se tiene dos o mas calculos

escribiendo en un Unico disco, es muy normal que los calculos “mueran”. Este hecho se comenta
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como curiosidad porque ocurrié durante la realizacion de este trabajo. En resumen, el coste
computacional es excesivo por lo que su aplicacidn es inviable para el estudio de esta molécula. De
hecho, en el tiempo en el que se realiza este trabajo no se terminan de optimizar todas las estructuras
consideradas, por lo que no se incluyen en la Tabla 3, ni se pueden discutir los resultados de la
intramolecularidad. Este hecho justifica ain mas la necesidad de cdlculos menos pesados y fiables

tales como los métodos DFT.

Por otro lado, de estos datos cabe destacar que el tiempo de optimizacion se correlaciona con el del
calculo de frecuencias. Es decir, cuanto mayor coste computacional requiere la optimizacién de una
estructura, mayor sera el de su cdlculo de frecuencias. Ademas, el tiempo requerido para el célculo
de frecuencias es varias veces mayor que el de la optimizacidn. El cdlculo de frecuencias es necesario
para comprobar que las estructuras obtenidas son minimos auténticos en la superficie de energia
potencial, ademds de calcular la energia en el punto cero y energia de Gibbs, por lo que no se suele

prescindir de él y es importante tenerlo en cuenta.

En la Tabla 4 se muestran las cinco estructuras mds estables de cada metodologia empleada,
comprobando como cambian las energias relativas al usar niveles de cdlculo que pueden ser muy
simples o0 muy complejos, y al tener en cuenta distintas contribuciones, dispersiones, etc. A primera
vista podria parecer que las estructuras predominantes son las mismas, sin embargo, existe una
diferencia importante. Como se ha dicho anteriormente, la estructura 5 se encuentra estabilizada
por un enlace de hidrégeno y fuerzas dispersivas, mientras que el otro grupo de estructuras (por
ejemplo la estructura 66) pierden esta Ultima interaccién. Curiosamente, tanto los HF como los
B3LYP, independientemente de la base empleada, no consideran bien las fuerzas dispersivas y
predicen que la estructura mas estable es la 66. Sélo al afiadir dispersiones de Grimme o emplear
MO06-2X se invierte el orden energético llevando a la estructura 5 unos 500 cm™ por debajo de la

estructura 66.

Esto demuestra la importancia de las investigaciones actuales dedicadas a reforzar las carencias de
cada metodologia. Experimentalmente y de cara al analisis espectroscdpico, esto se traduce en una
diferencia abismal. Un uso incorrecto o incompleto de la metodologia implicaria la busqueda de una

estructura errénea o incluso descartar estructuras que se debieran de tener en cuenta.
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Tabla 4: Orden de estabilidad para los cinco conférmeros de mds baja energia (en cm™) segtn cada nivel y base de cdlculo empleado.

Orden estabilidad 1@ 29 3¢e 49 5¢
conf. 5 conf. 66 conf. 1 conf. n4 conf. 3
PM6/6-311++G(d,p)
0 35 86 132 174
conf. 1 conf. 66 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-31G(d)
0 2 84 106 331
conf. 1 conf. 66 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-31G(d,p)
0 2 90 108 312
conf. 66 conf. 1 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-311G(d)
0 24 85 122 378
conf. 66 conf. 1 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-311G(d,p)
0 28 86 126 378
conf. 66 conf. 1 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-31+G(d)
0 22 127 152 458
conf. 66 conf. 1 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-31++G(d)
0 17 101 123 504
conf. 66 conf. 1 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-311+G(d)
0 22 109 134 466
conf. 66 conf. 1 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-31+G(d,p)
0 13 96 114 483
conf. 66 conf. 1 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-31++G(d,p)
0 17 103 124 481
conf. 66 conf. 1 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-311++G(d)
0 22 127 152 458
conf. 66 conf. 1 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-311+G(d,p)
0 22 102 128 461
conf. 66 conf. 1 conf. 4 conf. 3 conf. 5
B3LYP/6-311++G(d,p)
0 15 106 132 450
conf. 66 conf. 1 conf. 4 conf. 3 conf. 5
HF/6-311++G(d,p)
0 39 126 163 619
conf. 5 conf. 1 conf. 66 conf. 6 conf. 4
B3LYP/6-311++G(d,p) GD3
0 402 435 508 726
conf. 5 conf. 1 conf. 66 conf. 6 conf. 4
B3LYP/6-311++G(d,p) GD3BJ
0 470 489 491 776
conf. 5 conf. 6 conf. 66 conf. 1 conf. 14
MO062X/6-311++G(d,p)
0 432 439 477 797
conf. 5 conf. 1 conf. 66 conf. 6 conf. 4
B3LYP/Def2TZVP
0 384 416 489 671
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6.2. PREDICCION DEL ESPECTRO

Uno de los aspectos mas importantes de cara al experimento, es la realizacién de una prediccion del
espectro experimental que se va a obtener. Gracias a ello, la asignacién de las sefiales obtenidas serd

mas sencilla y se evaluard qué conférmeros estaran presentes.

En primer lugar, se eligen los conférmeros para los cuales se va a realizar la simulacién. Sabiendo que
el estudio se hara por expansion supersonica, la distribucién conformacional inicial permanecerd
similar siempre que las barreras de interconversién entre conférmeros sean lo suficientemente altas.
Ademas, los conférmeros mas abundantes y poblados serdn los mas estables. Por esta razén lo
conveniente es realizar la prediccion comenzando por el conférmero de menor energia. Sin embargo,
se plantea otro problema, no se conoce qué método de cdlculo tedrico se ajusta mejor a la
experimentacion, y no todos los métodos utilizados proporcionan el mismo resultado en cuanto al
orden energético de los conférmeros. En principio, los métodos mas completos sitian al conférmero
5 como el Unico candidato a ser observado en el experimento, ya que posee una gran diferencia
energética con el resto. Por ello, lo mas razonable seria tratar de identificar esta estructura, y una
vez que se tenga, seguir con las demads si finalmente las hay. Otra opcidn seria que se haya
sobreestimado las interacciones no covalentes en el tratamiento tedrico, por lo que se deberian
buscar otras estructuras, siendo la estructura 66 una gran candidata. Por ello, se ha decidido realizar
la prediccion de ambas estructuras para este trabajo, pero el procedimiento para buscar mas

estructuras seria similar.

Para realizar la prediccidon, son necesarios los datos de las constantes rotacionales de cada
conférmero que se calculan durante la optimizacion de cada geometria. Los valores de las constantes
rotacionales, junto con los momentos dipolares, son claves para interpretar los espectros
experimentales. Existen varios programas que, una vez introducidos estos pardmetros, permiten
calcular las energias para saber a qué frecuencias apareceran las distintas transiciones rotacionales
y su intensidad. Para este trabajo se ha empleado el programa JB95 °°. Las constantes rotacionales y

los momentos dipolares de las estructuras 5 y 66 se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Constantes rotacionales y momentos dipolares de los dos conférmeros representativos de la hernandulcina empleados en la

prediccion.
Conférmero 5 Conférmero 66
A(MHz) 501 886
B(MHz) 429 209
C(MHz) 290 186
(D) 1.56 2.35
1s(D) 4.19 4.38
1c(D) -2.72 -1.24
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A primera vista se trata de un caso muy interesante de espectroscopia de rotacion. La hernandulcina,
al igual que la mayoria de moléculas, es una molécula de tipo trompo asimétrico (sus momentos de
inercia siguen el orden Ia<lg<Ic) cuyo cdlculo de niveles de rotacion no es sencillo. El tratamiento
general consiste en asumir que la funcién de onda se puede expandir en términos de funciones de
tromposimétricas en dos limites: oblate (Ia=lg<Ic) y prolate (Ia<lg=lc). Se usa un sistema de doble

subindice Jk_ donde K.1 representa el valor limite trompo simétrico prolate y K; el oblate. El

1K1,
pardmetro de asimetria K introducido por Ray nos proporciona el grado de asimetria (22).

_2B-A-C

s (22)

En este caso, la estructura 5 de la hernandulcina posee un valor de K= 0.32, es decir, tiende a oblate,
mientras que la 66 posee un valor de K = -0.93, por lo que tiende a prolate. El interés didactico se
encuentra en que el caso habitual es tener moléculas de tipo prolate, mientras que en este caso

tenemos ambas.

Con el fin de realizar una redaccién mas légica, se comenzara por describir el espectro predicho por
el conférmero de tipo prolate, el 66, por ser el caso mas habitual. En la Figura 21 se muestra el
espectro rotacional predicho para esta estructura. Como se puede observar, las transiciones mas
intensas aparecen entre 2000 y 8000 MHz, por lo que su medicién en esta zona seria ideal dado que
en el GEM se dispone de un espectrometro de banda ancha especializado en este rango. Asi, la
primera observacion es que el sistema es abordable. El espectro posee muchas transiciones debido
a que presenta valores de momento dipolar considerable en los tres ejes. Aunque las transiciones
mas intensas seran las de tipo b, los patrones en las transiciones de tipo a suelen ser mas sencillos
de identificar, por lo que se comenzaria con este tipo de transiciones. Este hecho puede verse
claramente en la Figura 22, donde se representan Unicamente las transiciones dadas por las
transiciones de tipo a del conférmero 66. En la Figura 23 se muestra una ampliacién de la zona 2200
— 3300 MHz. Como puede verse, las transiciones presentan un patrén caracteristico ya que aparecen
por grupos centrados a (B + C)(J”" + 1) MHz, por lo que la separacion entre grupos es de unos 400
MHz. Por otro lado, la anchura de cada grupo esde (B — C)(J"' + 1) MHz, de manera que en la Figura

23 donde las transiciones tienen un valor de J en el rango de 5 a 7, la anchura es de unos 140 MHz.
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Hernandulcina 66
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Figura 21: Espectro rotacional completo predicho para el conférmero 66 de la hernandulcina.

Hernandulcina 66
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Figura 22: Transiciones de tipo a en el espectro rotacional predicho del conformero 66 de la hernandulcina.
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Hernandulcina 66
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Figura 23: Ampliacion de la region de 2200 a 3300 MHz de las transiciones tipo a predichas del conformero 66 de la
hernandulcina. Se indica su separacion y se asignan algunas transiciones.

En resumen, las transiciones de tipo a de la estructura 66 serdn facilmente reconocibles, y seria facil
saber si esta estructura se encuentra presente en el experimento o no. En caso de ser asi, una vez

identificadas las transiciones de tipo a, se procederia a asignar las transiciones de tipo b y c.

En cuanto al conférmero 5, cuya asimetria es mas semejante al tipo oblate, también posee momento
dipolar significativo en los tres ejes y presenta un espectro rotacional muy poblado, como se observa
en la Figura 24. En este caso, debido a que los valores constantes de rotacion By C son pequefios y
diferentes entre si, los patrones de tipo a presentan un conjunto de transiciones que no es tan
sencillo de ver como en el caso del conféormero anterior, ya que se superponen entre ellos, como
puede observarse en la Figura 25. No obstante, para las estructuras de tipo oblate las transiciones de
tipo ¢ son las que proporcionan la clave para resolver el espectro. En este caso los grupos de
transiciones presentan una anchura (A — B)(J" + 1),y estaran separados (A + B)(J"" + 1), como

se muestra en la Figura 26.

Como puede verse, localizar las transiciones tipo ¢ de la estructura 5 de la hernandulcina seria
sencillo. Una vez asignadas dichas transiciones, se procederia a la asignacion de las transiciones de

tipoayb.

En resumen, si se realiza una labor experimental se emplearia un software que permite la
comparacion del espectro obtenido experimentalmente con estas predicciones, seria posible buscar
y asignar los conformeros presentes en el experimento. Se comenzaria con la estructura mas estable

Yy, en caso de que sigan existiendo transiciones sin asignar, buscar el resto de los conférmeros.
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Hernandulcina 5
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Figura 24: Espectro completo predicho para el conformero 5 de la hernandulcina.
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Figura 25: Transiciones de tipo a en la prediccion del espectro 5 de la hernandulcina.
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Hernandulcina 5
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Figura 26: Transiciones de tipo c en la prediccion del espectro de la hernandulcina, donde se muestra el
valor de su separacion.

6.2.1. EVALUACION DE LA EXISTENCIA DE ROTACION INTERNA

Si observamos la estructura de la molécula, vemos que existen cuatro grupos metilo que pueden dar
lugar a rotacion interna por el giro entorno al enlace sencillo que une el carbono metilico al resto de
la molécula. Para comprobar si va a tener lugar la rotacidon interna a través de alguno de ellos, se
realiza un escaneo de la superficie de energia potencial relajada (SEP) seleccionando un angulo diedro
gue incluya el enlace de giro y los dos enlaces adyacentes como se muestra en la Figura 27. Las SEP
proporcionan la energia de la molécula al variar el angulo o de cada diedro, con lo que se obtienen
graficas de energia potencial cuya forma es periddica, y el madximo indica la barrera de energia
potencial necesaria para la rotacién. La altura de la barrera energética para cada caso se recoge en

la

14 ‘e

Figura 27: Estructura de la hernandulcina donde se resaltan los dngulos diedros con una posible
rotacion interna.

Tabla 6, las graficas se muestran en la Figura 28.
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Tabla 6: Datos de los diedros para los que se estudia la rotacion interna.

Diedro A B C D
Energia maxima 790 cm™? 380 cm™ 1090 cm? 640 cm™
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Figura 28: Superficie de energia potencial relajada de las cuatro posibles torsiones que pueden dar lugar a rotacion interna.

Como dato indicativo, la rotacidn interna se produce cuando la altura de la barrera es inferior a unos
300 cm™. En los datos obtenidos para la hernandulcina, la energia maxima proporcionada por la
rotacién supera ampliamente en todos los casos el limite por el que puede producirse este efecto.
Por ello, se puede decir que, afortunadamente, no existira el fenédmeno de rotacion interna en esta
molécula. Unicamente puede discutirse en el caso del diedro B, sin embargo, es poco probable que
ocurra. Esta informacion es una buena noticia de cara a la resolucion del espectro, ya que no se
espera que las sefiales salgan desdobladas por la ruptura de la degeneracién como se explica en el
punto 5.3.3.,, lo cual complicaria la asignacién ademds de que también tendria efectos en la

intensidad de las sefiales, ya que disminuiria al repartirse entre los distintos estados y para cada
metilo.
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6.3. CORRESPONDENCIA CON EL TRIANGULO DEL DULZOR

Sabiendo que la hernandulcina es dulce cabe preguntarse si la teoria de Shallenberger-Acree-Kier
puede explicar esta relacion estructura-propiedad. Asi, una vez que se han determinado las
estructuras mas estables, y por lo tanto mas relevantes, es posible comprobar si existen los puntos
necesarios para formar el glucéforo en dichas estructuras. En principio, los grupos cetona e hidroxilo
cumplen con las caracteristicas de electronegatividad y distancias requeridas y corresponden a los

puntos AH/B. Por ello, faltaria localizar dénde se encuentra el punto y.

Midiendo las distancias entre atomos en cada una de las estructuras tridimensionales mas estables,
y por lo tanto mas relevantes, se comprueba qué dtomo o grupo de dtomos puede actuar como punto
de anclaje hidréfobo con el receptor dando lugar al glucéforo propuesto por la teoria. Las distancias
para el punto y de acuerdo a la teoria de Shallenberger-Acree-Kier se indican en la Figura 5y se
recuerdan en la Tabla 7. Esta medicidn se realiza para los conférmeros que aparecen como los mas
estables segln todas las metodologias empleadas, y que ademas resultan ser los de menor energia
relativa de Gibbs. Este ultimo criterio es importante puesto que tiene en cuenta la estabilidad a una
temperatura dada, en este caso a 298 K, y por ello la mas relevante en el cuerpo humano. Los
resultados se recogen en la Tabla 7, y el tridngulo del dulzor para las estructuras mas relevantes se

muestra en Figura 29.

Tabla 7: Distancias entre los tres puntos de interaccion del glucoforo con el receptor medidos en Angstrom.

Distancia A-B A-y B-y

Tedrica 2.60 3.50 5.50
Conférmero 1 2.71 3.58 5.71
Conférmero 3 2.71 3.51 5.98
Conférmero 4 2.71 3.51 5.95
Conférmero 5 2.71 3.40 5.14
Conférmero 66 2.71 3.57 5.71
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Conférmero 1

Conférmero 4

Conférmero 66

Figura 29: Tridngulo del dulzor indicado en los cinco conférmeros mds estables.
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A la vista de los resultados, se llega a la conclusion de que el punto hidréfobo y se encuentra entre
uno de los atomos de carbono que forma el doble enlace y el carbono alilico en la cadena carbonada.
Para hallar las distancias aproximadas se toma como referencia un punto entre los carbonos
indicados, representado en color rosa en las imagenes de la Figura 29. Como se puede observar, este
punto no tiene por qué corresponder a un atomo o grupo funcional concreto, sino simplemente
pertenecer a una zona de fuerzas dispersivas en la molécula cuyas distancias con los puntos AH/B sea
adecuada. Es interesante ver como el NCI Plot de la Figura 17, refuerza esta observacion y se observa
que existen fuerzas dispersivas fuertes en esa region, lo que también lleva a pensar que sera un punto
de interaccién favorable con el receptor responsable del dulzor en las papilas gustativas. Segun los
estudios de Compadre et al. %/, cuando se sintetizan derivados de esta molécula en los que no existe
el doble enlace en la cadena carbonada, como se puede ver en la Figura 30, la sustancia se vuelve

amarga, lo cual corrobora las conclusiones aqui obtenidas.

O HO

Hernandulcina

AMARGO

AMARGO

Derivado amargo 1 Derivado amargo 2
Figura 30: Estructura de la hernandulcina en comparacion con la de dos de sus derivados amargos.

Finalmente, se puede concluir que la molécula encaja con la teoria del sabor dulce de Shallenberger-
Acree-Kiery posee un glucéforo que consta de tres puntos de anclaje con los receptores de las papilas
gustativas. No solo es eso si no que, como se ha mencionado anteriormente, todas las estructuras
relevantes en términos de energia libre de Gibbs cumplen dicha teoria. Estas son las estructuras que
estardn interconvirtiéndose continuamente a la temperatura del cuerpo humano. Si el receptor
resultase ser muy especifico (modelo llave-cerradura), el hecho de tener diversas formas en las que
pueden encontrarse los conférmeros (plegada, extendida...) que cumplen con los requisitos, haria
gue al menos una de ellas encaje. Es decir, la adaptacién de la hernandulcina seria excelente. Si el
receptor no fuese tan especifico, entonces todas las estructuras relevantes cumplirian con los
requisitos de la teoria. En cualquier caso, ambos hechos podrian explicar el elevado dulzor de la

hernandulcina.
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7. CONCLUSIONES

Se ha realizado el estudio del panorama conformacional de la hernandulcina obteniendo 81
conférmeros estables por debajo de 25 KJ/mol. Entre los conféormeros obtenidos, se pueden
diferenciar tres grupos. El primer grupo contiene aquellos conférmeros que presentan un enlace de
hidrégeno y ademas se estabilizan adicionalmente por fuerzas dispersivas entre el anillo y la cadena
carbonada, lo que las situa entre las estructuras mas estables. El segundo grupo también contiene
conférmeros estabilizados por enlaces de hidrégeno, pero disponen la cadena carbonada de una
forma mds extendida, que los desestabiliza ligeramente. Finalmente, el tercer grupo contiene
aquellos conféormeros que no poseen un enlace de hidrégeno en su estructura, lo que les lleva a una

alta desestabizacidn. Gracias a esta busqueda, se han determinado las estructuras mas relevantes.

Al ser una molécula grande, se ha usado la hernandulcina como modelo para comparar el coste
computacional y fiabilidad de distintos niveles de cdlculo. Los métodos B3LYP tienen un coste
computacional similar al método Hartree-Fock. Ademas, al introducir funcionales que tienen en
cuenta interacciones no-covalentes como la dispersidon de Grimme, Becke-Johnson o al usar M06-2X
gue las tiene en cuenta, el coste computacional aumenta sélo ligeramente, pero con resultados mas
acordes. Los métodos semiempiricos son muy rdpidos, pero no estiman correctamente las diferencias
energéticas ni las geometrias, de manera que no seria correcto tomarlos como referencia a la hora
de realizar una prediccién. Por ultimo, se demuestra que los cdlculos MP2 requieren de mucho

tiempo de calculo, por lo que su uso no es viable para moléculas de gran tamafio.

Se ha comprobado la viabilidad de la realizacidon de un experimento de espectroscopia de rotacién
para la molécula. Por un lado, se ha demostrado que la molécula no presentara rotacion interna. Por
otro lado, se ha predicho el espectro que cabria esperar para dos de las estructuras mas relevantes.
Curiosamente, estas dos estructuras presentan distintos limites de simetria: una estructura es oblate
y la otra prolate. En ambos casos, se encuentran una gran cantidad de transiciones debido a que las
moléculas son activas en los tres ejes principales de inercia y se hace una prediccidn del espectro que
servira de cara a una posible experimentacidn futura. Las transiciones mas intensas seran las de tipo
b.

Finalmente, se ha dilucidado cudles seran los tres puntos necesarios para formar el glucéforo en la
hernandulcina segun la teoria del dulzor de Shallenberger-Acree-Kier. Los grupos cetona e hidroxilo
cumplen con las caracteristicas de electronegatividad y distancias requeridas y corresponden a los
puntos AH/B. Por otro lado, el punto y se encuentra entre uno de los 4&tomos de carbono que forma
el doble enlace y el carbono alilico en la cadena carbonada. Todas las estructuras mas estables poseen
el tridngulo del dulzor ademads de poseer distintas disposiciones espaciales, lo que explicaria el

elevado dulzor de la hernandulcina.
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