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1. RESUMEN/ABSTRACT

En el presente estudio realizado sobre la molécula del acido pantoténico, con un
importante interés biol6gico, se ha llevado a cabo una blusqueda conformacional y posterior
optimizacién mediante métodos computacionales, Mecanica Molecular primero, y diferentes
métodos ab initio y Teoria del Funcional de la Densidad después. A partir de los datos
obtenidos y su posterior ajuste, se predijo el espectro de rotacién de la molécula.

También se predijo la mejor zona del espectro de frecuencias donde realizar la
experimentacion en investigaciones futuras.

Una vez llevado a cabo todo ese proceso, se indagard mediante diversas fuentes
bibliogréaficas, en las posibles interacciones que tienen lugar y que dan lugar a las diferencias
de energia que se han podido comprobar entre los conférmeros obtenidos.

ABSTRACT

In this work made about the panthotenic acid, a molecule which has a particular
biological interest, we carried out a conformational landscape and geometry optimization using
computational methods. First of all, molecular mechanics was used in order to find the
conformers, and different methods (ab initio and DFT) were performed for the optimization.
Afterwards, the data obtained were used to predict the rotational spectra, which will be very
helpful in the next steps of the experimentation.

This prediction was performed to know the best frequency area where the experimentation
would be more succesfully.

Once this process was over, we will try to understand using bibliography references, the
interactions that can take place in a intramolecular way because they could be related with the
different energies obtained in the conformational landscape.
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2. INTRODUCCION

2.1ANTECEDENTES

El 4cido pantoténico (Figura 1), mas conocido como vitamina B5, es una molécula que se
enmarca en la categoria de vitaminas hidrosolubles. Este tipo de vitaminas son biomoléculas
que tienen un papel activo dentro del organismo de los seres humanos.

H OH
CHs
o) N
OH

OH o HsC

Figura 1. Estructura del acido pantoténico, de férmula molecular C9H17NOs

Fue descubierta en 1933, por Roger J. Williams como uno de los cofactores de crecimiento
gue mejores resultados daba en levaduras. Durante los sucesivos afios intent6 sintetizarla en
el laboratorio de forma artificial, cosa que consiguié en 1940. [1,2]

En ese mismo afio, dos grupos de investigacion diferentes, [3,4] reconocieron el requerimiento
de una sustancia nueva en la dieta de forma independiente, a la que denominaron
antidermatitis factor y liver filtrate factor respectivamente, concluyendo en que se trataban
ambas sustancias de la mismay se correspondia con el acido pantoténico, al que se le daria
el nombre de vitamina B5. Durante los afios siguientes, el acido pantoténico fue objeto de
estudio dentro de la biologia hasta entender su importancia, que se comentara
posteriormente.

Ademas, en 1945 se descubri6 la coenzima A por Fritz Lipmann [5,6], con la vitamina B5 como
uno de sus componentes. A raiz de esto, diferentes estudios mostraron la existencia de la
vitamina B5 en un numeroso y variado grupo de animales y plantas, otorgandole una gran
importancia a su presencia en la dieta.

2.2IMPORTANCIA BIOLOGICA

Dentro de la importancia de la vitamina B5, hay que destacar que es esencial en la sintesis
previa de la coenzima A (CoA), cuya estructura se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Estructura de la Coenzima A
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La CoA se sintetiza en un proceso relativamente complejo catalizado por enzimas a partir de
la vitamina B5, adenosin difosfato (ADP) y cisteamina, en un proceso que se describe en la
Figura 3.
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Figura 3. Sintesis de la CoA a partir de acido pantoténico

En primer lugar, la vitamina B5 pasa a acido 4-fosfopantoténico en una reaccion con ATP
catalizada por la enzima PANKIl de fosforilacion. De esta forma y mediante diferentes
reacciones catalizadas cada una por su propia enzima especifica se acaba obteniendo la CoA.
Esta a su vez reacciona con grupos acilo dando lugar a diferentes derivados, como el acetil-
CoOA, que son requeridos para reacciones que generan energia a partir de realizar diferentes
procesos de degradacion de grasas y proteinas.
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Ademas, la CoA puede tener diferentes papeles en el organismo dentro del metabolismo de
diferentes sustancias o la respiracion celular ya que sirve de precursor al ciclo de Krebs, ruta
metabdlica en la que se obtiene energia para las células del organismo, ademas de
precursores de aminoacidos Utiles en otras rutas metabdlicas.

Es interesante comentar que solamente el isomero dextrorrotatorio de la vitamina B5 posee
esta actividad bioldgica, y su forma levogira puede actuar como contrapartida del isémero D,
por lo que su presencia en el organismo no es trivial.

Dentro de su papel biolégico, a parte de su rol principal como precursor de la coenzima A, la
vitamina B5 permite la formacion de la molécula 4’-fosfopanteteina, la cual tiene importancia
biolégica en la activacién de proteinas y enzimas esenciales en procesos biolégicos. He aqui
algunos ejemplos:

- Proteina transportadora de grupos acilo (ACP) [7]:

Es sabido que los &cidos grasos tienen una importancia vital en las diferentes funciones
fisiol6gicas. Por ello el cuerpo humano ha desarrollado algunas vias de sintesis que se llevan
a cabo con la participacion de la acido-graso-sintasa o FAS como catalizador del proceso.

La FAS a nivel molecular se trata de un complejo multienzimatico que necesita la ACP como
proteina transportadora. Esta proteina tiene como grupo prostético dentro de su estructura un
derivado de la vitamina B5 que se obtiene como parte de la sintesis de la CoA, la
4’fosfopanteteina (Figura 4), unido mediante un resto de serina a la ACP.

Fosfopanteteina

Figura 4. Estructura de la 4’-fosfopanteteina y esquema de su union a la ACP
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El grupo prostético se une a la ACP mediante un proceso de activacion donde se hidroliza la
CoA en ADP y 4’fosfopanteteina. De esta forma se puede realizar la transferencia del grupo
prostético al centro activo de la proteina, obteniendo asi lo que se denomina Holo-ACP,
molécula biolégicamente activa, tal y como se describe en la Figura 5:
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Figura 5. Activacion bioldgica de la proteina transportadora de grupos acilo (ACP)

Como grupo prostético su funcién se basa en transferir la cadena de acidos grasos que se
esta sintetizando a los diferentes centros enzimaticos de la FAS de manera secuencial para
ir obteniendo las diferentes uniones entre carbonos.

- 10-formiltetrahidrofolato deshidrogenasa [8,9,10]:

Dentro del metabolismo de acidos nucleicos y aminoacidos, destaca la accién de esta enzima,
conocida abreviadamente como FDH, que cataliza la sintesis de cofactores esenciales para
estos tipos de procesos. Al igual que en el caso anterior, la FDH necesita una activacion
mediante un grupo prostético, también la 4’-fosfopanteteina obtenida de la hidrélisis de la CoA
como derivada de la vitamina B5, que se muestra en la Figura 6:
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Figura 6. Activacion biolégica de la FDH
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3. JUSTIFICACION

El apartado anterior muestra la tremenda importancia de la vitamina B5 fundamental para
la sintesis de otras moléculas esenciales para el correcto desempefio de distintas
funciones biolégicas. Muchas de las reacciones de la vitamina B5 ocurren debido a
reacciones de alguno de sus grupos funcionales. Por ejemplo, ya se comentd que la
vitamina B5 pasa a acido 4-fosfopantoténico en una reaccion con ATP catalizada por la
enzima PANKII de fosforilacion. Esta fosforilacion ocurre en el grupo hidroxilo.

Asi, resultaria interesante conocer las interacciones intramoleculares que llevan al acido
pantoténico a presentar esa estructura y servir de precursor para la sintesis de moléculas
biol6gicamente tan importantes como las comentadas anteriormente.

Ademas, ya se ha comentado previamente la necesidad de tener en cuenta el isbmero
dextrogiro de la vitamina B5 dentro del marco de su actividad bioldgica, dado que el otro
isdbmero seria capaz de contrarrestar los efectos de esta. Ademas, tanto la molécula en si
como algunos de sus derivados estan inmiscuidos en procesos bioldgicos cataliticos que
llevan asociados reacciones de sintesis, por lo que conocer la estructura podria ser de
gran ayuda a la hora de dilucidar una posible relacion estructura-reactividad, que ayudaria
a entender la importancia de la presencia de la vitamina B5 en la dieta.

Por ello, es esencial tener un conocimiento preciso de la estructura de la vitamina B5,
tanto como para conocer como afecta la isomeria a la actividad biolégica, como poder
describir las posibles interacciones que tenga la propia molécula o comprender su
reactividad.

De cara al estudio que se pretende realizar, el Grupo de Espectroscopia Molecular (GEM),
unidad asociada al CSIC, ha desarrollado técnicas muy potentes de andlisis estructural
para macromoléculas biolégicas enmarcadas en diferentes campos. Estas técnicas
instrumentales permiten la transferencia de moléculas termolabiles que se encuentran en
fase solida a fase gas mediante ablacién laser. De esta forma es posible realizar diferentes
analisis conformacionales para la misma molécula a partir de espectros obtenidos por
espectroscopia de rotacion, dando informacién sobre la estabilidad de estos conférmeros,
abundancia de estos e incluso parametros estructurales con una gran precision.

Hay que destacar que en el grupo se han realizado estudios sobre otras macromoléculas
biolégicas, como aminoacidos [11], cetohexosas y polialcoholes en la linea de la teoria
del dulzor [12,13] y otras sustancias como la sacarina [14]. También se han llevado a cabo
analisis estructurales de otras vitaminas como el acido ascorbico [15], ademas de que
también se han trabajado analisis conformacionales de algunas drogas vy
neurotransmisores, por lo que se puede decir que la experiencia en moléculas de entidad
biol6gica es amplia.

De esta forma se plantearan a continuacién una serie de objetivos con el propésito de
obtener ciertos conocimientos sobre la estructura de la vitamina B5 en base a la
espectroscopia de rotacion.

13
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4. OBJETIVOS

El propoésito principal del trabajo que se presenta sera realizar un estudio sobre la
viabilidad de un experimento de espectroscopia de rotacion de la molécula de la vitamina
B5. Para ello, se presenta un trabajo de marco teérico y modelado utilizando diferentes
métodos computacionales.

El principal objetivo sera el empleo de métodos computacionales que permitiran conocer
las disposiciones que adopta la molécula sin interacciones. Con ello se podran obtener
parametros estructurales, momentos dipolares y constantes rotacionales que permitan
establecer la estabilidad de los conformeros y predecir el espectro de rotacion de la
molécula. Esto nos permitird evaluar la viabilidad de futuros experimentos basados en
espectroscopia de rotacion.

Para ello, uno de los primeros pasos sera obtener todos los posibles conférmeros
mediante mecéanica molecular.

Posteriormente, estos calculos se realizaran en metodologias ab initio y DFT.

Los datos obtenidos se usaran para predecir las regiones de frecuencias de interés para
una futura labor de experimentacion, y, ademas, establecer que instrumentacion seria la
idonea a utilizar.

Ademas, se analizara la estabilidad de las distintas especies, sus constantes de rotacion,
asi como sus momentos dipolares para evaluar la dificultad de experimentos futuros.

Ademas, una vez obtenidos todos los resultados, se finalizara el analisis teérico de la
estructura que permitira hacer una idea del panorama conformacional de la vitamina B5,
asi como de las posibles interacciones que pueden existir de forma intramolecular.

15
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5. METODOLOGIA

Los estudios estructurales de este tipo de moléculas normalmente se dividen en dos lineas
diferenciadas de trabajo que se ponen en comun al finalizar ambas etapas por separado. Por
un lado, se realizard un analisis computacional de la vitamina B5 con el fin de obtener una
vision general y en perspectiva del panorama conformacional. De esta forma se pueden
obtener los conférmeros mas relevantes, las predicciones de las energias y los pardmetros
espectroscopicos mas relevantes utilizando diferentes métodos computacionales. Por otro
lado, restaria el procedimiento experimental del trabajo, que consiste en la obtencion del
espectro rotacional de la molécula y su posterior ajuste y analisis. Una vez realizados ambos
trabajos, se ponen en comun todos los resultados obtenidos con el fin de determinar el nimero
de conférmeros existentes para lo molécula, asi como poder realizar una comparacion de
parametros espectroscopicos y estructurales que permitan la correcta asignacion de los
diferentes conférmeros.

En el presente trabajo fin de méster, se ha realizado solamente la primera via de trabajo,
aungue también se comentaran ciertos detalles de la experimentacion.

6.1 FUNDAMENTOS TEORICOS

En una primera etapa se realiza una busqueda conformacional de la molécula de interés, con
el objetivo de encontrar los conférmeros mas probables, para posteriormente optimizar sus
geometrias y obtener sus energias y pardmetros estructurales y rotacionales. Esto permitira
obtener los conférmeros que resulten ser mas relevantes y los datos mas relevantes para
poder realizar la asignacion experimental.

Teniendo como objetivo la busqueda conformacional de una molécula, se podria plantear usar
conocimientos de quimica para intuir las conformaciones mas estables. El problema de esta
metodologia es que, a la hora de realizar este proceso para moléculas con muchas torsiones,
se correria el riesgo de no considerar todos los conférmeros que tiene la molécula, ademas
de todo el tiempo que conllevaria.

Gracias a las metodologias que existen hoy en dia en Quimica Computacional este problema
queda solventado. Dentro de dicho campo hay diferentes métodos bien diferenciados entre
aquellos que se basan en el uso de tratamientos puramente clasicos los que tratan de resolver
la ecuacién de Schrodinger.

6.1.1. MECANICA MOLECULAR. SUPERFICIES DE ENERGIA POTENCIAL. MMFFs. [16]

Cualquier molécula estéa sujeta a modificaciones espaciales de sus parametros estructurales,
lo que causa que exista para cada molécula un abanico enorme de posibles conformaciones.
Todas estas disposiciones estaran definidas por una energia, la cual dard una idea de la
estabilidad de cada una de ellas. Si se realiza la representacion de estas energias se obtiene
la denominada Superficie de Energia Potencial (SEP).

Para los casos sencillos de moléculas diatomicas, la superficie se ve reducida a una curva de
potencial dado que solo existe como Unico grado de libertad la longitud del enlace. Para casos
mas complejos, lo que se obtiene es una SEP en la que se representan cada uno de los
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conférmeros y los estados de transicidon que existen entre ellos. Haciendo uso de estos

conocimientos se pueden obtener los conformeros mas estables, que se corresponden con
las estructuras de equilibrio que se encuentran en los pozos de la SEP.

La energia que se obtiene mediante estos métodos es la energia mecénica involucrada en la
deformacién de las moléculas. os atomos se consideran masas esféricas y los enlaces que
los unen como tensores, y las interacciones entre estas masas se describen mediante
funciones de potencial derivadas de la mecanica. Es cierto que hay que tener en cuenta que
este método realiza una serie de aproximaciones, por lo que el valor de la energia no tendra
mucha precision, pero a cambio, y ya que el coste computacional es relativamente bajo en
comparacion con otros métodos mas avanzados para moléculas grandes, permite realizar una
busqueda conformacional rapida como primer acercamiento al analisis estructural.

Dentro de esta metodologia, para obtener la estructura y toda la informacién requerida, se
necesitan una serie de parametros cuyos valores se han obtenido de forma empirica. Este
conjunto de parametros obtenidos de forma experimental se define como campo de fuerzas
(FF, FORCE FIELD), y es una serie de valores para las posiciones relativas de los atomos,
las constantes k, segun la ley de Hooke, de los enlaces que los unen al ser considerados
como muelles, diferentes angulos de giro o torsion, etc. Uno de los mas extendidos debido a
su bajo coste computacional, y una gran reproducibilidad en sistemas con diferentes grupos
funcionales es el MERCK MOLECULAR FORCE FIELD (MMFFs) [17], que es con el que se
ha realizado el primer “screening” de conférmeros del presente trabajo. Al margen de este,
existen muchos otros que en funcién del campo de aplicacion tienen una serie de ventajas o
desventajas (AMBER, OPLS, MMFF, BIOCHARMM, etc)

Este campo de fuerzas es uno de los mas utilizados a la hora de evaluar moléculas orgénicas
presentes en principios activos de diferentes compuestos presentes en la industria
farmacéutica, asi como de moléculas de cierta importancia biolégica. MMFFs considera
ampliamente las interacciones no enlazantes, dando la energia como una suma de diferentes
contribuciones obtenidas de forma experimental mediante expresiones relativamente
complejas. Las contribuciones pueden diferenciarse de la siguiente forma [18]:

- Latensién de enlace segun la ley de Hooke

- La deformacién de los angulos de la molécula

- Los movimientos de tension de la molécula

- Los plegamientos de la molécula fuera del plano

- Las diferentes torsiones que puede sufrir la molécula

- Unaserie de términos cruzados que describen diferentes acoplamientos entre enlaces,
angulos o torsiones

- Las interacciones de Van der Waals que existen entre sus atomos no enlazados

- Las interacciones electrostéticas segun el potencial de Coulomb

6.1.2. METODOS MECANOCUANTICOS

Esta metodologia se basa en la resolucién de la ecuacion de Schrodinger, la cual solo posee
solucion exacta para sistemas monoelectronicos, lo que implica que para moléculas
poliatdbmicas con elevado numero de electrones es necesario realizar la aproximacion de
Born-Oppenheimer, la cual considera que la masa de los nucleos es infinitamente mayor que
la de los electrones, lo cual permite suprimir los términos nucleares considerandolos

18
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constantes al calcular las derivadas, y parametrizar el término de atraccion electronica entre
nucleos y electrones. [19]

De este modo, se pueden diferenciar los métodos mecanocuanticos en funcién de las
aproximaciones realizadas.

e METODOS SEMIEMPIRICOS [17]

Son métodos que modifican los célculos de HF mediante pardmetros obtenidos de forma
empirica con el fin de mejorar los célculos computacionales. Toman en consideracion tres
aproximaciones principales:

- Despreciar los electrones internos: dada su despreciable contribucién en la actividad
quimica es posible sustituir su contribucion en el Hamiltoniano por una funcién
previamente parametrizada.

- Uso de un conjunto de funciones base minimo para la descripcién de los electrones
de valencia.

- Uso de la aproximacion modified neglect of differential overlap (MNDO). Mediante esta
aproximacion pueden aproximarse las integrales de dos electrones.

e METODOS BASADOS EN LA FUNCION DE ONDA [16]

Este tipo de métodos estadn basados en la resolucion de la ecuacion de Schrédinger sin incluir
ningun tipo de informacion experimental. Las simplificaciones que utiliza son
fundamentalmente matematicas, basadas en las aproximaciones para ecuaciones
diferenciales, por lo que son capaces de aportar informacion muy precisa sobre los efectos
cuanticos relevantes.

El principal modelo utilizado por la mayoria de los métodos es el de Hartree-Fock (HF). Se
basa en la resolucién del Hamiltoniano con un solo determinante de Slater:

—

HelecWetec = EetecPelec

El hamiltoniano electronico puede dividirse en dos partes, la energia potencial de cada
electrén en si mismo, que constituye la parte monoelectrénica, y una parte bielectrénica, mas
complicada de calcular, que se obtiene como la suma de las energias entre pares de
electrones para todos los electrones presentes.

1 Z
Hetec = Z ﬁ'ii + p:'e
i

. A .
h;‘:‘ = ——Viz —_ —  parte monoelectronica

2 T

A
=) 3>
e - 4 Tif parte bielectrénica

1 =L

Para poder calcular la parte bielectronica, se utiliza la aproximacion de Born-Oppenheimer,
segun la cual, fuerzas electrostéticas en los electrones y nucleos son del mismo orden de
magnitud, y los cambios que ocurren en sus momentos como resultado de estas fuerzas
tienen que ser también los mismos, por lo que se puede suponer que el momento de los
electrones y ndcleos son de magnitud semejante. Como los nucleos tienen mucha mayor
masa que los electrones, podemos considerar que tienen velocidades mucho mas pequenfas,
por lo que podemos asumir que los nucleos son estacionarios respecto a los electrones y
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resolver la ecuacion Schrodinger primero para el estado base (Aproximacién de orden cero
de Born-Oppenheimer, llamada aproximacion adiabatica) y luego calcular la energia del
sistema en esa configuracion y resolver la ecuacién en un primer orden de perturbacion para
el movimiento nuclear.

Mediante esta aproximacién, los electrones percibirdn cada uno el potencial del resto, como
si de un potencial medio se tratase, cuyo valor se va mejorando mediante iteraciones. De esta
forma se sustituye la parte bielectronica por una interaccion de cada electrén con el resto de
los electrones.

Para calcular estas interacciones, el sistema sera tratado como una Unica funcién de onda
(W) que se expresa a su vez como producto de funciones monoelectrénicas (¢), cada una de
las cuales se corresponde con los orbitales moleculares, que a su vez, como se comentara
posteriormente, son también combinaciones lineales de funciones de base correspondientes
a orbitales atémicos.

Si la funcién de onda se construye como un determinante de Slater a partir de productos de
orbitales por funciones de spin electrénico (que pueden ser a o ), entonces satisface el
principio de antisimetria de Pauli.

Asi, para un sistema de n electrones:

o1(Da (1B ... ¢n/2(1)a ¢n/2(1)ﬁ
g |01@a 31D - Prp@Da Pnn(2B

! aes e e
\/n_¢1(n)a $1(DB . Pnpp(Da bnp2(D

A la hora de realizar el célculo de energias, se tiene en cuenta el principio variacional, por el
cual, toda energia calculada sera igual o mayor a la real. De esta manera y minimizando la
energia todo lo posible para evitar el error todo lo que se pueda:

(®|Helec|¥')

- = Ecalc
(P|Y)

Si se deriva la energia respecto de las funciones monoelectroicas, e igualando, se obtiene el
operador de Fock, variante del hamiltoniano original y que reduce el problema de la parte
bielectrénica a encontrar los valores @; que satrisfagan la siguiente ecuacion:

Fo; =eip;

Sin embargo, la principal fuente de error del método de HF proviene de tener en cuenta la
correlacion electronica de una manera promediada, por lo que se sugirio utilizar una serie de
correcciones para poder hallar la denominada energia de correlacién. Este conjunto de
métodos se denominan meétodos post-HF, que cuentan con distintas metodologias que
incluyen calculos variacionales, de agregados acoplados o pertenecientes a la teoria de
perturbaciones.

En este trabajo se ha utilizado el método MP2, el cual se detallara brevemente a continuacion:
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- METODOS PERTURBATIVOS DE MOLLER-PLESSET [17]

Este método utiliza trata la correlacion electrénica como una perturbacién sobre la funcién de
onda de HF obtenida previamente. Para ello considera el operador Hamiltoniano no
perturbado y se le afiade una perturbacién posteriormente, que se corresponde como un
pequefio cambio en las condiciones del sistema. Esta se representa mediante el operador V.
A raiz de esto se obtiene que:

H=H,+aV

Teniendo en cuenta que H, se trata del hamiltoniano sin perturbar y A es el parametro de
perturbacion. A partir de esto se pueden expresar las funciones de onda y las energias
modificadas mediante las siguientes expresiones obtenidas mediante un desarrollo de Taylor
en funcion del pardmetro de perturbacion A.

E"=E} + AE} + AE} + -+ = zARE"
k

YN = Yo + AW + 229 + - = Z/lkqﬂ‘
k

Realizando este tratamiento, se obtiene que la energia original antes de la perturbacién (HF)
se obtendria como suma de correcciones de orden uno y cero. A partir de ahi se podrian ir
introduciendo correcciones como se ha visto, pudiendo llegar a distintos 6rdenes. En concreto
en este trabajo se ha utilizado la teoria de perturbaciones segundo orden o MP2.

e TEORIA DEL FUNCIONAL DE LA DENSIDAD, DFT [20]

Se basa en el Teorema de Hohenberg-Kohn, de forma que considera que la energia total del
estado fundamental de un sistema de N electrones se puede describir mediante un funcional
de densidad electronica.

El Teorema de Hohenberg-Kohn se divide en dos principios principales respectivamente. En
primer lugar, cada observable de un sistema mecanocuantico estacionario, donde se incluye
también la energia, se puede calcular a partir de la densidad electrénica de solo el estado
fundamental. En segundo lugar, se afirma que la densidad electronica de este estado
fundamental es aquella que es capaz de hacer minimo el valor del funcional de energia,
concepto similar al principio variacional. De esta forma, se pueden determinar las
caracteristicas y propiedades de un sistema polielectrénico.

Para poder realizar esto de forma adecuada, lo que se hace es utilizar la expresion general
de HF para la energia total, a la cual se le afiade un término adicional de intercambio-
correlacion, obteniéndose la siguiente expresién, completamente basada en diferentes
funcionales cuyo sumatorio evidencia todas las interacciones de las distintas particulas de la
molécula:

E[,O] =T [.0] +E" [P] + Een[p] + Enn [P] + Exc[p]
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donde cada término hace referencia a la energia cinética de los electrones sin tener en cuenta
Su propia interaccion, la energia de Hartree, la energia que se corresponde a la interaccién
electrén nlcleo, energia correspondiente a la interaccion entre los nicleos y el funcional de
intercambio-correlacion respectivamente. [21]

Existen varios tipos de funcionales para intercambio-correlacién, sirviendo como
aproximaciones mejores o peores en funcion del nivel de detalle con el que miden la densidad
electronica. Los mas importantes son LDA, GGA, Meta-GGA o DFT-Hibridos.

En este caso se utiliz6 el funcional B3LYP, tipo GGA, que combina funcionales para
correlacion e intercambio. Se parte del funcional de intercambio de Becke, que contribuye con
tres términos a la expresion, y por otro lado del funcional no local de correlaciéon desarrollado
por Lee, Yang y Parr. [22]

6.1.3. BASES DE CALCULO [16,23]

A la hora de resolver la ecuacion de Schrodinger, se requiere expresar los orbitales
moleculares, ¢, como combinacion lineal de orbitales atémicos:

=) CX,

A su vez, se pueden expresar los orbitales atbmicos como una contribucién normalizada de
las partes angular y radial de la ecuacion que se muestra a continuacion:

X = NY(6,y)R(r)

Donde N se trata de la constante de normalizacion, Y esla parte angular definida por dos
parametros y R es la parte radial.Esta Ultima puede describirse mediante funciones de tipo
Slater o de tipo gaussianas (abreviadas STO y GTO respectivamente). Entre estos dos tipos
de funciones existen una serie de ventajas y desventajas de ambos, ya que, por ejemplo, las
funciones de tipo Slater necesitan menor nimero de funciones que las de tipo Gaussian para
describir la misma cantidad de datos, pero a cambio el calculo integral del que se precisa en
las STO es mucho mas costoso, cosa que con las GTO no ocurre.

A la hora de utilizar estas funciones de base, conviene hacerlo en lo que se denomina su
forma contraida. La contraccion de funciones es un proceso mediante el cual se reduce el
namero de funciones de base mediante la combinacion lineal de las funciones originarias o
primitivas que dan lugar a una serie de funciones contraidas que son las que se tienen en
cuenta a la hora de realizar los célculos.

R(r) = Z Cj e Gr’

j
Las funciones de base pueden tener distintos tamafos:

- Base minima: aquella que utiliza una unica funcién por cada orbital atdbmico ocupado
en el estado fundamental

- Doble-zeta: aquella que utiliza dos funciones por cada orbital atbmico ocupado en el
estado fundamental

- Triple-zeta: aquella que utilizan tres funciones por cada orbital atbmico ocupado en el
estado fundamental
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Teniendo en cuenta el tamafio de la base y la forma de abordar los orbitales atémicos, se
pueden clasificar las bases de diferentes formas. Hay un conjunto de bases que son las mas
comunmente utilizadas y que se conocen como bases de Pople:

- Conjuntos de bases minimas: son bases en las que se utilizan Unicamente una funcion
base para los orbitales de valencia y los internos (core). Un ejemplo de este tipo de
base es la STO-nG que agrupa como combinacion lineal una serie de n funciones
gaussianas que intentan simular el comportamiento de un orbital tipo Slater.

- Split valence basis (Bases de valencia desdoblada): son bases que tratan de describir
los enlaces quimicos obviando los electrones del core ya que al ser internos van a
tener menos relevancia que los electrones de valencia. Se pueden usar diferentes
tamafos de bases. Para nombrar este tipo de bases se utilizan un conjunto de
caracteres. Por ejemplo, la base de calculo que se ha utilizado en este trabajo, tanto
para método MP2 como para B3LYP:

6-311G++(d,p)

El primer nimero se refiere a la base minima, que en este caso es una funcion
combinada de seis gaussianas que simula el comportamiento de los orbitales internos.
Este se separa de los siguientes por un guion que sirve para diferenciar las funciones
dedicadas a los orbitales internos de las respectivas para los orbitales de valencia. En
este caso se trata de una funcion triple zeta que contrae tres gaussianas (3) y afiade
dos gaussianas primitivas por separado (11). Las funciones difusas, se suelen denotar
como sendos signos “+”. Estas funciones difusas pueden utilizarse para atomos
pesados, o atomos concretos mas ligeros. Sirven para extender el uso de las funciones
de base a regiones espaciales de mayor tamafio, incluso alejadas de los nucleos.
Por ultimo, también se han afladen funciones de polarizacién. Su finalidad es aumentar
la capacidad de las funciones de base en las regiones de valencia con el fin de poder
describir de manera precisa la distorsion de los orbitales atémicos. Se tratan de
combinaciones de orbitales de un nimero cuantico angular mayor para crear un efecto
de cambio de densidad electronica mediante factores arbitrarios comprendidos entre
0y 1 que se designan mediante L. En concreto, en este caso se utilizan combinaciones
de los orbitales p de atomos pesados como funciones que describen orbitales tipo d.
De manera analoga se realiza una combinacion similar de los orbitales s del &tomo de
hidrogeno con funciones destinadas a describir orbitales tipo p. Estas funciones de
polarizacién se designan como las letras entre paréntesis que coinciden con los
orbitales descritos por las funciones que se combinan con los orbitales reales.[7]

]
s

oH»C® - @
' +hy O ‘ _ “\'

Figura 6. Efecto de las funciones de polarizacién
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6.2. FUNDAMENTOS DE LA ESPECTROSCOPIA DE ROTACION [24,25].

A la hora de realizar determinacion de estructuras de moléculas de cierto tamafo, una de las
técnicas mas robustas que existen es la espectroscopia en la region de microondas o también
conocida como espectroscopia de rotacion. Esta técnica permite diferenciar entre las
numerosas conformaciones distintas que pueda tener una molécula dada. El Unico
requerimiento para que una molécula se pueda estudiar en espectroscopia de rotacion es que
su momento dipolar sea no nulo. Las transiciones que se observan una vez obtenido el
espectro rotacional de una molécula, se relacionan directamente con la absorcion o emision
de energia de las moléculas cuando modifican sus niveles de energia. De hecho, ya que se
trata de una interaccion radiacion materia, se inducen cambios en los niveles de rotacion de
la molécula, de forma que cuando se incide una radiacion con una energia h-v, el valor de
esta energia coincide con la separacion energética entre dos niveles (condicion de resonancia
de Planck-Bohr). Los valores propios del Hamiltoniano adecuado que definen los niveles de
energias vienen dados por combinacion lineal de las denominadas constantes rotacionales,
A, By C, que se obtienen mediante la siguiente expresion:

ABC=——
87T21a,b,c

Donde h se trata de la constante de Planck. Se observa que estas constantes rotacionales
son inversamente proporcionales a los momentos de inercia de los adecuados ejes arbitrarios.
Estos ejes se corresponden con la division de la molécula en las tres dimensiones del espacio,
y en funcién de su longitud se puede realizar una clasificacion de las moléculas. Estos
momentos de inercia se pueden obtener mediante una ecuacién obtenida a partir de:

— 2
Ia,b,c - § m_ Ti
i

Teniendo m; como la masa de cada atomo y r la distancia desde el atomo al eje
correspondiente. Conociendo estos parametros, que para cada molécula son Unicos vy
especificos, se puede realizar una prediccion relativamente precisa de donde se van a obtener
las transiciones en el espectro, asi como el rango de frecuencias donde serdn mas intensas.

Esta intensidad de las transiciones esta estrechamente relacionada con el momento dipolar
de la molécula. Como ya se ha comentado anteriormente, ha de ser no nulo para que la
molécula sea activa en espectroscopia de microondas. La relacion entre intensidad de la
transicion y el momento dipolar viene dada por la integral momento de transicion, definida en
la siguiente expresion:

<l/)1 |.“a,b,c |7~/)2>

Donde se representan como v, las funciones de onda de los estados de partida y llegada de
la transicion.

Sin embargo, no todas las transiciones son posibles, por lo que existe un criterio para
establecer las que si lo estan basado en las reglas de seleccion. Se cumple que el producto
de la representacion irreducible de la integral momento de transicion contiene la especie
totalmente simétrica. Las reglas de seleccion pueden describirse por la variacion en los
nameros cuanticos del momento angular, J, y la proyeccion del momento angular sobre el eje
z de la molécula, K:
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AJ =-1, 0, 1 proporcionando asi las ramas P, Q o R respectivamente.

Dentro de los tipos de transiciones, también existen una serie de reglas de seleccién [26]:

- Tipoa: AKa =0, AKc =+1
- TIpO b: AKa = +1, AKe = 1
- Tipoc: AKa=%1, AKc =0

De esta forma, se puede predecir el espectro rotacional de una molécula y realizar una primera
asignacién de las transiciones en funcion de su tipo ya que dependen de la proyeccién del
momento dipolar a lo largo de los respectivos ejes. Ademas, el conjunto de transiciones
permitidas que cumplan estas reglas de transicion pueden dar lugar a patrones reconocibles
que faciliten la asignacion de las transiciones en funcion de su tipo.

Recogiendo todos estos datos, se puede obtener una cantidad de informacion importante que
posibilita la identificacién y/o confirmacion de los diferentes conférmeros de una molécula y
su caracterizacion estructural.

6.3. FUNDAMENTOS EXPERIMENTALES [24,25,27]

Dentro de la espectroscopia de rotacion hay diferentes técnicas que pueden ser utilizadas
para obtener el espectro. Aunque este TFM no contiene ninguna labor instrumental, se ha
creido conveniente resaltar los aspectos mas relevantes de algunas técnicas para poder
entender los parametros a obtener en este trabajo. Para esta molécula a la hora de llevar a
cabo la experimentacion, se han de conocer la instrumentacion disponible en el GEM:

6.3.1 JETS SUPERSONICOS

Con el paso de los afios se han disefiado diferentes técnicas en esta linea de trabajo, y hoy
en dia se ha extendido el uso de jets supersoénicos. En el jet se produce una expansion
adiabatica de un gas portador, usualmente un gas noble como neén o helio, frente al alto vacio
al que se somete al interior del tanque, conectados mediante un orificio o nozzle. Con este
proceso denominado expansion supersonica, el paso del gas de alta presién a la baja presion
del tanque consigue obtener un enfriamiento de las moléculas de la muestra, introducida en
pequefia proporcién con el gas portador, reduciendo sus grados de libertad traslacionales,
rotacionales y vibracionales [8]. En este punto se obtiene una mayor poblacién del nivel
fundamental que aumenta la intensidad de las transiciones y simplifica los espectros. Ademas,
las condiciones dentro del jet son idéneas para la posible aparicion de clusters moleculares.

Debido a las propiedades de la expansion supersoénica, Unicamente se poblaran los
conférmeros mas estables, los cuales seran el foco principal de este trabajo.

6.3.2 ABLACION LASER

El dnico inconveniente que presenta este tipo de instrumentacion es la necesidad de trabajar

en fase gas, por lo que muchas de las muestras tienen que ser vaporizadas correctamente.

La mayoria de las biomoléculas tienen una presion de vapor demasiado baja, por lo que

vaporizarlas no es sencillo, debido a su inestabilidad térmica o incluso su degradacion al

aplicarles distintos métodos de calefaccidén. Para solucionar este problema, en los ultimos

afos, se ha desarrollado un acoplamiento entre jets supersénicos y un proceso previo a la
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introduccion de la muestra de ablacion laser. Mediante el uso de un laser de Nd-YAG de
picosegundos se vaporiza la muestra mediante el uso de radiacion haciendo que una serie de

moléculas pasen a fase gas sin deteriorar 0 descomponer quimicamente el compuesto a
analizar.

La vitamina B5 tiene un punto de fusién de 183.8 °C por lo que en el futuro sera necesario el
empleo de la ablacion laser.

6.3.3 TECNICAS BASADAS EN LA TRANSFORMADA DE FOURIER

En el grupo de investigacion GEM se han desarrollado dos técnicas de espectroscopia de
rotacion bien diferenciadas, el espectrometro denominado como “Laser Ablation Chirped
Pulse Fourier Transform Microwave” (LA-CP-FTMW) por un lado, y por otro un sistema
conocido como “Laser Ablation Molecular Beam Fourier Transform Microwave” (LA-MB-
FTMW). Ambos han demostrado ser muy Utiles en el analisis conformacional de biomoléculas
y utilizan la transformada de Fourier para poder recoger los espectros en el dominio de la
frecuencia.

Muestra
Figura 7. Sistema de introduccion de Gas I - ( muestra
al jet con ablacién laser. portador 1 g
Nozzle | |
Laser

Hay que destacar las diferencias entre el espectrometro LA-CP-FTMW que permite estudiar
rangos bastante amplios buscando muchas transiciones y diferentes tipos de conférmeros en
un mismo espectro rotacional. En casos en los que se requiriese de mayor precision o
sensibilidad, en especial en aquellas especies quimicas que tienen ndcleos de nitrégeno, el
siguiente paso seria usar el espectrémetro LA-MB-FTMW, sistema de mayor resolucién, con
el fin de obtener también los parametros de la estructura hiperfina.

En este trabajo se obtendran las estructuras mas relevantes y, como se ha dicho arriba, se
seleccionardn las mas estables. De estas estructuras, se extraeran los valores de las
constantes rotacionales las cuales nos permitiran conocer la zona espectral de interés,
ademas de los momentos dipolares que han de ser no-nulos. Ademas, estos valores junto con
las reglas de seleccion nos permitirdn entrever si podremos realizar una distincién de los
conférmeros. Si esta distincién no fuese posible, en los experimentos futuros se requerira de
la técnica LA-MB-FTMW por lo que en este trabajo se calcuran los valores de las constantes
de cuadrupolo también.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 BUSQUEDA CONFORMACIONAL

Como se ha mencionado anteriormente, el presente trabajo se centra en la biomolécula de la
vitamina B5. Su formula molecular es CgH17NOs y tiene 31 atomos en total. A la hora de
reorganizarse en tres dimensiones, se espera un nimero elevado de conformeros debido a la
gran cantidad de enlaces simples que se pueden observar en su estructura, que le otorga una
gran flexibilidad.

O

Figura 7. Todas las posibles torsiones de la estructura de la molécula de la vitamina B5.

Debido a esto, se ha recurrido en primer lugar a métodos de mecanica molecular para dilucidar
las estructuras posibles que puede adoptar la molécula en base a todas las torsiones descritas
en la Figura 7.

En primer lugar, se realiza la construccién de la molécula mediante el programa Maestro de
Schrodinger [28], pudiendo visualizar las torsiones de la molécula que se han reflejado en la
Figura 7. Se lanza un céalculo empleando métodos de mecéanica molecular, concretamente el
descrito anteriormente como campo de fuerzas de Merck (MMFF) con una energia umbral de
30 KJ/mol por encima del cual ya no se tendran en cuenta las estructuras por inestabilidad.
De esta forma se obtuvieron un total de 150 conférmeros que, una vez finalizada la bisqueda,
se obtienen como ficheros diferenciados en los que se describen las coordenadas de los
atomos, parametros relativos a la energia y caracteristicas propias de cada uno de los
conférmeros.

A continuacion, se utilizara otro programa, el Gaussian 16 [29], para realizar la optimizacién
de las estructuras mediante calculos mecanocuanticos. Primeramente se optimizaron las
estructuras mediante un nivel de calculo DFT, con el funcional B3LYP y la base de calculo 6-
311++G(d,p). Tras la optimizacion, el nUmero de estructuras se reducen a un total de 119
estructuras diferentes. Esto significa que, de las 150 originales obtenidas por mecanica
molecular, 31 estructuras han convergido a otras iguales.

La Tabla 1 recoge los parametros mas relevantes de las 10 estructuras mas estales, cuyas
estructuras e interacciones intramoleculares se describen a continuacion.
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Tabla 1. Parametros rotacionales calculados teéricamente y energias relativas correspondientes a los 10
conférmeros mas estables de la vitamina B5. Todos los calculos se han realizado a nivel B3LYP/6-311++G(d,p).

ESTRUCTURA
CONFORMERO

A(MHz) 1003 993 894 944 889 969 857 1019 1197 1032
B(MHz) 391 412 417 409 358 480 407 347 288 317
C(MHz) 346 387 348 333 343 449 356 289 265 289
ua(D) 3.35 2.72 4.65 3.63 3.14 0.96 1.44 5.01 2.10 0.41
us(D) 0.48 0.44 2.19 2.00 0.82 1.95 2.42 2.21 2.28 2.23
uc(D) 0.18 0.24 0.72 0.43 1.71 0.40 0.37 1.39 0.80 0.82

Xaa 24644 25551 21816  2.4725 22571  2.5435 2.038 2.0967  0.7579  0.4256

Xbb -2.5217 -2.7582 -0.5058 -0.2132 -0.4289 -2.4763 -0.5926 0.4426  1.4956  1.2856

Xcc 0.0573 0.203 -1.6758  -2.2593  -1.8282  -0.0672  -1.4455 -2.5393 -2.2535 -1.7112
AE (cmt) 0 33 334 470 804 463 895 873 950 973
AEzpe (cm'?) 0 79 165 463 590 637 656 673 690 691
AG (cm™) 2 285 149 383 211 1342 434 546 245 339

A, By C son las constantes rotacionales medidas en MHz. pa, lb Y Hc Se corresponden con los valores de las tres
componentes del momento dipolar expresadas en Debyes (recordar que 1 D = 3.33564-103* C-m). Yaa, Xbb Y Xcc
son los elementos de la diagonal principal de la matriz tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. AE
representa la energia relativa. AEzpe se trata de la energia relativa incluyendo la ZPE. Por Ultimo, la AG es la
energia libre de Gibbs calculada a 298 K. Todas las energias estan expresadas en cm.

6.2. ANALISIS ESTRUCTURAL

La Figura 8 muestra las estructuras de los diez conférmeros mas bajos en energia, junto con
las interacciones intramoleculares y sus respectivas distancias de enlace. Se observa que
entre los conférmeros mas estables se pueden diferenciar algunas estructuras en funcién del
namero de enlaces de hidrégeno que se pueden desarrollar entre los &tomos electronegativos
y los diferentes atomos de hidrégeno de la molécula.

Los enlaces de hidrogeno, como es sabido, son enlaces de indole electrostatico entre un
atomo electronegativo y un atomo de hidrégeno unido a su vez a otro atomo electronegativo.
En funcién de las distancias entre los atomos que forman este enlace, estos enlaces de
hidrégeno serdn mas o menos débiles.

Los conférmeros | y Il son muy similares y se ven estabilizados por una secuencia de enlaces
de hidrégeno OHe«*OH+«O=C, , con unas distancias de enlace en los enlace menores a 2
amstrongs. Estos enlaces son entonces relativamente fuertes confiriendo una alta estabilidad
al conférmero. Adicionalmente, el grupo amina interacciona débilmente con el hidréxilo,
ademas de que la cetona interacciona muy débilmente con un CH. La suma de todas estas
interacciones hace que los conférmeros | y Il se estabilicen enormemente.

En cuanto al conférmero lll, es similar a los conformeros anteriores pero la amina ocupa el
lugar del primer hidroxilo dando una secuencia de enlaces de hidrogeno NHee«OHe+-O=C.
Ahora, es el grupo hidroxilo sobrante interacciona con el grupo CO. Todas estas interacciones
confieren una alta estabilidad al conférmero quedando solamente a 150 cm™ por encima del
minimo global.

El resto de los conférmeros bien poseen enlaces de hidrdgeno menos direccionales, menos
enlaces de hidrogeno, ademas de impedimentos estéricos desestabilizando las estructuras.
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.

CONFORMERO V

CONFORMERO IX CONFORMERO X ¢

Figura 8. Estructura de los diez conformeros mas estables de la vitamina B5, optimizadas mediante métodos
DFT, haciendo uso del funcional B3LYP.
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6.3. ROTACION INTERNA [31]

Otro factor adicional que no hemos de olvidar es la presencia de una posible rotacion
interna debido a la rotacién de los grupos metilos. Cada hidrégeno puede adoptar una posiciéon
equivalente a la de los otros, de forma que habria tres minimos equivalentes. Esto da lugar a
una funcion de energia potencial en tres partes, con tres minimos y tres maximos
equivalentes. Como la barrera de potencial es suficientemente pequefia, la rotacion da lugar
a desdoblamientos hiperfinos en el espectro de rotacion. Los niveles rotacionales se dividen
en un nivel no degenerado de componente A y un nivel doblemente degenerado de
componente E [32].

Para estimar la altura de la barrera se realizé un estudio de la superficie de energia
potencial relajada (PES). La PES proporciona la energia de la molécula al producirse la torsion
del grupo metilo. Como puede verse en la Figura 9, la altura de las barreras de cada metilo
de la vitamina B5 es de 1050 y 1090 cm?, respectivamente. Como dato indicativo, la rotacién
interna se produce cuando la altura de la barrera es inferior a unos 300-400 cm™. Por tanto,
la barrera obtenida es demasiado alta y no se prevee un desdoblamiento de las transiciones
rotacionales.
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Figura 9. Superficie de energia potencial de la rotacion de los metilos de la vitamina B5.
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6.4. FACTIBILIDAD EXPERIMENTAL

En primer lugar, analizaremos la posibilidad de realizar una futura labor experimental mediante
un experimento de LA-CP-FTMW.

- En primer lugar, la vitamina B5 es un solido con un punto de fusién de183.8 °C. Por ello,
sera fundamental el empleo de la ablaciéon laser. Ademas, debido al elevado nimero de
enlaces la fragmentacién podria ser masiva por lo que el uso de un laser de picosegundos
dara mejores resultados [30].

- Como puede verse en los valores de las energias relativas calculados mediante DFT y
mostrados en la Tabla 1, tendremos tres estructuras por debajo de 500 cm™?, que seran las
especies predominantes tras la expansion supersénica. Ademas, estas tres especies no
difieren mucho en cuento a la energia relativa, por lo que se espera tener una proporcion
considerable de las tres. Los calculos a nivel MP2 estan de acuerdo con este hecho por lo
que se confirma la posible presencia de tres conféormeros principales. Estos datos se pueden
observar en la Tabla 3 del Anexo.

- Las constantes rotacionales de las estructuras predominantes son considerablemente
distintas entre los distintos conférmeros, por lo que seran suficientes para su identificacion.
Es decir, el uso del LA-MB-FTMW en principio, no sera necesario.

- Las reglas de seleccién indican que todos los conférmeros relevantes podran interaccionar
con la radiacién electromagnética. Es decir, los momentos dipolares son no nulos. Ademas,
los valores son considerablemente altos por lo que se espera que las transiciones sean
intensas.

- Todos los conférmeros presentan un momento dipolar alto en la componente a. Esto es un
aliciente puesto que este tipo de transiciones presentan los patrones mas sencillos de localizar
(ver mas abajo).

- La altura de la barrera de la rotacion de los metilos es considerablemente alta y no se espera
el fendmeno de la rotacion interna, lo cual complicaria la asignacion experimental ademas de
hacer que las transiciones sean mas débiles al dividirse en dos componentes. Por ello, este
es otro punto a favor de la realizacion de un experimento futuro.

- El espectrometro LA-CP-FTMW mas conveniente a la hora de realizar el experimento sera
en la zona de 2-8 GHz debido a las bajas constantes rotacionales.

Con todo ello, la posibilidad de obtener un espectro rotacional con éxito, ademas de poder
identificar los conformeros mas estables es muy alta. Esta informacion es muy importante
debido al coste de la muestra (en torno a 500 euros para un Unico experimento).
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6.5. PREDICCION DEL ESPECTRO EXPERIMENTAL

Finalmente, a la hora de realizar el experimento mediante la instrumentacion adecuada es
conveniente tener realizadas una serie de predicciones de los conférmeros mas abundantes
que en un principio serian los mas probables de visualizar. Gracias a estas simulaciones, la
asignacion de sefiales y la busqueda de patrones se convertird en una tarea relativamente
mas sencilla.

A la hora de realizar la simulacion se seleccionan los tres conformeros mas estables, que por
ende seran los mas poblados y abundantes. Se han utilizado los datos rotacionales obtenidos
mediante los métodos DFT, mediante el uso del funcional B3LYP. Los pardametros
rotacionales mas relevantes de la anteriorTabla 1 se rescatan y se recogen en la Tabla 2 para
una mayor facilidad de seguimiento del trabajo.

Tabla 2. Pardmetros rotacionales de los conférmeros mas estables del acido pantoténico calculados por métodos
DFT con el funcional B3LYP.

A(MH?z) 1003 993 894
B(MHz) 391 412 417
C(MHz) 346 387 348
1a(D) 335 272 465
118(D) 048 044 219
1c(D) 018 024 0.72

A, By C son las constantes rotacionales medidas en MHz. s, o Y e S€ corresponden con los valores de las tres
componentes del momento dipolar expresadas en Debyes (1 D = 3.33564-1073* C-m).

Vistos estos parametros, se abre una perspectiva muy interesante en cuanto a espectroscopia
de rotacion se refiere, ya que el 4cido pantétenico, al igual que la mayoria de moléculas, se
trata de un trompo asimétrico, cuyo orden de los momentos de inercia sigue el patron Ia<lg<lIc.

El célculo de niveles de rotacién de este tipo de moléculas no es un asunto trivial, ya que hay
gue realizar un tratamiento mediante el cual se puede aproximar el rotor asimétrico a
cualquiera de los dos trompos simétricos (oblate (Ia=lg<Ic) 0 prolate (Ia<lg=Ic)) con el fin de
cuantificar lo cerca o lejos que se encuentran de la simetria, calculandose mediante el
parametro de asimetria de Ray.

_2B-A-C

- A-C
Mediante esta expresion se pueden establecer los limites oblate y prolate en funcién del valor
de K, ya que para moléculas oblate, sabiendo que A = B > C, se obtiene un valor de K de 1,

mientras que para moléculas tipo prolate, teniendo en cuenta que A > B = C, el valor de K
seria de -1.

Mediante esta descripcion, los niveles de energia de todo rotor asimétrico estan descritos por
un unico valor de Jy dos valores de K relativos a los limites prolate y oblate, K1 y K

Realizando los calculos con los datos obtenidos, se tienen los siguientes valores para los
conférmeros a simular:
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Conférmero I: -0.86 Conférmero Il; -0.92 Conférmero Ill: -0.55

Que nos indican que los dos primeros conférmeros son muy cercanos a trompos tipo prolate,
mientras que el Ultimo se aleja un poco mas del limite, aunque sigue siendo prolate.

A la hora de abordar las simulaciones, se ha decidido hacer una simulacion computacional de
cada uno de los conférmeros por separado, seleccionando en ciertas ocasiones algunas
transiciones concretas.

- CONFORMERO |

Atendiendo a los momentos dipolares, el conférmero | tiene un momento dipolar alto en el eje
a. Asi, su espectro rotacional tendra una relatiamente facil asignacion de las transiciones
rotacionales. El espectro predicho para las transiciones de tipo a se muestra a continuacién
en la Figura 10:

2000 3000 4000 5000 8000

Frecuencia (MHz)

Figura 10. Prediccion del espectro rotacional de las transiciones tipo a del conférmero | de la vitamina B5 en la
zona de 2000-8000 MHz.

A la hora de llevar a cabo la experiencia en el laboratorio y como ya se ha mencionado antes,
se observa en las predicciones que las transiciones mas intensas pueden encontrarse en la
region de 2000 a 8000 MHz dentro del espectro de frecuencias, por lo que se puede realizar
el experimento en el instrumento LA-CP-FTMW del que se dispone en el GEM.

Se pueden observar perfectamente los patrones de las transiciones tipo a, ya que se tratan
de una serie de patrones separados por una distancia aproximadamente igual a la suma de
las otras constantes rotacionales (B + C), tal y como se muestra en la Figura 11. En caso de
realizar el experimento, este conférmero seria facilmente asignable debido a esas distancias
aproximadamente fijas que son conocidas.
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Figura 11. Asignacién de algunas transiciones tipo a del espectro rotacional del conférmero | de la vitamina B5
en una ampliacion entre 2000 y 4800 MHz

Se confirman los patrones tipo a, separados por ~737 MHz (B + C), que serian facilmente
reconocibles una vez llevada a cabo la experiencia mediante el software adecuado para
realizar la asignacion.

Debido a la sencillez del patron tipo a 'y la mayor poblacion esperada, se comenzaria a buscar
este conférmero. Si se encontrase, se confirmaria el éxito del experimento y se quitarian las
lineas asignadas del espectro original para simplificar la busqueda del segundo conférmero.
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- CONFORMERO lI

Al igual que en el caso del conférmero anterior, se observa que los momentos dipolares del
conférmero Il pronostican una mayor facilidad de asignacion a las transiciones tipo a debido
a su a priori, mayor intensidad. Asi, se ha realizado también la prediccion Unica de las
transiciones tipo a cuyo espectro calculado se muestra en la Figura 12.

a

I_ﬁl Iﬁ ml H I ! I

2000 3000 4000 5000 6000 7000 B000

Frecuencia (MHz)

Figura 12. Prediccion del espectro rotacional de las transiciones tipo a del conformero Il de la vitamina B5 en la
zona de 2000-8000 MHz.

Aligual que en el caso del primer conférmero, se observan unos patrones tipo a muy definidos,
separados una distancia de 799 MHz, similar a la suma de B + C y como se muestra en la
Figura 13, por lo que se podria realizar también la asignacion.

B+C
(B-C)(1"+1) (B-C)(J)"+1)
[2)]
w % r~ @ & ©
8 4 ~ o a @ b —
J @ [~ o Vo9 j’(
g 8 4 + 2 2 8 5,
=] @ [+3] M~ m = — —
a @ &a 3 3
a a a a
a a a a
| | T T I I T T
7000 7150 7300 7450 7600 7750 7900 2050

Frecuencia (MHz)
Figura 13. Asignacién de algunas transiciones tipo a del espectro rotacional del conférmero Il de la vitamina B5
en una ampliacion entre 7000 y 8000 MHz
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- CONFORMERO llI

A diferencia de los anteriores conférmeros, en este caso se presentan momentos dipolares
significativos en a y b. Debido a esto, se obtiene una dificultad afiadida a la hora de realizar la
asignacion. En cualquier caso, huevamente se comenzaria buscando el patrén de tipo a tal y
como se muestra en la Figura 14.

a ,a@ 1
@ a a
a

s o B A L L
— 1 IS R R

7000 8000

o

@ aa

2000 3000 4000 5000
Frecuencia (MHz)

Figura 14. Prediccién del espectro rotacional de las transiciones tipo a del conférmero Ill de la vitamina B5 en la
zona de 2000-8000 MHz.

Debido a la facilidad para encontrar los patrones de transiciones tipo a, seria oportuno
comenzar la asignacion con ese tipo de transiciones, prosiguiendo una vez asignadas con las
b, tal y como se muestra en la Figura 15. El patron de tipo a se corresponde con la suma de
B + C, 765 MHz.
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Figura 15. Asignacion de algunas transiciones tipo a del espectro rotacional del conférmero Il de la vitamina B5
en una ampliacion entre 3600 y 5700 MHz
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Aungue sean facilmente reconocibles, las transiciones de tipo a estaran entremezclados con
transiciones de tipo b, que seran cuatro veces menos intensas. El espectro rotacional del
conférmero 1l teniendo en cuenta Unicamente las transiciones de tipo b se muestra en la
Figura 16.

Frecuencia (MHz)

Figura 16. Prediccién del espectro rotacional de las transiciones tipo b del conférmero Ill de la vitamina B5 en la
zona de 2000-8000 MHz.

En caso de haber eliminado de un futuro espectro experimental las lineas correspondientes a
los tres primeros conférmeros y se sigan viendo transiciones lo suficientemente intensas, se
procederia también con la asignacion de conférmeros de menor estabilidad.

6.6. RELACION ESTRUCTURA-PROPIEDAD

A pesar de que relacionar las estructuras obtenidas de forma aislada con las reacciones que
ocurren en fases condensadas es dificil, es realizard una posible interpretacion de los
resultados obtenidos.

Las estructuras mas estables poseen el grupo hidroxilo terminal cercano a los metilos
fuertemente enlazado. Como habiamos dicho anteriormente, una de las interacciones mas
estabilizantes es el refuerzo de la secuencia OHe**OH+«O=C, quedando este hidroxilo
terminal en medio de esta cadena, fuertemente protegido. Efectivamente, el primer paso para
la sintesis de la CoA a partir de la vitamina B5 es fosforilar este hidroxilo. Curiosamente, se
necesita una encima para poder llevar a cabo dicha fosforilacion, posiblemente debido a la
imposibilidad de que este hidroxilo reaccione con su entorno. Es mas, el hidroxilo terminal del
lado opuesto es el que queda sin interaccion en las estructuras mas estables y seria el grupo
a atacar si la reaccion no se llevara a cabo mediante una encima.

Con todo ello, es muy posible que en fases condensadas el primer paso sea “romper” esa
fuerte union para poder fosforilar el hidroxilo deseado y no el opuesto, lo que daria lugar a otra
serie de reacciones no deseadas.
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7. CONCLUSIONES

Se ha realizado una busqueda conformacional del acido pantoténico, obteniendo 150
estructuras diferentes por debajo de 31 KJ/mol. De los conférmeros obtenidos se han
estudiado mas en profundidad los diez mas estables. La menor energia de estos conféormeros
respecto del resto de estructuras se debe a fuerzas dispersivas, presencia de enlaces de
hidrégeno y ausencia de impedimentos estéricos de los grupos metilo presentes en la
molécula.

Se ha ahondado, una vez obtenidos los célculos y los diferentes conférmeros, en la posibilidad
de la existencia de una relacion estructura-reactividad en cuanto a la importancia biol6gica del
acido pantoténico se refiere, como precursor de la Coenzima A, ya que la disposicion del
grupo hidroxilo de forma libre favorece la sintesis de la CoA.

Ademas, se tanted la posible interconversion continua en medios biol6gicos de las dos
estructuras mas estables, en base a las distancias de los enlaces de hidrégeno y demas
parametros estructurales

Se ha utilizado como métodos de calculo para el estudio computacional del &cido pantoténico,
métodos DFT y ab initio, aunque los métodos MP2 correspondientes a estos Ultimos solo se
realizaron para cinco estructuras debido al coste computacional y en materia de tiempo que
suscitan. Dentro de los métodos DFT se ha utilizado el funcional B3LYP, que ha demostrado
ser una herramienta eficiente en cuanto a tiempo se refiere y de coste computacional mucho
mas bajo que los métodos ab initio.

Por ultimo, el principal objetivo de este trabajo era realizar un estudio sobre la viabilidad de
una posible experimentacion que pudiera llevarse a cabo con la instrumentacién disponible
en el GEM que, una vez expuestos todos los datos descritos anteriormente, se concluye de
manera afirmativa.
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9. ANEXO

OPTIMIZACION DE LAS ONCE ESTRUCTURAS MAS ESTABLES MEDIANTE MP2

Tabla 3. Parametros rotacionales calculados teéricamente y energias relativas correspondientes a los 11
conférmeros més estables de la vitamina B5. Todos los célculos se han realizado a nivel MP2/6-311++G(d,p).

ESTRUCTURA 150

CONFORMERO IX
A(MHz) 886 987 1011 870 862 1167 1027 1025 1169 953
B(MHz) 433 410 418 378 420 302 325 343 301 418
C(MHz) 363 367 391 366 362 280 298 290 279 340
ua(D) 4.26 2.89 2.47 2.84 1.47 3.50 0.27 4.25 1.71 3.35
us(D) 2.15 0.62 0.51 0.34 2.56 1.81 2.26 2.60 2.30 1.99
uc(D) 0.57 0.44 0.15 2.06 0.11 0.38 0.78 1.77 0.94 0.54
Xaal 1.9853  2.2491 24170 2.0751 1.9066 0.3091 0.2900 1.7515 0.4581  2.2758
Xbb1 -0.6745 -2.6481 -1.7303 -1.4822 -0.5570 1.3926 1.1624 0.5343 1.3746 -0.2091
Xec -1.3108  0.3990 -0.6867 -0.5929 -1.3496 -1.7017 -1.4523 -2.2857 -1.8327 -2.0667
AE(cm-1) 97 0 123 473 679 712 835 806 841 785
AEzpe(cm-1) 0 41 193 360 506 615 638 669 733 810
AG(cm-1) 61 0 421 79 277 329 323 372 448 816

A, By C son las constantes rotacionales medidas en MHz. U, o Y e S€ corresponden con los valores de las tres
componentes del momento dipolar expresadas en Debyes (recordar que 1 D = 3.33564-1034 C-m). Yaa, Xbb Y Xcc

son los elementos de la diagonal principal de la matriz tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. AE
representa la energia relativa. AEzpe se trata de la energia relativa incluyendo la ZPE. Por ultimo, la AG es la
energia libre de Gibbs calculada a 298 K. Todas las energias estan expresadas en cm.

42



