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1. Resumen/ Abstract:

Diversos estudios han demostrado que los polifenoles en general, y en particular los flavonoides, presentan
actividad farmacéutica y beneficios para la salud debido a su capacidad de actuar como antialérgicos,
antibacterianos, antiinflamatorios, antivirales y actividad antioxidante. Los flavonoides presentan estructuras
guimicas diversas, muchos de los que se encuentran en forma de glicésidos estando presentes en frutas y
verduras, por lo que estan incorporados en la dieta humana. Se dividen en varias clases, siendo las mas
generales flavonas, flavonoles y flavanonas.

La astragalina (kaempferol-3-0-B-glucdsido), es un flavonoide natural que presenta multitud de propiedades
farmacoldgicas incluyendo actividad antiinflamatoria, antioxidante, anticancerigena asi como también
caracteristicas cardio y neuro protectoras.

En este trabajo se ha realizado el estudio tedrico de la astragalina utilizando métodos ab initio y DFT, con
objeto de caracterizar los conférmeros mas estables. Como objetivo principal se ha estudiado la estabilidad
de los diferentes conférmeros y los factores que contribuyen a esta.

Various studies have shown that polyphenols in general, and flavonoids in particular, have pharmaceutical
activity and health benefits due to their ability to act as antiallergic, antibacterial, anti-inflammatory, antiviral
and antioxidant activity. Flavonoids have diverse chemical structures, many of which are found in the form
of glycosides being present in fruits and vegetables, which is why they are incorporated into the human diet.
They are divided into several classes, the most general being flavones, flavonols and flavanones.

Astragalin (kaempferol-3-O-B-glucoside) is a natural flavonoid that has many pharmacological properties
including antioxidant, anti-inflammatory, anticancer, neuroprotective and cardioprotective property.

In this work, a theoretical study of astragalin has been carried out using ab initio and DFT methods, to
characterize the most stable conformers. The stability of the different conformers and the factors that
contribute to it have been studied as the main objective.






2. Introduccién:

En 1930 una nueva sustancia fue aislada de las naranjas, en ese tiempo se creyd que era un nuevo tipo de
vitaminas y fue designada como vitamina P, mads tarde se esclarecié que esta sustancia era un flavonoide y
hoy en dia se conocen mas de 4000 variedades de flavonoides.

Los flavonoides? consisten en un gran grupo de compuestos polifendlicos, que poseen estructura de benzo-
y-pironay se encuentran en las plantas, aunque también se pueden sintetizar por via de los fenilpropanoides.
Los flavonoides son sintetizados por las plantas en respuesta a agresiones externas como una infeccién
provocada por microbios y sus actividades bioldgicas dependen de su estructura y grupos funcionales. La
naturaleza quimica de los flavonoides depende de su estructura, del grado de hidroxilacidn, sustitucion y
conjugacion, ademas del grado de polimerizacidn. Estas sustancias han resultado muy interesantes sobre
todo por su potencial como antioxidantes. Los grupos funcionales hidroxilo determinan esta actividad
antioxidante frente a radicales libres o quelando iones metalicos. Como componentes de la dieta, los
flavonoides tienen propiedades beneficiosas para la salud debido a su capacidad antioxidante, esto ocurre
tanto en sistemas in vivo como in vitro.

Los flavonoides se encuentran en todas las plantas, se localizan especialmente en las vacuolas de las células
de la piel de las frutas y hortalizas, aportando sabor y color. Podemos dividir los flavonoides en dos grupos
principales: antocianinas y antoxantinas, que se agrupan a su vez en diferentes subclases dependiendo de la
estructura y propiedades. Las diferentes subclases de los flavonoides son: Flavonas, flavonoles, flavanonas,
catequinas, isoflavonas y antocianidinas.?

Figura 1: Estructura basica flavonoide

Los flavonoides tienen una estructura de anillos formada por 15 carbonos (ver figura 1). Consta de dos anillos
aromaticos A y B que contienen normalmente grupos hidroxilo y carbonilo. Las diferentes clases difieren en
el nivel de oxidacién y sustitucion del anillo C, mientras que las subclases se clasifican por la sustitucion de
los anillos A y B. Existen multitud de compuestos individuales en cada una de las subclases. Los flavonoides
se presentan como agliconas, glucésidos y derivados metilados. La estructura basica de los flavonoides
corresponde con una aglicona. La posicion del sustituyente benzenoide B divide a los flavonoides en dos
clases: Flavonoides (posicion 2), isoflavonoides (posicidon 3) y neoflavonoides (posicion 4). Los flavonoles
difieren de las flavanonas en el grupo hidroxilo en la posicidon 3 y el doble enlace de los carbonos C2-C3. Los
flavonoides suelen ser hidroxilados en las posiciones 3, 5, 7, 2, 3", 4" y 5’. Cuando se forman los glucésidos,
en enlace glucosidico se forma normalmente en las posiciones 3 0 7 y el carbohidrato suele ser normalmente
L- ramnosa, D-glucosa, galactosa o arabinosa.?



Los estudios espectroscdpicos sobre los flavonoides han revelado que la mayoria de las flavonas y flavonoles
poseen dos bandas principales de absorcién en el UV-Vis: la banda | (sobre 320-385 nm) representa la
absorcion del anillo B, mientras que la banda Il (sobre 250-285 nm) corresponde a la absorcion del anillo A.
los grupos funcionales sobre el esqueleto del flavonoide pueden causar un cambio en la absorcidn, como la
banda a 367 nm en el kaempferol (grupos hidroxilos 3, 5, 7 y 4°). La ausencia de del grupo hidroxilo en la
posicién 3 de los flavones hace que se puedan distinguir de los flavonoles. Las flavanonas tienen un anillo
heterociclico saturado C sin conjugaciéon entre los anillos A y B. Las flavanonas muestran una banda Il de
absorcién muy fuerte con un maximo entre 270 y 295 nm, y solo un pico de la banda | entre 326-327 nm. La
banda Il tiene dos picos en compuestos con el anillo B monosustituido, pero mas de un pico cuando en anillo
B esta di, tri u o- sustituido.?

La mayoria de los flavonoides que estan presentes en plantas se encuentran como glicésidos, por lo que
tienen que ser convertidos en agliconas para que puedan ser absorbidos de manera mds sencilla en el
intestino delgado. Un mecanismo alternativo es que los glicésidos son hidrolizados por una enzima
denominada lactasa floricina hidrolasa (LPH), liberando la aglicona que puede ser absorbida en el intestino
delgado. Los glicésidos que no son sustratos de esta enzima son transportados al colon donde existen
bacterias que pueden hidrolizar estos flavonoides glicdsidos, ademas de degradar simultdneamente la
aglicona. Los flavonoides oligoméricos se hidrolizan a monémeros y dimeros mediante las condiciones acidas
en el estémago.®

Dentro de las subclases de los flavonoides, el kaempferol (figura 2) y sus derivados, corresponde al grupo de
los flavonoles, que a su vez corresponde al grupo de las antoxantinas. Kaempferol-3-O-B-glucosa (figura 3),
también conocido como astragalina, es uno de los flavonoides encontrados en multitud de plantas. En
muchos estudios se ha demostrado que la astragalina posee muchas funciones bioldgicas, como ser un buen
antioxidante, antiinflamatorio, anticancer...®
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Figura 3: Esquema estructural Astragalina



La astragalina se puede encontrar en multitud de plantas, aunque también se puede obtener mediante la
glicosilacion del kaempferol en la posicién 3 C-O.

Existe evidencia de que el consumo de compuestos fendlicos presentes en productos naturales disminuye el
riesgo de padecer problemas de salud debido a la capacidad antioxidante de estos compuestos.

La absorcidn de los flavonoides presentes en los alimentos depende de sus propiedades fisicoquimicas como
su tamaio molecular, configuracion, lipofilia, solubilidad y pKa. Los flavonoides pueden ser absorbidos en el
intestino delgado o llegar al colon antes de la absorcidon, dependiendo de la estructura del flavonoide, sies o
no un glicésido o aglicona. Las plantas sintetizan gran variedad de productos naturales, conocidos como
metabolitos secundarios, los cuales tienen un papel importante en la defensa ante microorganismos vy
también tienen importantes beneficios para animales y humanos. La glicosilacidn es la modificacidon de los
productos generados por las plantas durante su biosintesis, enlazandolos a un azlcar. La glicosilacién mejora
la solubilidad y la estabilidad, ademas facilita el almacenamiento en las células de las plantas y es un factor
importante para determinar la bioactividad de los productos. Los flavonoides constituyen un grupo muy
grande de productos naturales donde también se pueden encontrar formas glicosiladas, como en el caso de
la quercetina, que puede estar unido a varios azucares en diferentes posiciones, llegando a existir 300
glicésidos diferentes de la quercetina con diferentes actividades.*

Los antioxidantes actiuan como fuentes de hidrégeno y se oxidan en lugar del acido graso, protegiendo las
células contra el dafio de los radicales libres. Los antioxidantes mds conocidos son las vitaminas Cy E, sin
embargo, los flavonoides también poseen capacidad antioxidante, dependiendo de la estructura y cantidad
y posicion de los grupos hidroxilo. Como norma general, a mayor nimero de grupos hidroxilo en el
flavonoide, mayor capacidad antioxidante.”

Diversos estudios han demostrado que la razén estructural mds importante para la actividad antioxidante en
los flavonoides es la orientacidon de la unién del grupo 3°,4"-dihidroxi al anillo B. La astragalina solo posee una
sustitucion del grupo 4’-hidroxi al anillo B, por lo que su actividad antioxidante no es especialmente alta en
comparacion a otros flavonoides.®

Como la astragalina proviene de la unién del kaempferol a una molécula de glucosa, la actividad bioldgica no
serd la misma. Diversos estudios mostraron los efectos inhibitorios de la astragalina y kaempferol en la
produccidon de 4-hidroxi-estradiol en la catdlisis del citocromo CYP1B1. La inactivacién metabdlica del
estradiol incluye la conversion de los estrégenos de baja actividad, como el estriol, el cual se puede excretar
mediante la orina y otros compuestos que se eliminan en los rifiones. CYP1B1 actla como una enzima muy
importante en el metabolismo del estradiol, y el esteroide que esta enzima produce, tiene un fuerte efecto
tumoral. El estradiol se utiliza como substrato para estudiar el efecto inhibidor de la astragalina y kaempferol
en CYP1B1, ya que esta enzima forma enlaces de hidrogeno con el estradiol.

Al estar unida a una molécula de glucosa, el efecto inhibidor de la astragalina se comprueba que es menor
que el del kaempferol, ya que afecta a la unidén al sitio activo de CYP1B1, ya que las posiciones 4’ -OCHs en el
anillo B y 5,7-dihidroxi en el anillo A de los flavonoides tienen un papel fundamental en inhibir la actividad
de las enzimas. Este es uno de los ejemplos que atribuye a la astragalina su potencial de quimioprevencion
del cancer.®

También existen estudios en los que se demuestra que la astragalina y sus diferentes glucdsidos tienen gran
potencial para inhibir la formacidon de melanina, siendo muy utilizados como agentes cosméticos debido a
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sus caracteristicas quimicas. En primer lugar, inhiben la actividad de la colagenasa, su actividad antioxidante
reduce la accién de los radicales libres y, por ultimo, controla la pigmentacién de la piel causada por la
melanina. La formacion de melanina es el factor mds importante al determinar el color de la piel de los
mamiferos, y la inhibicién de la formacidon de melanina conduce a menor oscurecimiento de la piel, es por
eso por lo que estos compuestos son ingredientes en productos cosméticos para el blanqueamiento de la
piel. MMP-1 es una colagenasa que hidroliza las proteinas de la matriz dérmica como el coldgeno, esto es lo
que posiblemente produzca el dafio en la piel y la formacidn de arrugas. Los agentes que inhiben la actividad
de la colagenasa tienen efectos beneficiosos para mantener la piel sana previniendo la degradacion de la
matriz dérmica. Los glucdsidos de la astragalina muestran un efecto inhibidor en la produccién de MMP-1. El
envejecimiento celular es provocado por el atague de especies reactivas de oxigeno a macromoléculas
biolégicas, provocando dafios oxidativos. La astragalinay sus glucésidos pueden revertir este proceso gracias
a su funcién antioxidante. Un alto grado de polimerizacién de la astragalina y los glucésidos estd
directamente relacionado con la mejora de la actividad antioxidante.°

La astragalina también es conocida por poseer proteccidon contra la radiacion UV. La radiaciéon UV puede
causar dafios en ADN, provocando quemaduras solares, edemas, cancer de piel y otras afecciones. La
radiacidn UV de la luz solar también puede provocar dafios en macromoléculas en la capa epidérmica de los
animales, provocando mutaciones en los genes y cambios en el sistema inmunoldgico. Las quimiocinas se
ven alteradas tras la exposicién la radiacidn, estas estimulan la activacidon de neutrdfilos que posteriormente
conducen al estrés oxidativo. La astragalina puede ser utilizada como barrera ante los dafios provocados por

la radiacién, evitando la alteracién de las quimiocinas en la piel.**

Para conocer bien las funciones de los sistemas moleculares es necesario tener un conocimiento lo mas
profundo posible de las propiedades de este. Asi, lo mas fundamental es conocer la estructura de la molécula
aislada, libre de interacciones intramoleculares con el entorno. Por otra parte, las biomoléculas son muy
flexibles, pudiendo adoptar diferentes conformaciones estabilizadas por interacciones intermoleculares y
que se pueden interconvertir unas en otras a través de movimientos o coordenadas internas con un aporte
energético. Para tener un conocimiento mdas amplio de este sistema molecular y poder racionalizar sus
funciones en este trabajo se ha validado el estudio conformacional de la astragalina previo a su estudio
mediante técnicas espectroscdpicas de microondas en fase gas utilizando métodos computacionales.

El estudio de la estructura y conformacidn tanto de la astragalina, como de las diferentes conformaciones
del kaempferol y de la glucosa se han simulado en fase gas. Los estudios en fase gas permiten aislar una sola
molécula, pudiendo analizar sus propiedades individuales sin ninguna interferencia, aunque normalmente
estas moléculas no se encuentren en fase gas ni sea el medio donde estas realicen sus funciones bioldgicas.
Por otro lado, trabajar en fase gas ofrece otras ventajas, como conocer de forma detallada las propiedades
estructurales intrinsecas. Cada molécula puede presentar diferentes conformaciones con diferentes
posiciones espaciales, pudiendo conocer los factores internos que ayudan a la estabilidad de la molécula,
como la presencia de enlaces de hidrégeno o interacciones orbitales, que normalmente se encuentran
enmascarados en fases condensadas.

Otra ventaja de los estudios en fase gaseosa es la comparacion directa de los resultados con las predicciones.
Haciendo esta comparacion se pueden calibrar los métodos tedricos con las medidas experimentales y asi
conocer que modelos seran los apropiados para el estudio de sistemas semejantes.
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3. Objetivos y plan de trabajo:

Estudio tedrico de la estructura en fase gas de la astragalina. Hallar las energias asociadas a las diferentes
conformaciones para encontrar las mds probables. Obtener las constantes de rotacion, momentos
dipolares, energias de Gibbs.

Plan de trabajo:

- Busqueda bibliografica para conocer las funciones de la molécula y estudios previos.
- Busqueda conformacional de la molécula astragalina.

- Optimizacion de geometria y eliminar duplicados con dos bases de cdlculo diferentes.
- Obtener energias de Gibbs y en el punto cero y calculo de las poblaciones.

- Simulacidn del espectro de microondas de los diferentes conférmeros.

- Estudio cualitativo de la estructura de los conférmeros mas estables.

11
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4. Fundamento teorico:

4.1 Introduccion:

A principios del siglo XX, los fisicos encontraron que la mecanica clasica no describe correctamente el
comportamiento de particulas tan pequefias como los electrones y los nucleos de los dtomos y de las
moléculas. El comportamiento de estas particulas esta restringido por un conjunto de leyes descritos por la
mecanica cuantica.* *

4.2 Ecuacién de Schrodinger:

Para resolver la ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo en primer lugar hay que establecer cual
es el operador asociado a la energia de la particula, el Hamiltoniano:

A¥(x) =E¥(x) (1)

Donde W(x) corresponde con la funcién de onda que describe el sistema, H es el operador Hamiltoniano yE
los valores propios de energia de un sistema. El Hamiltoniano permite la obtencidn de los valores propios de
la energia de la funcién de onda, viene representado por la siguiente ecuacion:

2

h 2
H=-—V+V@) @

El factor V (x) corresponde con la energia potencial de la particula en el punto x, mientras que el primer
término estd relacionado con la energia cinética de la particula.

4.3 Aproximacion de Born-Oppenheimer:

La ecuacién de Schrodinger no tiene solucidn exacta excepto para sistemas monoelectrénicos (como el
atomo de hidrégeno o molécula ion de hidrégeno) y no es posible obtener la funcién de onda exacta, por lo
gue se han desarrollado métodos para resolver esta ecuacidon de una forma aproximada:

- Métodos ab initio: parten de las leyes fisicas sin utilizar valores experimentales.

- Métodos Semiempiricos: utilizan valores previamente obtenidos experimentalmente para facilitar la
resolucién de la ecuacién y que resultan de utilidad para moléculas de gran tamafio.

El primer paso en el tratamiento mecanocuantico de los sistemas moleculares es la separacién de los
movimientos electrdnicos y nucleares que puede hacerse aplicando la aproximacién de Born-Oppenheimer.

Esta aproximacion estd basada en la gran diferencia de masa entre los nucleos y los electrones. Al ser los
nucleos mucho mas pesados que los electrones se mueven mas lentamente. Esta aproximacién asume que
ambos movimientos estdn desacoplados. En primer lugar, se considera que los electrones se mueven
alrededor de los nucleos como si estos estuviesen fijos. En segundo lugar, se estudia el movimiento de los
nucleos. Se supone que los electrones se reajustan instantdaneamente al cambio de configuracion de los
nucleos. Se trata de una aproximacidon aceptable debido a las diferentes escalas temporales entre los
movimientos electrdnico y nuclear.

La funcion de onda total va a depender de la posicion de los nucleos R y de las coordenadas de los electrones

-

r.
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Av(R,#) = E¥(R,#) (3)

La aproximacién de Born-Oppenheimer consiste en separar variables en la funcién de onda total. La funcién
de onda electrdnica se obtiene a partir del hamiltoniano electrénico. El hamiltoniano es el operador cuyo
observable es |la energia, y por tanto el hamiltoniano total para estos sistemas es la suma de operadores que
incluyen términos cinéticos de los nucleos, cinéticos de los electrones, potencial de repulsién entre
electrones, potencial atractivo entre electrones y nucleos y potenciales de repulsién entre nucleos:

—~

Ay = Tyn(R) + Toe @ + T @ + Vo (B, 7) + Un(R) (4

Que en unidades atdmicas para un sistema de N electrones y M nucleos queda definido de la siguiente
manera:

<

1M
H=- — ——sz
2 i My,

El término de la energia potencial entre electrones y nucleos Ven(R, 1’") impide separar el Hamiltoniano en

)

rz j Tai

i j>i a B

una parte solo dependiente de la posicién de los nucleos y otra solo dependiente de la posicién de los
electrones. La ecuacion de Schrodinger para sistemas de este tipo es dificil de resolver. Los electrones se
mueven en el entorno de un campo electroestatico creado por la posicion de los nucleos en cada instante
(que se tomara como constante), mientras que los nucleos se encuentran en un potencial electroestatico
promedio que es provocado por el movimiento de los electrones.

Recurriendo a la aproximacidn de Born-Oppenheimer se puede abordar este problema. Fijando la posicién
de los nucleos en el espacio, este pardmetro sera una constante en la funcidon de onda electrénica, es decir,

~ -
Ton(R) serd nuloy no contribuirdn a la energia cinética.

Al tomar la posicién entre los nucleos como una distancia fija, el termino de energia potencial entre los
nucleos l/;m(R), tendra un valor constante y su efecto serd cambiar el valor de la energia por una cantidad

constante. El término Ven(R, 77) también se vera afectado, ya que R también es un parametro constante
aunque dependa de la posicidn de los electrones respecto a los nucleos. Se puede especificar solo con la
variable de la posicién de los electrones 7.

Por tanto, los términos que conforman el hamiltoniano electrénico son:
ﬁe = Aee(?) + Ze (F) + ")en(F) (6)

Con este Hamiltoniano, también denominado Hamiltoniano electrénico geométrico, se formula la ecuacion
de Schrodinger electrénica:

ﬁelpe(ﬁ'?) = Ee(ﬁ)lpe(ﬁ'?) (7

Ahora la ecuacién resulta mas facil de resolver y se obtiene la funcién de onday la energia electrdnicas para
la configuracion de los ntcleos.

Representando la energia electrénica obtenida frente a la posicidn de los nucleos, se obtiene la Superficie de

Energia Potencial (SEP), que es el resultado de sumar E (1_2)) vy, (ﬁ)

14



La informacidn que se puede extraer del andlisis detallado de la Superficie de Energia Potencial (SEP) en
relacién con la quimica estructural:

- Informacidn sobre la geometria molecular (prediccién de los espectros de rotacion).
- Informacidn sobre las frecuencias de vibracién moleculares (prediccién de los espectros de

- Estudio de los minimos locales en la SEP, que corresponden con los posibles isdémeros del sistema
molecular.
- Estudio de los estados de transicion.

Analizando la SEP (figura 4) se pueden conocer los siguientes datos:

- Las estructuras de equilibrio correspondientes a los minimos de la SEP. Pueden ser minimos
absolutos o locales.

- La energia de una reaccién se puede calcular a partir de la diferencia de altura entre minimos de
reactivos y productos.

- Maximos o puntos de silla: asociados a configuraciones intermedias o barreras de potencial.

- Las constantes cinéticas se pueden calcular a partir de la altura y perfil de la SEP alrededor del
estado de transicion.

o

Energy (kcalimed)
»~
g 4

AL 4

130 120 ¢, (dogrees)

Figura 4: Ejemplo SEP

4.4 Métodos de célculo:

4.4.1 Mecanica molecular:

La mecdnica molecular se basa en un modelo matematico en el que una molécula constituye una coleccidon
de bolas (que corresponden a los &tomos), las cuales estan unidas entre si por resortes (que corresponden a
los enlaces). Segun este modelo, la energia de la molécula cambia con la geometria ya que los resortes se
resisten a ser estirados o doblados desde su longitud o angulo original, mientras que las bolas se resisten a
estar demasiado juntas (figura 5).
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Figura 5: Ejemplo de molécula estudiada por mecanica molecular. Tomado ref. 14

El objetivo de este método es expresar la energia de la molécula como funcién de su resistencia al
estiramiento y flexién de enlaces y acercamiento de &tomos y usar la ecuacidn de energia para encontrar las
longitudes de enlace, angulos y diedros correspondientes al minimo o diversos minimos de la superficie de
energia potencial posibles. La forma de expresidn de matematica de la energia y los pardmetros constituyen
un campo de fuerza.

Las principales aplicaciones que tiene la mecdnica molecular son: obtener geometrias de entrada razonables
para calculos mas extensos (ab initio, semiempiricos o funcionales de densidad), obtener geometrias
razonables para moléculas de tamafios pequefios, cdlculo de geometria y energias de biomoléculas
(proteinas y acidos nucleicos), generar la funcion de energia potencial bajo la cual se mueven las moléculas
y como guia para conocer la viabilidad o resultado probable de las reacciones en la sintesis organica.*

4.4.2 Método Hartree-Fock (HF):

También conocido como el método del campo autoconsistente. Partiendo de la aproximacién de Born-
Oppenheimer. El hamiltoniano electrénico de una molécula con N electrones y M nucleos se expresa como:

N N N 1
H:Zl:ﬁ(iH;;;j (8)

Donde h(i) corresponde con el hamiltoniano monoelectrénico correspondiente al electrén i, que contiene
la energia cinética del electrén y la energia potencial de atraccidon de todos los nucleos de la molécula.

M
- 1 Z
R(D) = -5 V2(0) - E — (9
2 Tqi
a=1
Para resolver la ecuacién de Schrédinger electrénica y obtener el conjunto de las funciones de onda cada una

con su energia hay que seguir los siguientes pasos:

1) Elegir funciones de base iniciales, realizando una combinacién lineal de estas funciones para
obtener una funcién de onda total que se introduce en la ecuacion de Schrodinger. Con las funciones
de onda de prueba se forma el determinante de Slater.

2) Definir operadores mecanocuanticos, operadores de Fock. Aparecen al aplicar el
Hamiltoniano a la funcidn de prueba. Con estos operadores se obtiene la energia del sistema.
3) Minimizar energia. La aplicacién del método variacional conduce a minimizar la energia del

sistema con respecto de la funcién de prueba. De esta manera se obtienen las ecuaciones de Fock,

gue se resolveran para obtener una nueva funcién de onda que tendrd otra energia asociada.
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4) Construir sistema de ecuaciones de Fock a partir de la segunda funcién de onda obtenida y
se resuelve, se obtendra una nueva funcién de onda con otra energia asociada. Esto se repite hasta
cumplir la condicién de convergencia, se dice que ha alcanzado la autoconsistencia o autocoherencia.
Se asume el valor obtenido como resultado obteniendo una energia y una funcién de onda.

Una de las ventajas de este método es que rompe con la ecuacidn de Schrodinger multielectrénica para
obtener varias ecuaciones simples monoelectrénicas. Cada ecuacidn electrénica se resuelve para dar una
Unica funcién de onda del electrén, denominada orbital, y una Unica energia, denominada energia orbital. El
orbital describe el comportamiento de un electréon en un campo neto de todos los electrones.

La segunda aproximaciéon en los calculos HF es debida a que la funcidon de onda se describe segun unas
funciones matematicas, las cuales solo son conocidas para algunos sistemas monoelectrénicos. Las funciones
normalmente utilizadas son las combinaciones lineales de orbitales tipo Gaussian (GTO). La funcién de onda
se obtiene de combinaciones lineales de orbitales atdmicos. Es por esta razon que la mayoria de los calculos
HF dan energias mayores que el limite HF.

Las funciones gaussianas se multiplican por una funcién angular para obtener la simetria del orbital.

Los orbitales moleculares se describen como una expansién lineal de una base de funciones analiticas, las
funciones base. Estas funciones base se desarrollan y optimizan para atomos individuales, las funciones bases
de las moléculas comprenden las funciones bases de los &tomos que las constituyen.®

Las funciones de bases GTO (Gaussian-Type Orbitals) son las mas comunes para el calculo de moléculas
poliatdmicas, numerosos programas han desarrollado estas bases.

La mayor parte de los métodos mecanocuanticos moleculares comienzan con el cdlculo de las funciones de
base que se utilizan para expresar los orbitales moleculares. El uso de una base adecuada es esencial para el
éxito del cdlculo.

En el caso de las moléculas diatdomicas, las funciones de base se toman como orbitales atdmicos, algunos
centrados sobre el &tomo y los demas centrados sobre otros 4tomos, cada OM se representa como una
combinacion lineal de uno o mas orbitales tipo Slater (STO). Para moléculas poliatémicas se usan los STO
centrados en cada uno de los 4tomos, la presencia de mas de dos atomos dificulta la evaluacién de las
integrales necesarias.’

Los orbitales de Slater vienen definidos por!?:

Gty = Ner""e=TY™  (10)
Donde T es un parametro que se determina variacionalmente y N; es la constante de normalizacién. Un orbital
Slater difiere en un orbital hidrogenoide en que el termino polindmico en r es reemplazado por una potencia
de r pero manteniendo el término exponencial. En el caso del orbital 1s del &tomo de hidrégeno, el orbital
de Slater con =1 coincide con el orbital hidrogenoide, lo mismo ocurre para los orbitales 2p y 3d. los orbitales
de Slater no son ortogonales y las integrales bielectrdnicas son de dificil solucidn, por lo que su uso es muy
limitado.

Por otro lado, estan los orbitales gaussianos GTO, que vienen definidos por:
¢GTO — arn—le—arz Ylmz (11)

nlm;
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a es un parametro variacional y Nq es la constante de normalizacién. El orbital gaussiano difiere de un orbital
de Slater en la forma de la funcién exponencial, por lo que se aleja mas de un orbital hidrogenoide, sin
embargo, coincide que tampoco son ortogonales. Una ventaja que implica la utilizacién de orbitales
gaussianos es que la resolucion de las integrales bielectrénicas es mas sencilla.

A diferencia de los orbitales STO, el orbital gaussiano 1s para el atomo de hidrégeno no coincide con el
hidrogenoide, una funcidn gaussiana da una representacién muy pobre del orbital atémico, para resolver
este problema se utilizan los orbitales gaussianos contraidos, que se expresan como combinacién lineal de
funciones gaussianas con distintos exponentes, denominadas funciones primitivas. Los coeficientes de la
combinacion lineal se determinan para cdlculos atémicos y se mantienen fijos para calculos moleculares, es
decir, no se trata de parametros variacionales, de esta manera se obtiene una funcién lo mas similar posible
al orbital de Slater y, cuantas mas funciones participen en la contraccidn mejor sera el resultado. El uso de
orbitales gaussianos contraidos implica mayor nimero de integrales, sin embargo, el cdlculo de estas es
mucho mas rapido.

-6-31G (d, p): Se trata de una base desarrollada por Pople. En la base 6-31G usa seis funciones GTO primitivas,
la parte interna esta descrita como una combinacién de 3 GTO primitivas y la parte mds externa es una GTO,
nuestra base afiade una serie de tres funciones de polarizacién gaussianas de tipo p para cada dtomo de
hidrogeno y de helio

-6-311++G (d, p): en esta base se introducen funciones de polarizacion (orbitales tipo d para atomos
diferentes de hidrogeno y tipo p para dtomos de hidrogeno) y funciones difusas (orbitales GTO tipo sy p para
atomos de las dos primeras filas de la tabla periddica).”

Los signos ++ indican que la base incluye funciones difusas en todos los 4tomos. Se denominan de esta
manera ya que se extienden a regiones mds alejadas de los ntcleos que las funciones estdndar, son funciones
de gran importancia a la hora de evaluar interacciones como los puentes de hidrogeno. La nomenclatura (d,
p), por otro lado, indica que la base de calculo incluye funciones de polarizacién, que son de gran importancia
a la hora de trabajar con sistemas que tienen enlaces polares.®

Posteriormente, los orbitales se combinan en un determinante, esto se hace por dos razones: en primer
lugar, es que los electrones deben ser indistinguibles, y, en segundo lugar, es que la funcién de onda para
fermiones debe ser antisimétrica respecto al intercambio de dos particulas. Si electréon 1y 2 se intercambian,
el signo de la funcidn de onda cambia, esto se puede satisfacer mediante un determinante ya que el
intercambio de dos electrones equivale al intercambio de dos columnas en el determinante, lo que hace que
cambie el signo.

Los pasos en un calculo HF comienzan con el conocimiento de los coeficientes de los orbitales, para ello es
necesario un método semiempirico. La funcién se utiliza para calcular la energia y un nuevo set de
coeficientes de orbitales y asi sucesivamente. Este procedimiento continla hasta que las energias y los
coeficientes obtenidos se mantienen constantes de una interaccidn a la siguiente, en este caso se dice que
el calculo converge. Este procedimiento se denomina método del campo autoconsistente, que es como
también se denomina al método HF.

Una variacion del método HF es como se construyen los orbitales para reflejar si los electrones se encuentran
apareados o desapareados. Si la molécula tiene spin singlete, la misma funcidn orbital espacial puede ser
utilizada para los spines electrénicos a y B de cada par. A esto se le denomina método HF restringido (RHF).
Existen dos maneras de construir las funciones de onda HF para moléculas con electrones desapareados.
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1) Usar dos funciones orbitales independientes para los electrones a y B. Se trata de la funcién
de onda del método HF no restringido (URHF). Esto significa que los pares de electrones no tienen la
misma distribucidn espacial. Este calculo es muy utilizado ya que es facil de implementar.

2) Otra manera de construir las funciones de onda para moléculas de capa abierta es el método
HF restringido de capa abierta (ROHF), mediante este método, los electrones apareados comparten
el mismo orbital espacial. Esta técnica es mads dificil de implementar y necesita mas tiempo de
ejecucion.

Una de las limitaciones del método HF es que no incluye correlacion electrdnica, es decir, tiene en cuenta la
repulsién electrénica pero no es explicita. Segun esta teoria, la probabilidad de encontrar un electrén
alrededor del atomo esta determinada por la distancia al nucleo, pero no por la distancia a otros electrones.
Para corregirlo primero se realiza un calculo HF y después se afiaden correlaciones. Alguno de estos métodos
son la teoria de la perturbacion de Mgller-Plesset, interaccidn de configuracién, Coupled-Cluster...

Esta correlacion es importante ya que mejora la precision de las energias y estructuras obtenidas.

- Métodos Post Hartree-Fock:
1) Teoria de la perturbacién Mgller-Plesset®>:

No se trata de un cdlculo variacional, por tanto, no existe la garantia de que las energias obtenidas mediante
este método sean superiores al valor exacto, como ocurre con los métodos variacionales. Estos métodos
tienen menor coste computacional, por lo que son muy utilizados. Una de las limitaciones mas importantes
gue presentan los métodos perturbacionales es que para obtener resultados fiables, la funcién de orden cero
debe ser una buena aproximacion de la funcidn real, la perturbacion debe ser pequefia.

El método de Mgller-Plesset (MP) expresa el Hamiltoniano de orden cero como una suma de operadores de
Fock monoelectrdénicos, y las funciones de orden cero son los determinantes de Slater construidos a partir
de los orbitales moleculares de Hartree-Fock. La perturbacion, H es la diferencia entre el hamiltoniano
verdadero y el hamiltoniano de orden cero, por tanto, corresponde a la diferencia entre la verdadera
repulsion interelectrénica y el potencial interelectrénico de Hartree-Fock. Con esta participacion del
Hamiltoniano, la energia corregida hasta primer orden corresponde con la energia de HF, por lo que no se
introduce la correlacion electrénica hasta la correccidon de segundo orden. Se utiliza la notacion MPn para
expresar la energia Mgller-Plesset corregida hasta orden n: MPO, MP1, MP2...

2) Interaccién de configuracion®®:

Una funcién de onda de interaccion de configuracién (Cl) es una funcién de onda de multiples determinantes,
se construyen mediante la funcién de onda de HF y afiadiendo nuevos determinantes al promocionar
electrones desde los orbitales ocupados a los vacios. Estos calculos pueden ser muy precisos, pero el coste
computacional es muy grande. Los calculos de interaccidon de configuracion se clasifican en funcion del
numero de excitaciones para hacer el determinante. La interaccion de configuracion con todas las posibles
excitaciones se denomina full Cl, aunque no se suele utilizar ya que requiere mucho coste computacional.

3) Método Coupled-Cluster!®:

En este método, la funcion de onda es una combinacion lineal de muchos determinantes, similar alos calculos
de interaccién de configuracion. Estos calculos dan energias variacionales segln se van incluyendo sucesivas
excitaciones. La ventaja de utilizar célculos Coupled-Cluster (CC) es que es un método de extenso tamafo y
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sus resultados son precisos que los calculos de interaccidn de configuracién. Cuando se han incluido todas
las configuraciones, este calculo equivale a full Cl.

4.4.3 Métodos Semiempiricos:

El método Hartree-Fock constituye un método ab initio!2. Los métodos semiempiricos se han desarrollado
con el objetivo de poder estudiar sistemas de interés quimico con un coste computacional menor que el que
los métodos ab initio. La mayoria de los métodos semiempiricos se basan en un conjunto de aproximaciones
comunes. En primer lugar, solo se consideran los electrones de valencia, mientras que los electrones internos
de cada atomo se integran dentro del core con el nucleo. Los orbitales atdmicos de valencia se representan
mediante una base minima de orbitales de Slater.

Para corregir los errores producidos al omitir parte del cdlculo, es necesario una parametrizacién. Estos
parametros se obtienen de comparar los resultados con los datos experimentales o con los cdlculos ab initio,
sustituyendo algunas de las integrales excluidas.?”

La aproximacion mas drastica que ocurre se denomina aproximacion de recubrimiento diferencial nulo, ZDO
(Zero Differencial Overlap), la cual hace considerar que el recubrimiento diferencial entre dos funciones
atémicas es igual a cero. La primera consecuencia de esta aproximacién es que la matriz de recubrimiento se
reduce a la matriz unidad, lo que provoca que muchas integrales monoelectrénicas y la mayoria de las
bielectrdnicas se anulan. Las integrales restantes se igualan a los pardmetros obtenidos mediante ajustes por
minimos cuadrados.

Los métodos semiempiricos se diferencian en dos aspectos fundamentales: en primer lugar, la extensidn de
la aproximacién ZDO, que puede hacerse siempre o cuando las dos funciones atdmicas estan centradas en
atomos distintos. La segunda diferencia se encuentra en el criterio con el que se hace la parametrizacion. En
los primeros métodos desarrollados por Pople, el criterio consiste en reproducir los resultados obtenidos con
HF con una base minima, mientras que los métodos desarrollados por Dewar consisten en reproducir los
datos experimentales.

Los métodos semiempiricos permiten el estudio de sistemas grandes cuando la potencia de los ordenadores
no permite estudiarlos mediante métodos ab initio, aunque no resultan del todo fiables debido al nimero
de parametros ajustables que implican. Actualmente su uso es necesario para sistemas muy grandes como
biomoléculas.

4.4.4 Teoria Funcional de la Densidad (DFT):

Es una de las técnicas mas utilizadas para el célculo de la estructura molecular debido a que demanda menos
esfuerzo computacional, menor tiempo de ordenador y mayor coincidencia con los resultados
experimentales que se obtienen mediante los procedimientos HF.

Mediante esta teoria se puede determinar la energia de la molécula mediante la densidad electrdnica en
lugar de la funcién de onda, la aplicacidn practica de esta teoria fue desarrollada por Kohn y Sham®?, que la
formularon como un método de estructura similar a HF.

Para el estado fundamental, la energia (E) depende de la densidad electrdnica (p) y se puede calcular como
un funcional de la densidad de electrones:

E(p) = T(p) + Een (P) + Eee(p) (12)

Donde T (p) representa la energia cinética del sistema, Een (p) corresponde con la energia de interaccion entre
los electrones y nucleos (atractiva), y Eee (p) es la energia de interaccién entre los electrones (positiva).
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La densidad electrdnica se expresa como una combinacién lineal de funciones base de una manera similar
que los orbitales HF. Se obtiene un determinante de estas funciones, que se denominan orbitales Kohn-Sham.
La densidad electrdnica obtenida de este determinante es la utilizada para calcular la energia.

N
paprox® = ) '@ (13)

Se realiza una aproximacion a la energia cinética real, que asume que los electrones no tienen interacciones:

xi) (14)

N
1
Taprox () = ) (xi |-5 7
i

Se define la energia del sistema con la siguiente expresién, que incluye la energia cinética mas unos términos
para la correlacién entre electrones:

E(,D) = Taprox(p) + Een(p) +](p) + Exc(p) (15)

Donde J(p) es la energia de interaccién de Coulomb entre electrones y Ex(p) es el termino de correlacion e
intercambio. Este término se puede separar en dos contribuciones, en primer lugar, la energia de correlacion
cinética y en segundo lugar, la energia de intercambio y la energia potencial de correlacidn:

Eyc(p) = (T(p) — Taprox (p)) + (Eee (p) _](p)) (16)

Este procedimiento es necesario ya que los sistemas de Fermiones solo pueden tener densidades electrdnicas
gue provengan de funciones de onda antisimétricas. Los orbitales Kohn-Sham describen el comportamiento
de los electrones en la molécula como lo hacen otros orbitales. Los valores propios de los orbitales DFT no
coinciden con las energias obtenidas en los experimentos de espectroscopia fotoelectrénica como lo hacen
los orbitales HF, por lo que es necesario conocer como interpretar las diferencias.

Un funcional de densidad se utiliza para obtener la energia mediante la densidad electrdnica. Un funcional
es una funcidén de una funcion, en este caso, de la densidad electrénica. El funcional de densidad no es
conocido, existe una lista de diferentes funcionales que se han desarrollado de la mecdnica cudntica y otros
gue se han desarrollado para parametrizar funciones para reproducir los valores experimentales lo mejor
posible.

La ventaja principal de usar la densidad electrénica es que las integrales de Coulomb de repulsién solo se
necesitan hacer sobre la densidad electrénica, lo que constituye una funcién tridimensional, ademas, se
incluyen algunas correlaciones electrdnicas. El resultado es mds rapido que los calculos HF y mas preciso
también. Los mejores funcionales DFT dan resultados con una precisién muy similar a MP2.

Los calculos DFT utilizan funciones base, lo que cuestiona si debieran ser usadas las funciones base
optimizadas con DFT o con HF. La mayoria de los calculos DFT se realizan con funciones base GTO optimizadas
con el método Hartree-Fock. La precisién de los cdlculos DFT puede variar dependiendo de la funcion base
elegida y del funcional de densidad.

Se han desarrollado multitud de funcionales para el término de correlacion como para el término de
intercambio, en principio, cualquier funcional de correlacién se puede combinar con cualquier funcional de
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intercambio, dando multitud de métodos disponibles. Los funcionales estan desarrollados en funcién de
distintas aproximaciones para obtener una férmula final para el término de correlacion de intercambio.

- Aproximacion de densidad local (LDA): en esta aproximacién la densidad electrénica es
tratada como si fuera un gas uniforme de electrones en el entorno molecular. La energia de
intercambio viene dada por:

1

B) =~ () [ serar a7

Dentro de esta aproximacién hay un caso particular que consiste en despreciar la contribucion de la

PA(p). No siempre es necesaria esta aproximacion ya que

energia de correlacion, y por tanto Ex(p)=Ex
se han desarrollado expresiones para la energia de correlacién que se pueden combinar con la
energia de intercambio, obteniendo funcionales que permiten resolver el sistema de ecuaciones de

Kohn-Sham.

- Aproximacion de gradiente generalizado (GGA): un gas uniforme de electrones no resulta
una buena aproximacién para los sistemas moleculares. Mediante esta aproximacion se incorporan
a las expresiones de la energia de intercambio y de correlacién una dependencia con la densidad
electrdnica (p) y también con el médulo del gradiente de la densidad electrénica (| V(p) |.

- Funcionales hibridos: los funcionales hibridos son aquellos en los que la funcién de la energia
de intercambio incorpora la energia de intercambio del método HF. Se combinan con funcionales de
correlacién de otro tipo para dar lugar a métodos capaces de predecir bien las propiedades
moleculares, pero con un bajo coste computacional.

El funcional mds utilizado es B3LYP (Becke Three Parameter Hybrid Functional), se trata de un funcional
hibrido y es debido a la precisidon obtenida para multitud de compuestos, en especial moléculas orgdnicas.

|15

En este trabajo se ha utilizado también este funcional*. Todos los calculos B3LYP en este trabajo incluyen la

correccion empirica de la dispersion de Grimme D3%°,

4.5 Métodos de Busqueda de Conformeros: CREST:

Durante afios, los métodos computacionales han sido una herramienta valiosa en muchos campos de la
guimica. La gran popularidad de la quimica computacional se puede observar en muchos avances en métodos
de la teoria funcional de la densidad, la cual nos da estructuras en fase gas o condensada, ademas de energias
para cientos de atomos, sin embargo, para aplicaciones interesantes como bioquimica o quimica
supramolecular, se sigue requiriendo de un gran coste. Otra de las aplicaciones mas importantes es generar
una serie de estructuras de baja energia asociados a los conférmeros. El conocer las distintas conformaciones
de una molécula es importante para conocer las propiedades. Existen multitud de generadores de
conférmeros que utilizan diferentes algoritmos, uno de los tipos de generadores de conférmeros se basan
en algoritmos conocidos que tratan de reproducir estructuras desde datos estructurales (que suele provenir
de estructuras cristalinas). También se pueden generar a partir de calculos mecanocudnticos, que no
necesitan reglas especiales y obtienen la estructura de la molécula mediante el andlisis de la superficie de
energia potencial.

El programa CREST'® (Conformer-Rotamer Ensemble Sampling Tool), emplea un nuevo esquema para generar
los diferentes conférmeros basado en muestras a un nivel semiempirico. Aunque no puede competir con
otros procedimientos de la quimica computacional en términos de tiempo de calculo, tiene la ventaja de dar
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energias conformacionales razonables para cualquier especie quimica. La aplicacion mas importante de
CREST es la generacién de conférmeros con el algoritmo iMTD-GC, aunque también tiene otras aplicaciones
como conocer los agregados con enlaces no covalentes y conocer los diferentes sitios de protonacién.

4.5.1 Identificacion de conférmeros:

Los estereoisémeros de una molécula que solo difieren en su conformacidén y tienen la misma topologia
covalente se denominan conféormeros y se pueden caracterizar como minimos diferentes de la energia
potencial. Mediante la rotacién alrededor de los enlaces covalentes que intercambian nucleos
pertenecientes al mismo grupo de nucleidos se obtienen los rotdmeros, estos tienen el minimo de energia
potencial degenerado y son indistinguibles por cualquier observable mecanocudntico calculado en cada
minimo.

Para el calculo de las propiedades es necesario incluir diferentes conformaciones moleculares promediando
las propiedades individuales de Boltzmann obtenidas para cada uno de los constituyentes del conjunto, estos
conjuntos promedios son relevantes para resonancia magnética nuclear (RMN) o para obtener los valores
del pKa.

Para evitar duplicados, lo que implica promedios incorrectos de Boltzmann y falsas propiedades de las
moléculas, es preciso diferenciar estructuras idénticas, conférmeros y rotameros. Esta distincion es posible
ya que se basa en las estructuras tridimensionales y en las energias de los isdGmeros. La energia se emplea
como criterio, ya que cada uno de los conférmeros se caracteriza por su minimo en la superficie de energia
potencial. Aun asi, los pardmetros estructurales no incluyen ninguna informacién sobre si la estructura es la
geometria de equilibrio o se trata de un intermedio de alta energia. La informacién estructural debe
combinarse con las energias para la correcta identificacidn de las diferentes conformaciones.

El enfoque practico para identificar las conformaciones verdaderas de baja energia es comparar con las
medidas experimentales. Las estructuras cristalinas determinadas mediante rayos X es la manera mds comun
de determinar las estructuras, sin embargo, comparan las estructuras obtenidas con CREST con las cristalinas
resulta un gran problema debido a que las conformaciones en solido difieren bastante de las estructuras en
fase gaseosa o en disolucion debido al empaquetamiento. Ademas, las estructuras solidas presentan uno o
dos conférmeros. Otras técnicas experimentales para la determinacion de estructuras son RMN,
espectroscopia de microondas, etc. Las condiciones experimentales pueden influir en la conformacion de las
moléculas, por eso los calculos tedricos resultan una alternativa valida para obtener las conformaciones en
un entorno ideal.

4.5.2 Algoritmo:

Generar los conférmeros mediante rotacion alrededor de dngulos diedros no es practico para moléculas de
gran tamafio, ademds requiere definir unas coordenadas conformacionales, para solventar este problema se
proponen simulaciones meta-dinamicas (MTD) que se pueden utilizar para generar los conférmeros en fase
gas. La expresion de la energia para las fuerzas atdmicas viene expresada por un potencial Gaussiano:

n
V= Z k; exp (—aiA?) (18)
i
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Donde n es el nimero de estructuras de referencia, ki es la fuerza de empuje y el pardmetro A determina la
forma del potencial. Desde esta expresidn energética se derivan fuerzas atdmicas que entran como fuerzas
adicionales en las simulaciones MDT.

Las conformaciones se generan a nivel GFNn-xTB (Geometries, Frequencies and Noncovalent interactions-
extended Tight-Binding) dentro de iMTD-GC. Para la generacion de conférmeros a un nivel semiempirico hay
dos preguntas que resolver: la primera, como de fiables son las conformaciones obtenidas comparadas con
los métodos tedricos de alto nivel como la teoria funcional de la densidad. Y en segundo lugar, si se pueden
observar de manera experimental los conférmeros de baja energia obtenidos con los métodos de bajo coste.

Para la primera pregunta, existe mucha literatura que demuestra que los métodos semiempiricos reproducen
bastante bien los resultados de otros métodos tedricos.

El calculo de energias conformacionales precisas con un nivel semiempirico es complicado ya que las
pequefias diferencias de energia deben ser descritas de manera muy exacta

Con un nivel DFT, la superficie de energia potencial parece tener una forma mas consistente, aun asi, los
métodos semiempiricos dan resultados suficientemente buenos con un tiempo computacional mdas corto.
Estudios han demostrado que los métodos GFNn-xTB resultan ser los mejores métodos semiempiricos para
la obtencidn de energias conformacionales y geometrias.*®
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5 Resultados:

5.1 Procedimiento:
En primer lugar, se realizd una busqueda conformacional de la molécula de astragalina, obteniendo un total
de 137 conférmeros. Esta busqueda se realizé con el programa CREST que se ha descrito con anterioridad.

A continuacién, se procedid a realizar cdlculos de optimizacién de la geometria de los 55 primeros
conféormeros a nivel B3LYP-D3/6-31G (d, p). Para cada conférmero se tabula su energia en Hartree, las
constantes de rotacion en MHz y las componentes del momento dipolar en Debyes. Se expresa la energia
relativa respecto a la del conférmero mas estable en cm™. Segln se iban obteniendo las optimizaciones de
los conférmeros, se observaba que la energia aumentaba, se supuso que se habian obtenido todos los
conférmeros mds abundantes, al ser los de menor energia y por esta razén solo se optimizaron 55. Al realizar
la optimizacién, algunas estructuras resultaron ser las mismas, por lo que se eliminaron los duplicados,
guedando con 46 conférmeros.

Se realizé otra optimizacion a nivel B3LYP-D3/6-311++G (d, p), al utilizar una base mas grande, el coste
computacional es mayor y los calculos son mas lentos, se optimizaron los primeros 30 conférmeros, y al igual
gue con la otra base se eliminaron los duplicados y se tabularon las energias, constantes de rotacién y
momentos dipolares.

Una vez obtenidos los resultados con ambas bases se ordenaron en orden creciente de energia y se
compararon los resultados obtenidos con ambas bases. Se observé que se cumplia el mismo orden en energia
de los diferentes conférmeros.

Con los resultados obtenidos con la base mas grande se procedio a clasificar estos conféormeros en funcion
de la molécula de kaempferol y de la glucosa como se ha mencionado con anterioridad.

Se hizo un célculo de frecuencias de los conférmeros con energias por debajo de 1000 cm™ para comprobar
gue todas las frecuencias fueran positivas y afirmar que se trata de minimos de la superficie de energia
potencial. También se tabularon las energias del punto cero y la energia libre de Gibbs para conocer las
poblaciones de los distintos conférmeros. Una vez conocidas las poblaciones de los conférmeros se realiza
una simulacidn del espectro de microondas de los conférmeros con mayor poblacidn.

Todos los cdlculos realizados para las optimizaciones, obtencidn de energias, constantes de rotacion,
momentos dipolares y frecuencias se han realizado con Gaussian®.

5.2 RESULTADOS:

En primer lugar, se realizd la optimizacion con las dos bases y se comprobd que los conféormeros seguian la
misma tendencia en estabilidad.

En la siguiente tabla se muestra una clasificacion de los conférmeros como se ha mencionado anteriormente,
también se muestra la energia obtenida para cada uno de los conférmeros con las dos bases utilizadas, en
primer lugar, con la base 6-31G (d, p) y después con la base 6-311++G (d, p).

- Clasificacion:

Debido a la variedad conformacional que puede presentar la molécula de astragalina se debe explicar la
clasificacién obtenida en funcién de la molécula de kaempferol y en funcién de la glucosa.
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Mediante calculos tedricos DFT se ha determinado que la molécula de kaempferol tiene dos posibles
conformaciones en estado gas®! (figura 6):

X~ >
B
e AT &

KAE C1 KAE C2

Figura 6: Posibles conformaciones del kaempferol. Tomado de ref. 20

Las diferencias entre las dos posibles conformaciones del kaempferol son minimas y son debidas al dngulo
diedro entre los anillos C y B y la orientacién del hidrogeno del grupo hidroxilo del anillo C. Por tanto, una
primera clasificacion de los conférmeros obtenidos sera en funcidon de la molécula de kaempferol y se
distinguiran dos tipos, C1 y C2 segun la orientacidn del hidrégeno.

En segundo lugar, se clasificardn las moléculas en funcién de la B-D-glucosa® (figura 7), para ello se ha
utilizado la siguiente notacion para distinguir los diferentes conférmeros en funcién del grupo metdxido.

Hy

-
o
|
=
Gy 2, g

HO-— % .-"—Ez,\__-l-:'..\‘,_-h.-'"l:l'mH

-]

Figura 7: B-D-glucosa. Tomado de ref. 21

El simbolo en letras mayusculas G+, G- o T describe el dngulo de torsién de Og-Cs-Cs-Os si su valor es 609, -
602 o 1802 respectivamente. A continuacion, aparecen los simbolos g+, g- 0 t, que describen de la misma
manera un angulo de torsién, en este caso de los dtomos He-06-Cs-Cs. Seguido de una barra aparecen los
simbolos cl o cc que describen la disposicidn en sentido de las agujas del reloj o en sentido contrario de las
agujas del reloj respectivamente de la red de enlaces de hidrégeno intramoleculares (figura 8). Por ultimo,
se ha hallado el angulo KAE-0;-C;-C;, denominado a, que se clasificard con los mismos simbolos que los

demas angulos
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G-g+/cclt

O‘H...O:’H...OzH...O1H...O5

O H"-O,

G+g-/cclt

O,H:*O;H--O,H---O,H---O,
OgH--O,

Figura 8: tomado de ref. 21

Tg+/cclt

OSH...O.H...O:‘H...OZH...<31H...O5

Por otro lado, se han clasificado las moléculas que tienen la glucosa en conformacion bote.

En el caso de la B-glucosa, todas las conformaciones estan estabilizadas por una red cooperativa de enlaces
de hidrégeno intramoleculares que constituyen el factor principal de estabilidad. 2

En la tabla 1 se tabulan los conférmeros que han aparecido con la conformacién C1 del kaempferol y las
diferentes conformaciones de la B-glucosa que se encuentran unidas a él, todas ellas en conformacion de

silla.

Tabla 1: Conférmeros KAE C1. Equivalencia 1 cm™=83.593 kJ/mol.

CONF E/cm? E/cm? KAE/GLUCOSA/a IMAGEN
6-31G (d, p) | 6-311++G (d, p)
Cc1 0.0 0.0 C1/G+g-/cc/g-
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) 199.17 266.31 C1/G-g+/cc/g-
c3 295.26 275.53 C1/G+g-/cc/t
ca 545.77 523.47 C1/G-g+/cc/t
5 612.55 691.56 C1/Tg+/cc/g-
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ceé 878.49 938.85 C1/Tg+/cc/t
Cc7 1084.25 1096.89 C1/Tg+/cc/t
Cc8 1278.31 1153.60 C1/G-g-/cc/g-
c9 1203.51 1324.55 C1/G+g+/cc/t
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C10

1336.05

1385.37

C1/G+g+/cc/g-

C11

1251.51

2331.63

C1/G+g-/cc/g+

En la tabla 2 aparecen todos los conféormeros de la astragalina que poseen el kaempferol tipo C2, del mismo

modo se ha tabulado el dngulo diedro entre la molécula de kaempferol y la B-glucosa:

Tabla 2: Conférmeros KAE C2. Equivalencia 1 cm™=83.593 kJ/mol.

CONF E/cm? E/cm? KAE/GLUCOSA/a IMAGEN
6-31G (d, p) | 6-311++G (d, p)
c12 27.96 50.11 C2/G+g-/cc/g-
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c13 130.74 192.41 C2/G-g+/cc/g-
c14 432.23 362.95 C2/G+g-/cc/t
c15 655.40 721.87 C2/Tg+/cc/g-
Cc16 800.69 781.75 C2/G-g+/cc/t
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C17 990.20 1029.75 C2/Tg+/cc/t
C18 1228.51 1089.78 C2/G-g-/cc/g-
C19 1210.86 1213.30 C2/Tg+/cc/t
C20 1282.41 1319.33 C2/G-g+/cc/t
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C21

1676.60

1502.26

C2/G+g+/cc/g-

Por ultimo, en la tabla 3 se muestran los conférmeros de la astragalina tienen la B-glucosa en conformacion
diferente a silla, se han clasificado en funcion de la molécula de kaempferol y se han tabulado los siguientes
diedros: KAE-O-C1-C2 (B), 06-C6-C5-05 (y) y H6-06-C6-C5 (6) usando la misma nomenclatura que en los

anteriores casos.

Tabla 3: Conférmeros con glucosa en conformacion diferente a silla. Equivalencia 1 cm-1=83.593 kJ/mol

CONF ENERGIA/ ENERGIA/ cm™ KAE/B/v/6 IMAGEN
cm?
6-311++G (d, p)
6-31G (d, p)
C22 2258.28 2249.11 C1/t/g+/g-
C23 1628.08 2850.01 C1/t/g-/g-
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C24 2740.32 2975.46 Cl/g+/g+/g-
C25 2630.71 3059.02 Cl/g+/t/g+
C26 878.49 3077.12 C1/t/t/g-

Cc27 3527.88 3534.44 Cl/g+/t/g+
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C28 - 1825.46 C2/t/g-/g+

C29 2376.32 2351.67 C2/t/g+/g-

C30 990.20 3286.57 C2/t/t/g+

5.3 Simulacion del espectro de microondas:

Una vez obtenidas las energias y haber clasificado los conféormeros se calculan las poblaciones relativas de
cada uno. La poblacién de equilibrio de un conférmero relativo al conférmero mas estable viene dada por la
siguiente expresion:

N; = e78¢/kT(19)

Siendo AG el cambio en energia de Gibbs respecto al conférmero mas estable que se ha obtenido al hacer el
calculo de las frecuencias, k la constante de Boltzmann y T la temperatura, en este caso 298 K. se han
calculado las poblaciones de todos los conférmeros con energias menores de 1000 cm™. En la siguiente tabla
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se muestran los resultados, son energias relativas en funcién de la mas estable, también se muestra la

poblacidn relativa:

Tabla 4: Conformeros mas estables y sus poblaciones relativas respecto a C14. Equivalencia 1 cm-1=83.593 kJ/mol

CONFORMEROS | AE/cm-1 | AEPZ/cm-1| AG/cm-1 |POBLACION
C14 4,34 0,00 0,00 1,00
C1 0,00 -220,13 68,70 0,72
C12 0,599 -187,87 92,18 0,64
C3 275,53 -25,90 96,35 0,63
C4 523,47 169,87 159,34 0,46
C13 2,3 -37,09 246,47 0,30
C2 266,31 21,95 285,10 0,25
C16 9,35 396,59 353,35 0,18
Cé6 938,85 623,53 508,30 0,09
C5 691,56 467,92 613,43 0,05
C15 8,63 491,18 651,18 0,04

Para realizar la simulacidn del espectro de microondas se ha utilizado el programa Pgopher. Los parametros
gue son necesarios para predecir el espectro de microondas son: las constantes de rotacién y los valores de
las componentes del momento dipolar eléctrico.

Este programa simula el espectro de chorro supersénico a una temperatura de 1K, ya que mediante este tipo
de espectroscopia se estudian las transiciones entre niveles de energia de rotacion molecular de moléculas
expandidas adiabaticamente en una cdmara de vacio. Utilizando la aproximacion isentrdpica se describen
las propiedades y estructura del chorro supersénico.

El chorro supersénico no representa una situacion de equilibrio termodinamico, ya que para ello es necesario
una alta frecuencia de colisiones, cuando se produce la expansion supersoénica la frecuencia de colisiones es
muy baja, lo que hace que las condiciones de equilibrio termodinamico no se den y no se puede definir una
Unica temperatura. Las distintas actividades moleculares son independientes y tienen temperaturas
caracteristicas diferentes. Se puede demostrar que para cada grado de libertad de rotacién y vibracion existe
un equilibrio local.

En el equilibrio previo a la expansién las moléculas se distribuyen en los diferentes niveles de energia de
vibraciones asociados a cada foso de potencial, de modo que la poblacidn relativa de cada conférmero puede
calcularse usando la energia de Gibbs. Las colisiones en la primera etapa de la expansion supersénica
producen un enfriamiento que lleva las moléculas que pueblan los distintos estados excitados de vibracion
al estado de menor energia en cada foso de potencial. De esta forma, la poblacién de los diferentes
conférmeros en equilibrio puede relacionarse con la intensidad del espectro de rotacidon observado para cada
conférmero que corresponde al estado de vibracion de menor energia.

El ambiente de baja temperatura que se obtiene de la expansion supersonica es el medio ideal para aislar los
conférmeros mas estables de una molécula para que después sean irradiados por radiacién de microondas?*,
ya que la temperatura de rotacién alcanza valores cercanos a 1-2 K, permitiendo la poblacién de la mayoria
de los estados de rotacidon mas bajos. La transformada de Fourier del perfil de la radiacién emitida por las
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moléculas como respuesta a los pulsos de radiacién microondas genera el espectro de rotacién con buena
resolucién y sensibilidad. Ademas, para moléculas en las que puedan existir diferentes conférmeros, este
enfriamiento congela cada conformacién por separado, impidiendo la conversién entre las diferentes
estructuras, lo que supone una ventaja para conocer todos los conférmeros de una molécula ya que a
temperatura ambiente son indistinguibles en la mayoria de los casos?.

La regla de seleccion general para la observacién del espectro de rotacidn es que la molécula tenga momento
dipolar eléctrico permanente, es decir, debe ser polar.

Se presentan los espectros de microondas obtenidos para los conféormeros de mayor poblacion (ver anexo).
De los conféormeros 12, 1y 2 no se ha hecho el espectro puesto que presentan poblaciones muy pequefias.

Se representa un espectro conjunto de todos los conférmeros (figura 9).
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Figura 9: Representacion del espectro de rotacion de los conférmeros mas estables de la astragalina. El espectro de
cada conférmero presenta un color diferente segun se indica en el cuadro adjunto.
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5.4 Estudio de las interacciones intramoleculares:

Para concluir, se ha realizado un estudio de las posibles interacciones de los conféormeros mas poblados.
Mediante estos calculos, se pueden conocer todas las interacciones que existen dentro de la molécula, tales
como puentes de hidrogeno o repulsiones entre atomos. En primer lugar, se realiza un analisis NCI (Non-
Covalent Interaction), este resulta ser un método muy popular para el estudio de las interacciones débiles,
estas interacciones aparecen como superficies. La fortaleza de los enlaces esta correlacionada con la
densidad electrdnica en las correspondientes regiones. Las interacciones de Van der Waals suelen tener poca
densidad electrénica, mientras que las regiones correspondientes a efectos estéricos o interacciones de
atraccion tienen mayor densidad electrdnica. Asi se define el espacio en funcion de la densidad electrénica.
Las superficies de color verde representan las interacciones de Van der Waals, las de color azul representan
atracciones fuertes como enlaces de hidrégeno o de halégenos, mientras que las superficies de color rojo
representar repulsiones fuertes, como los efectos estéricos dentro de un anillo (figura 10). Mediante este
método se obtiene un grafico de dispersidn en el que el eje X y el eje Y corresponden al producto de Ia
densidad electrdnica por el signo de A; y al gradiente de densidad reducida respectivamente, cada punto en
este grafico corresponde a un punto de un espacio 3D. Los puntos en sus vértices corresponden a puntos
criticos en la teoria AIM (“atoms in molecules”), los picos a la izquierda corresponden a interacciones
atractivas y los puntos de la derecha a interacciones repulsivas. Dibujando una linea horizontal en el grafico,
los puntos que la crucen corresponden a las superficies generadas en el analisis NCI. La calidad de las
superficies depende del espaciado entre puntos, cuanto mas pequefio sea el espaciado mejor sera la calidad
de las superficies.

Atraccion nteraccione
Fuerte ébiles

Figura 10: Relacidn color-interaccion.

Después se realiza un analisis QTAIM (Quantum Theory of Atoms in Molecules), este método inicialmente se
utilizaba para analizar la densidad electrdnica en la teoria AIM, aunque se ha extendido a otras funciones.
Los puntos donde el gradiente es cero se denominan puntos criticos y se pueden clasificar en cuatro tipos
diferentes: puntos criticos nucleares; puntos criticos de enlace; puntos criticos de anillos que muestran
efectos estéricos y por ultimo los que se encuentran en el centro de una caja. El camino de enlace (bond
path) es la linea de maxima densidad electrdnica que une los nucleos de dos dtomos enlazados. La coleccion
de caminos de enlace se denomina grafico molecular y nos da una estructura molecular ambigua. Los puntos
criticos aparecen como bolas amarillas y los caminos de enlace como lineas naranjas.
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CONFORMERO 14

NCI QTAIM

O OOO I L L 1 Il I . L : 1 Il I L
—0.050 -0.040 -0.030 -0.020 -0.010 0.000 ) 0010 0020 0030 0040 0050
stgnih,)p (au)

Tabla 5: Representacion de los resultados obtenidos del analisis NCl y QTAIM para el conférmero 14 de la
astragalina.

En la representacidon NCI del conférmero de mayor poblacién se puede observar que existe un enlace de
hidrégeno muy fuerte entre el alcohol de la posicién 5 del anillo Ay la cetona de la posicién 4 del anillo C del
kaempferol, este enlace de hidrégeno se observa en todos los conférmeros y en todos con gran fortaleza.
También se observa otro enlace de hidrégeno entre uno de los grupos OH de la D-glucosa y el grupo de la
posicion 4 del kaempferol. Existen interacciones mds débiles (color verde), como la que se da entre el grupo
metoxido de la D-glucosa con el anillo B.
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La estabilidad de la molécula de D-glucosa se ve reforzada debido a una red cooperativa de enlaces de
hidrégeno.

Dentro de todos los anillos aparecen superficies de color rojo que indican repulsion, al igual que en los
puentes de hidrogeno, indicando que existe repulsidon entre atomos iguales que se encuentran cercanos
entre si.

En el andlisis QTAIM se observan puntos criticos de los anteriormente mencionados, como los que se
encuentran dentro de los anillos y varias rutas de enlace.

CONFORMERO 1

NCI QTAIM

2.000

Reduced dens

0.000 R I | IR
0050 0040 0030 -0020 0010 0000 0010 0020 0030 0040 0030
sign(h,)p (auw)

Tabla 6: Representacion de los resultados obtenidos del analisis NCl y QTAIM para el conférmero 1 de la
astragalina.
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CONFORMERO 12

NCI

QTAIM
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—0.050 -0.040 —0.030 0020 —0010 0.000 0010 0020 0030 0040 0050

sign(hy)p (au)

Tabla 7: Representacion de los resultados obtenidos del analisis NCl y QTAIM para el conférmero 12 de la

astragalina.
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CONFORMERO 3
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sign(h,)p (au)

Tabla 8: Representacion de los resultados obtenidos del analisis NCl y QTAIM para el conférmero 3 de la
astragalina.
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CONFORMERO 4

NCI QTAIM
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Tabla 9: Representacion de los resultados obtenidos del analisis NCl y QTAIM para el conférmero 4 de la
astragalina.
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CONFORMERO 13

NCI

QTAIM
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sign(A,)p (aw)

Tabla 10: Representacion de los resultados obtenidos del analisis NCl y QTAIM para el conféormero 13 de la

astragalina.
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Tabla 11: Representacion de los resultados obtenidos del analisis NCl y QTAIM para el conférmero 2 de la

astragalina.

47




CONFORMERO 16

NCI

QTAIM

Reduced density gradient
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78050 —0040 -0030 -0020 -0010 0000 0010 0020 0020 0040 0050

signii,)p (au)

Tabla 12: Representacion de los resultados obtenidos del analisis NCl y QTAIM para el conféormero 2 de la

astragalina.
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6 Conclusiones:

Se ha realizado el estudio conformacional de la astragalina, obteniendo mediante el programa CREST 137
conférmeros, que se pueden clasificar en dos principales grupos en funcién de la estructura del kaempferol
y dentro de estos grupos, en funcion de la estructura de la B-D-glucosa.

Se ha estudiado su estructura mediante métodos DFT, para ambos se ha utilizado el método B3LYP-D3 pero
con distintas bases, en primer lugar con base 6-311++G (d, p) y luego 6-31G (d, p). Las energias relativas
muestran que los conférmeros con el kaempferol C1 tienen energias muy similares a los conférmeros con el
kaempferol C2. También se muestra un cierto paralelismo entre las energias relativas entre los dos grupos y
la estructura de glucosa que poseen. También se distingue un tercer grupo en el que la estructura de la
glucosa no se encuentra en conformacion silla, siendo los conférmeros menos estables.

Al hacer el calculo de las energias de Gibbs de los conférmeros con energias relativas menores de 1000 cm™
se observa que ninguno de los conférmeros con mayor poblacidn tiene la estructura de la glucosa T. A partir
de estas poblaciones se hicieron las simulaciones de los espectros de rotacién.

Como se puede observar, estos espectros estdn conformados por multitud de lineas, ya que estan
representadas las transiciones de tipo a, b y ¢, lo que hace que el espectro conjunto sea muy denso. Al
observar este espectro se puede comprobar que para moléculas de gran tamafio existen muchas transiciones
a bajas frecuencias.

Por ultimo, se hizo un estudio de las interacciones moleculares donde se pueden observar interacciones
atractivas, predominando los enlaces de hidrégeno y las interacciones repulsivas.
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7 Anexo: Espectros de microondas:

Intensidad Relativa
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Figura 11: Espectro 14
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Figura 12: Espectro 1
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