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Propiedades luminiscentes del Triptéfano en
diferentes solventes y sensibilizado con Europio

Resumen

Las propiedades luminiscentes del aminodcido Triptéfano (Trp) son muy impor-
tantes en el campo de la biologia, medicina, fisica y quimica, debido a su presencia
en multiples proteinas fundamentales. La fluorescencia del Trp es muy sensible al
entorno local en el que se encuentre, es por ello que en este trabajo ha sido estudia-
da tedrica y experimentalmente en medios con diferente polaridad, tales como agua,
acetona y ciclohexano.

Inicialmente, se encuentra un desplazamiento de la longitud de onda de los espec-
tros de excitacién en funciéon del parametro de concentracién para soluciones de T'rp
en agua. Para entender las causas microscopicas de este comportamiento, se realizan
calculos tedricos obtenidos a partir de cuatro clusters modelados: (Trp); — (H20)o,
(Trp)a — (Hy0)1s, (Trp)s — (H20)27 v (T'rp)s — (H20)s36, los cuales permiten conside-
rar las posibles interacciones entre dos o mas moléculas de Trp. Segun la literatura, se
espera que la forma mas estable del Trp en agua sea la zwitterionica, y para lograr su
estabilidad son necesarias nueve moléculas de agua. Ya que no se tiene control sobre
el parametro de volumen en el programa Gaussian, donde son modelados los clusters,
se considera que al aumentar la concentracién de T'rp la distancia entre moléculas de
T'rp adyacentes disminuye y comienzan a interaccionar, de tal forma que los clusters
representan un comportamiento andlogo el aumento de la concentracion.

Posteriormente, se demuestra la estabilidad zwitterionica del Trp en acetona y
se establecen dos clusters (Trp); — (C3HgO)17 vy (T'rp)e — (C5HO)34 que emulan
convenientemente la concentraciéon de Trp en acetona. En este caso, se observa un
comportamiento particular, pues la principal absorcion es debida a una transferencia
de carga desde el T'rp a acetona. En el caso de Trp en ciclohexano, se modelaron
cuatro clusters (Trp)l - (O(;ng), (TT’p)Q - (06H12)7 (T?”p)g - (OﬁHlQ) y (TT’p)4 -
(CsHi2), debido a la baja polaridad del solvente no se aprecian enlaces de hidrogeno
soluto-solvente. Las propiedades luminiscentes en este caso son muy similares a las
observadas en estado gaseoso.

Las propiedades opticas de los clusters modelados en diferentes solventes, se ob-
tienen mediante el estudio de estados excitados y orbitales moleculares involucrados,
usando la metodologia de la teoria funcional de la densidad dependiente del tiempo
(TD-DFT) mostrando las transferencias de carga. Los datos espectroscopicos expe-
rimentales se comparan con los tedricos, y se encuentra un buen acuerdo entre ellos.

Finalmente, a partir del estudio de Trp en agua, se incluye el lantdnido Eu®* que
naturalmente tiene propiedades luminiscentes debidas a las transiciones f-f. En este
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caso, el T'rp actiia como sensibilizador y transfiere energia al ién Eu®*, el cual en con-
secuencia despliega las transiciones radiativas que lo caracterizan con una eficiencia
mayor. Ademas, se muestran los orbitales moleculares involucrados en la absorcion
del complejo.



Luminescent properties of Tryptophan in
different solvents and sensitized with Europium

Abstract

The luminescent properties of the amino acid Tryptophan (7'rp) are significant in
the fields of biology, medicine, physics and chemistry, due to its presence in multiple
fundamental proteins. The fluorescence of Trp is very sensitive to the local environ-
ment in which it is found, for this reason in this work has been studied theoretically
and experimentally in media with different polarities, such as water, acetone and
cyclohexane.

Initially, a wavelength shift of the excitation spectra as a function of the concentra-
tion parameter is found for solutions of Trp in water. In order to understand the mi-
croscopic causes of this behavior, theoretical calculations obtained from four modeled
clusters: (T?”p)l - (HQO)Q, (TT]))Q - (HQO)lg, (T?”p)g - (H20)27 and (TTp)4 - (HQO)36,
which allow considering the possible interactions between two or more Trp molecules,
are performed. According to the literature, the most stable form of Trp in water is
expected to be the zwitterionic form, and nine water molecules are required to achie-
ve its stability. Since there is no control over the volume parameter in the Gaussian
program, for the clusters modeled, it is considered that as the concentration of Trp
increases, the distance between adjacent Trp molecules decreases and they begin to
interact, so that the clusters represent an analogous behavior as the concentration
increases.

Subsequently, the zwitterionic stability of Trp in acetone is demonstrated and two
clusters (Trp), —(C3HgO)17 and (T'rp)a— (C3HgO)s34 are established that conveniently
emulate the concentration of Trp in acetone. In this case, a particular behavior is
observed, as the main adsorption is due to a charge transfer from Trp to acetone.
In the case of T'rp in cyclohexane, four clusters (Trp); — (CsHi2), (Trp)s — (CeHi2),
(T'rp)s — (CeHy2) and (Trp)y — (CeHi2) were modeled, due to the low polarity of the
solvent no solute-solvent hydrogen bonds are appreciated. The luminescent properties,
in this case, are very similar to those observed in the gaseous state.

The optical properties of the modeled clusters in different solvents are obtained by
studying the excited states and molecular orbitals involved, using the time-dependent
density functional theory (TD-DFT) methodology showing the charge transfers. The
experimental spectroscopic data are compared with the theoretical ones, and a good
agreement between them is found.

Finally, from the study of Trp in water, we include the lanthanide Eu* which
naturally has luminescent properties due to f-f transitions. In this case, the T'rp acts
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as a sensitizer and transfers energy to the Eu' ion, which consequently deploys
the radiative transitions that characterize it with greater efficiency. In addition, the
molecular orbitals involved in the adsorption of the complex are shown.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Antecedentes

La fluorescencia intrinseca de las proteinas ha jugado un rol importante en las
aplicaciones bioquimicas y biofisicas. Un ejemplo de ello es la microscopia de fluo-
rescencia de tejidos, células o estructuras subcelulares a través de biomarcadores, los
cuales permiten identificar anticuerpos con fluoréforos. Asimismo, la fluorescencia ha
permitido estudiar la estructura y conformacién de proteinas o del ADN [1,2]. Respec-
to a las proteinas, existen tres aminoacidos con una fluorescencia significativa, estos
son: fenilalanina, tirosina y triptofano, siendo este tltimo el aminoacido aromatico
con una fluorescencia intrinseca dominante. A pesar que su presencia en proteinas es
poco frecuente, alrededor de 1 mol %, sus caracteristicas fotoluminiscentes permiten
un estudio mas profundo de sus propiedades épticas [3]. En el organismo humano se
pueden identificar diferentes proteinas que contienen triptéfano (7rp) en su estruc-
tura, desde la tubulina en el cerebro, cuya funcién principal es promover procesos de
transferencia de energia [4,5], hasta la mioglobina en los tejidos musculares, donde
el Trp permite la transferencia no sélo de energia, sino también de electrones [6]. En
este sentido, se puede encontrar una gran variedad de proteinas que contienen 7'rp,
y aunque este aminoacido no pueda ser sintetizado por el cuerpo humano, su papel
biologico es fundamental.

La parte dominante para el proceso de absorcién y emision del Trp es el grupo
indol que lo constituye [7,8]. Debido a que una proteina puede tener uno o varios resi-
duos de T'rp, el comportamiento individual de este aminodcido como fuente principal
de fluorescencia puede dar idea de los procesos quimicos y biolégicos de las proteinas
en general [3,9]. La principal propiedad luminiscente del Trp es la alta sensibilidad
al entorno local en el que se encuentre inmerso [10], pues sus estructuras conforma-
cionales, la asociacion de subunidades, la sustraccion de enlaces, la desnaturalizacién
o cualquier interaccién, puede afectar significativamente los espectros de absorcion y
emisién [3]. Particularmente, los enlaces de hidrégeno que puedan formarse entre el
soluto (Trp) y el disolvente son muy importantes para entender los procesos fisicos
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y quimicos que intervienen en la fluorescencia. Sin embargo, el entendimiento de las
propiedades 6pticas del T'rp en soluciones polares y no polares todavia es un problema
abierto.

La fluorescencia de aminoacidos aromaticos ha sido estudiada desde 1956, cuando
Teale et al. [11] reportaron experimentalmente los espectros de excitacién y emision
de la fenilalanina, la tirosina y el triptéfano en agua, observando para el Trp que
el maximo de emision ocurre alrededor de A = 350 nm, mientras que la absorcion
maxima ocurre alrededor de A = 278 nm (ver Fig. 1.1). Posteriormente, en 1960,
Weber [12] mostré que la banda de absorcién localizada en la regién de 250-310 nm
estd compuesta de dos transiciones electrénicas isoenergéticas ' L, y ' L (ver Fig. 1.2),
las cuales han sido ampliamente estudiadas tedrica y experimentalmente [7, 14, 15].
Estas transiciones estan orientadas casi perpendicularmente. En general, el estado
1L, genera un méximo en la absorcién, alrededor de A = 290 nm, y el estado 'L, es el
responsable de la emision del Trp en soluciéon, siendo muy sensible al ambiente local,
debido a que tiene un momento dipolar grande respecto al del estado fundamental

[3,7).

10

”103 \ : ‘pn\TYR
a & / ’\ b.
6 H TRP o= / \
= ‘ \ E | ‘\ TRP
T | [
E SR o I
5| S 05 IJ
1 \ A ‘
3 \ * PHE /|
w 21\ TYR & f
\ ’/,r \\\‘ g ,"
0 o //n PHE |, \ e 0 /‘/ o 1
220 240 260 280 300 320 250 300 350 400
WAVELENGTH (nm) WAVELENGTH (nm)

Figura 1.1: Figura tomada de [3]-Figure 3.2. a. Espectro de absorcién y b. Espectro de fluorescencia
de triptéfano (TRP), tirosina (TYR) y fenilalanina (PHE) en solucién agua de pH 7.0.

Es importante mencionar que los orbitales moleculares de las transiciones ' L, y ' Ly,
del indol, fueron obtenidos de tratamientos mecénico-cuanticos por Callis [16] y Slater
et al. [17], (ver Fig. 1.3). La transicién 'L, es una excitaciéon con una contribucién
principalmente de los orbitales HOMO—LUMO, con una menor contribucién de la
transicion HOMO-1—LUMO+1. Mientras que la transicién 'L, puede darse por una
superposicion casi igual de las excitaciones HOMO—LUMO+1 y HOMO-1—LUMO
[7].

Un aspecto relevante del aminoacido Trp es su diversidad de isémeros conforma-
cionales, de hecho existen diferentes conférmeros que han sido ampliamente estudia-
dos [18-21], la forma de caracterizarlos es a través de los angulos diedros x1 y X2
descritos por los dtomos C5 — Cs — C, — Ny C,, — C5 — C35 — Cy (ver Fig. 1.4), res-
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Figura 1.2: Figura tomada de [3]-Figure 16.4. Espectro de excitacién anisotrépico de triptéfano en
propilenglicol a —50°C.
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Figura 1.3: Figura tomada de [7]-Fig. 2. Orbitales moleculares para el indol en el vacio. Se muestran
las composiciones de las principales configuraciones de las transiciones 'L, v ' Ly,.
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Figura 1.4: Angulos diedros de la estructura de Trp propuestos por Huang et al. [26]. Los dngulos
X1 Y Xz se definen como C3 — Cg — Cy — N y Cy — Cg — C3 — Cy, respectivamente.

pectivamente. Cuando y; toma valores cercanos a 180, 60 y -60° los conférmeros son
etiquetados como ¢g*, t, y g~ debido a sus enlaces gauche y trans; cuando Y, toma
valores cercanos a 90 y -90°, los conférmeros son etiquetados como p (perpendicular)
y a (antiperpendicular) respectivamente. La estabilidad de cada conférmero depende
del entorno local en el que se encuentre.

Ahora bien, algunos investigadores han realizado algunos calculos de Trp en fase
gaseosa 0 en solucion para estudiar sus propiedades estructurales y espectroscopicas,
en los cuales se ha considerado sus diversas estructuras conformacionales, que ademas
dependiendo de la polaridad del ambiente, pueden ser mas estables en su forma neutra
o zwitteriénica (ver Fig. 1.5), pues el dtomo de hidrégeno que se encuentra en el
grupo carboxilo, puede transitar al grupo amino para formar carga negativa sobre
el primer grupo y positiva sobre el segundo, aunque la molécula sea eléctricamente
neutra [18-25]. De hecho, en el afio 2005, Huang et al. [26] realizaron un extenso
analisis de 648 estructuras prueba de Trp, encontrando 45 conférmeros en fase gaseosa
que representan minimos locales a distintas temperaturas (85-498 K). Los resultados
son comparables a los obtenidos por Compagnon et al. (2001) donde el conférmero
Trp 1, como lo etiquetan los autores, analogo al conférmero Zagt es un minimo
global a los niveles DF'T y MP2 en estado gaseoso, y se estabiliza por el enlace de
hidrégeno entre COOH-NH;. Posteriormente, Hurtado et al. [24] en 2014 seleccionaron
los seis conférmeros més estables de los propuestos por Huang et al. [26], y realizaron
un analisis tedrico de las estructuras de tautomeros de Trp en ambientes micro-
hidratados en agua y disolventes hidrofébicos. Este estudio es muy importante, ya que
da una primera idea de los conférmeros que se deben usar dependiendo de la polaridad
del medio que se quiera estudiar tedricamente, pues las propiedades espectroscépicas
simuladas pueden verse afectadas, en principio, por el conférmero de Trp empleado
para los célculos [18,19]. De hecho, en 2013 Liu et al. [21] estudiaron la fluorescencia
del Trp en agua combinando métodos tedricos y experimentales, sin embargo, el



Capitulo 1: Introduccion 5)

Forma s Forma
Neutra Transicion Zwitterionica
292,

J‘
5% "‘L? "‘;‘it

Figura 1.5: Forma neutra y zwitteriénica que ocurre directamente mediante la transferencia de un
atomo de hidrégeno del grupo carboxilo al grupo amino.

conférmero empleado para el modelado tedrico, no es el mas estable en agua, y los
estados excitados de absorcion y emisiéon podrian variar como lo propone Hurtado et
al. [24].

Por otro lado, la polaridad del disolvente también afecta las propiedades lumi-
niscentes del Trp, debido a su sensibilidad al entorno local como se ha mencionado
anteriormente. Es por esto, que el estudio de Hurtado et al. [24] puede proporcionar
un punto de partida para encontrar el conférmero mas estable en otros disolventes,
tales como ciclohexano, benceno, cloroformo, dicloroetano, acetona y metanol, ya que
los conférmeros mas estables en estado gaseoso fueron sometidos a un modelo de
solvatacion implicito. La desventaja de este modelo, es que ignora las posibles inte-
racciones entre el soluto Trp y el disolvente a través de enlaces de hidrogeno que se
puedan formar.

Respecto al modelado de clusters que permitan comparar resultados tedricos y
experimentales, algunos autores han estudiado el Trp en agua, usando moléculas de
agua vivas ' para la solvatacién explicita [21,24,25] o el modelo implicito continuo
polarizable * (PCM) [27] y han mostrado la preferencia de la forma neutra o zwitte-
riénica del T'rp, dependiendo del modelo de solvatacion o de la cantidad de moléculas
de agua consideradas. Sin embargo, es bien conocido para los aminoacidos en esta-
do gaseoso o en medios no polares que la forma neutra es la més estable, mientras
que en medios polares la forma zwitteriénica es la mas estable, y para garantizar la
estabilidad del Trp zwitteridnico en agua, es necesario considerar moléculas explici-
tas del disolvente. Blom et al. [25] fueron los primeros autores en hacer un estudio
usando espectroscopia IR y cdlculos DF'T para definir que el zwitterion es estable con
cinco o mas moléculas de agua. Aunque, Ghassemizadeh et al. [28] mostré que las

!moléculas de agua individuales que se adicionan explicitamente alrededor de la molécula de
soluto

’método que representa el disolvente como un medio homogéneo caracterizado por una
permitividad
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moléculas de agua forman tantos enlaces de hidrégeno como sea posible entre ellas y
con el zwitterion, de modo que siete y ocho moléculas de agua permiten la formaciéon
de enlaces de hidrégeno adicionales entre los polos cargados de los grupos amino y
carboxilo, los cuales generan mayor estabilidad termodinamica. Por tultimo, Liu et
al. [21] mostraron que el grupo indol se debe tener en cuenta para la solvatacion,
pues hay un enlace de hidrégeno importante cerca del anillo de cinco carbonos. En
conclusion, nueve moléculas de agua alrededor del zwitterién de Trp son suficientes
para obtener un modelo completo.

Para el modelado de Trp en disolventes menos polares, se ha demostrado que la
forma zwitterionica no puede ser despreciada [25]. Especificamente en acetona, no
existe ninguna evidencia tedrica del nimero de moléculas de acetona necesarias para
un obtener un modelo tedrico que permita compararse con resultados experimentales,
s6lo se encuentra un estudio tedrico de clusters con M?**(acetona),, donde M es un
ion de metales alcalinos y n oscila entre dos y ocho para este caso, o clusters con
M (acetona), y n oscilando entre cuatro y seis [29, 30]. En disolventes no polares,
como el ciclohexano, la ausencia de enlaces de hidrogeno es evidente, por lo que la
estructura mas estable es su forma neutra [3,24].

Finalmente, es preciso mencionar que en la ultima década se ha aprovechado la
fluorescencia de los lantanidos y la de proteinas pequenas para desarrollar las etique-
tas de unién a lantanidos (LBTs por sus siglas en inglés), que esta relacionada con la
afinidad con la que proteinas muy pequenas pueden unirse a iones lantédnidos [31]. De
hecho, Stuberanrauch et al. [32] mostraron la deteccion especifica del Trp mediante
un complejo de europio(IIl) luminiscente, donde la presencia de pequenas cantidades
de Trp potencia la emisiéon del complejo de europio(III) pues actian como sensi-
bilizadores, y con grandes cantidades de Trp propicia su desaparicién. Asi, vale la
pena presentar un modelo tedrico preliminar que permita entender mejor el compor-
tamiento de este sistema, aprovechando la luminiscencia del Trp y del complejo de
europio(11I).

1.2. Hipodtesis

La luminiscencia del T'rp es altamente sensible al entorno local en el que se en-
cuentre inmerso, especificamente la polaridad del ambiente local del aminoacido puede
cambiar significativamente su espectro de absorcién y emision. Los efectos que gene-
ran disolventes tales como agua, acetona y ciclohexano, pueden ser determinados a
través de calculos de quimica cuantica, aplicando la teoria del funcional de las den-
sidad dependiente del tiempo (TD-DFT) a modelos propuestos de clusters Trp con
solvatacion explicita o implicita y comparando con datos experimentales.
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1.3. Objetivos

Objetivo General

Describir y caracterizar tedrica y experimentalmente las propiedades luminiscen-
tes del T'rp primero en el disolvente polar agua, y luego en el no polar ciclohexano,
pasando también por el intermedio acetona. En un trabajo interdisciplinario, relacio-
nando conceptos de la fisicoquimica y la bioquimica para el estudio de la biomolécula
(T'rp) cuyas propiedades fotoluminiscentes son relevantes y sus funciones bésicas son
fundamentales en la biologia. Finalmente se hizo un modelo de su sensibilizacién en
el primer caso con el ion de europio (Eu3").

Objetivos Especificos

= Encontrar los fundamentos tedricos y computacionales necesarios para el calculo
de las propiedades 6pticas basicas del Trp.

= Determinar y analizar los parametros experimentales importantes relacionados
con la preparacion de las disoluciones de Trp y con su caracterizacién por es-
pectroscopia optica, especificamente por fotoluminiscencia y absorcién éptica.

= Obtener la energia de los estados excitados y sus respectivos espectros de ab-
sorcion y emision del Trp en diferentes disolventes como el agua, acetona y
ciclohexano, utilizando los métodos de la quimica cuantica a nivel de CIS y
DFT.

1.4. Esquema general de la tesis
El contenido de esta tesis esta organizado de la siguiente manera:

= En el Capitulo 2 se presentan los aspectos relevantes de la teoria DFT, funcio-
nales de energia de intercambio y correlacion, funciones base, teoria TD-DF'T,
métodos semi-empiricos, modelos de solvatacién explicita e implicita y genera-
lidades de la espectroscopia y fluorescencia.

= En el Capitulo 3 se expone la metodologia empleada para el calculo de las
propiedades épticas de cada sistema y su medicion experimental.

= En el Capitulo 4 se discuten los resultados de las propiedades espectroscopicas
de cada cluster obtenidas tedrica y experimentalmente.

= Finalmente, en el Capitulo 5 se describen las conclusiones de este trabajo.






Capitulo 2

Fundamentos Teodricos

El uso actual de metodologias para el tratamiento de atomos, moléculas y solidos
estd muy extendido en todas las areas de la ciencia. Sin embargo, la dificultad de es-
tudiar tedricamente tales sistemas es alta, debido a la gran cantidad de particulas que
los componen, por lo que se han desarrollado métodos computacionales que permitan
trabajar con sistemas de cientos de a&tomos bajo ciertas aproximaciones. Los métodos
cudnticos (QM por sus siglas en inglés) de la quimica computacional han sido los més
eficaces y precisos para predecir y estimar la estructura de moléculas relativamente
pequenas, permitiendo asi el estudio de propiedades estructurales, 6pticas, estados de
transicion, caminos de reaccion, entre otros [33]. En el presente trabajo, los QM se
han empleado para estudiar las propiedades opticas del T'rp en diferentes solventes y
con un complejo de europio(I1I). Para esto, es fundamental obtener las geometrias del
estado fundamental y de los estados excitados. Sin embargo, al considerar sistemas
cada vez con mas atomos, los recursos computacionales son cada vez mayores. Asi,
cuando se desea analizar la geometria de sistemas modelados muy grandes se utiliza
la aproximacién de Hartree Fock (HF) [34], métodos semi-empiricos con parametriza-
cién como PM6 [35], o en algunos casos métodos basados en la Teorfa del Funcional
de la Densidad (DFT por sus siglas en inglés) [36], cuando el tamano del sistema
lo permite. Estas teorias fundamentales han sido desarrolladas durante mas de 70
anos y hasta la fecha siguen renovandose, a través de nuevos funcionales DFT, siendo
capaces de proporcionar datos tedricos que son comparables con los experimentales
en muchos casos.

Los sistemas moleculares estan constituidos por n—particulas interactuantes, por
lo tanto se tiene un problema de muchos cuerpos que usando una aproximacién no
relativista, se puede describir a través de la ecuacién de Schrodinger independiente
del tiempo

HU(r,R) = E¥(r,R), (2.1)

siendo H el operador hamiltoniano, ¥(r, R) la funcién de onda que depende de los
vectores de posiciéon de los nicleos (R) y de los vectores de posicién de los electrones

9
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(r), vy E la energia. El hamiltoniano completo en unidades atémicas para M nicleos
y N electrones es:

A

H = Telec( ) Tnucl(R> + Vnuclfelec(R ’I") Velec( ) Vnucl( )
1 N 2 M 1 ) N N 1
R Y iy 2

11A1 7,1]>z

ZaZp  (22)

M M
o B R

donde r;4 = |R4 — 1y, similar a ;5 = |Rp — r;| es la distancia entre el electrén i y el
niicleo A o el nicleo B respectivamente, 7;; = |r; —r;| es la distancia entre el electrén
iy elelectron j, Rap = |R4—Rp| es la distancia entre el nicleo A y el nticleo B, M4
y Mp es la masa del nicleo A y B respectivamente, Z, y Zg es el nimero atémico del
nucleo A y B. El primer y segundo término son los operadores de energia cinética de
los electrones y nicleos respectivamente, el tercer término representa la interaccién
Coulombiana entre los ntcleos y electrones, el cuarto y quinto término representan
las interacciones electrostaticas entre electrones y entre ntcleos, respectivamente.

Las interacciones entre electrones y entre nticleos son justamente la razén por la
que la ecuacion de Sherodinger no se pueda resolver analiticamente, pues se acoplan
las coordenadas de los pares de particulas, y se debe encontrar un mecanismo que
simplifique el operador H para dar solucion a esta ecuacion.

2.1. Aproximacion de Born-Oppenheimer

Debido a que la masa de los ntcleos es muy grande comparada con la masa de
los electrones, y por tanto el movimiento de los electrones es més rapido que el de los
nicleos. Es posible tomar a los nticleos con sus posiciones fijas y resolver las ecuaciones
que describen el movimiento de los electrones, considerando que los electrones se
mueven en un campo generado por los niicleos fijos, esta es la aproximacién de Born-
Oppenheimer [37]. Asi, la funcién de onda se puede separar en

\IJ(I" R) = \Ilnucl(R)\Ilelec(r’ R); (23)

donde ¥,,4(R) es la funcién de onda que depende de la posicién de los nticleos,
YV Yeree(r, R) es la funcién de onda que depende de la posicién de los electrones y
paramétricamente de la posicion de los nicleos. Consecuentemente, el hamiltoniano
electromico, ﬁelec, se puede escribir de la siguiente forma:s:

N N 1

elec = -3 Z V2 Z Z + Z Z — (24)
i=1 A=1 TiA i=1 j>1 Tij

Entonces, la ecuacién de Schrodinger que describira el movimiento de los electrones
serd,

I:—,elec\llelec<r7 R) - 6elec\llelec(ra R)a (25)
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donde la energia electronica, €..., también dependera paramétricamente de las posi-
ciones de los nticleos €ee = €erec(R). Ademas, la energia total, €, considerando la
constante se repulsion entre nicleos, es generalmente llamada superficie de energia
potencial de Born-Oppenheimer (ver Fig. 2.1) y se define como

Zalp

€tot = €elec T 35 Z |RA RB |

A#J

(2.6)

de esta ecuacion es posible obtener la geometria de equilibrio y las frecuencias de
vibracién. Hasta aqui se ha resuelto el problema electrénico, ahora el problema de
los niicleos puede solucionarse reemplazando en la ecuacién (2.1) las coordenadas
electronicas por sus valores promedio, que proporciona la funcién de onda electrénica.
De este modo, se obtiene un hamiltoniano nuclear, f]nud, que describe el movimiento
de los nticleos inmersos en un campo promedio de electrones y se puede expresar como

A

Hyuel = _*Z + Z |R R |
= ’ (2.7)
1 vai
24 M,
A
Erot ({Ra})
{Ra}

Figura 2.1: Representacién de una superficie de energia potencial.

Asi que ¢, es una energia potencial que sienten los nicleos, y su ecuacién de
movimiento se describe a partir de

-Hnucl\:[}nucl(R> = Enucl\llnucl<R)' (28)

La aproximacion de Born-Oppenheimer representa un mecanismo tutil para resol-
ver sistemas de muchos cuerpos, sin embargo de la ecuacién (2.2) las interacciones
electrostaticas atn son complicadas de tratar, debido la correlacién que existe entre
los electrones [38].
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2.2. Meétodos basados en la funcion de onda

2.2.1. Aproximaciéon de Hartree-Fock

El fundamento de la teoria de los orbitales moleculares (MO por sus siglas en
inglés) es la aproximacién de Hartree-Fock (HF'), pues se basa principalmente en la
teoria de la estructura electronica. El movimiento de cada electrén, que por si solo
es un sistema muy complejo, puede ser descrito por una funcién de onda de una sola
particula, la cual es definida como orbital. Es decir, un orbital se define como una
funcién de onda para una sola particula, un electrén. Entonces, para considerar las
funciones de onda de los electrones en una molécula es conveniente usar orbitales
moleculares que se fundamentan en la estructura electrénica molecular del sistema
[39].

Un orbital espacial ¥;(r) es una funcién que depende del vector de posicién r y
describe la distribucion espacial de un electrén, tal que |¥;(r)|?dr es la probabilidad
de encontrar el electrén en un elemento de volumen dr. Adicionalmente, es necesario
describir de un electrén su espin, el cual consiste de dos funciones orto-normales a(o) y
B(o) que representan espin hacia arriba (1) y espin hacia abajo ({), respectivamente.
De forma que una funcién de onda para un electrén que describe su distribucién
espacial y su espin es un orbital espin, ¥(x), donde x = {r,o} es la coordenada
espacio-espin [40,41], entonces los orbitales espin se pueden expresar como

X(x) = {‘I’(r)O‘(”)’ . (2.9)

Para una coleccién de electrones se deben tomar en cuenta funciones de onda
para N electrones. Sin embargo, antes de considerar la forma exacta de la funcién de
onda para el sistema que interactiia completamente, se estudia primero un sistema
mas simple de un sistema que no interacciona, cuya funcién de onda es un simple
producto de orbitales de espin (llamado producto de Hartree) para cada electrén de
la forma

Upp(X1,Xa, -+, Xn) = Xi(X1)X;(X2) -+ Xn(Xn). (2.10)

Sin embargo, este producto atin no satisface el principio de anti-simetria. Pues, al
considerar dos electrones en la ecuaciéon (2.10) e intercambiar las coordenadas, se
obtiene

Vpp(x2,%1) = X1(X2)x2(X1), (2.11)

en su lugar se deberia obtener el negativo de la funcién de onda, ecuacién (2.10). Para
ello, la inica manera es que

X1 (X2)xa2(X1) = —x1(X1)xa(X2), (2.12)

y esto generalmente no es cierto.
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Para satisfacer completamente el principio de anti-simetria, es posible construir
una funcién de onda como una combinacién lineal apropiada de los productos de
Hartree, considerando las permutaciones entre coordenadas de espin, asi

‘II(Xth) = \}i[XI(Xl)XQ(X2> - Xl(X2)X2(X1)L (2-13)

siendo 1/4/2 una constante de normalizacién. A continuacién, si se multiplica la fun-
cién de onda W (xy,x2) por un operador de intercambio (P12) que intercambie los
electrones 1 y 2, se obtiene

PoU(x1, %) = \/1§(X1(X2)X2(X1) — x1(x1)x2(x2)) (2.14)

= —\IJ(XQ, Xl)-

De manera que al intentar poner dos electrones en el mismo orbital, es decir x; = xa,
la funciéon de onda W(x;,xs) se hace cero, por lo tanto se cumple el principio de
exclusién de Pauli, como consecuencia del principio de anti-simetria [39].

Ahora, para sistemas de N electrones la solucién de la ecuacién (2.13) se puede
generalizar definiendo de forma explicita la funcién de onda a través de un determi-
nante de orbitales de espin llamado determinante de Slater [42], y estd dado de la
siguiente forma:

xi(x1)  xe(x1) o0 xw(x1)
U(x1,Xg, -+ ,XN) = \/% X1(5X2> X2(EX2> XNSX2) (2.15)
x1(xn) xe(xn) -0 xw(xw),

donde 1/v/N! es el factor de normalizacién. Este determinante contiene N electrones
en las coordenadas xy ocupando los orbitales N de espin xn. Nétese que las filas
etiquetan los electrones en el orden que sigue: x1, X, ..., Xy, y las columnas etiquetan
los orbitales de espin x1, X2, .., Xn-. Por lo tanto, el intercambio de dos electrones
equivale a intercambiar dos filas del determinante, lo cual genera inmediatamente un
cambio de signo por las propiedades matriciales, y consecuentemente se cumple el
principio de anti-simetria.

Una vez definida la forma funcional de la funcién de onda, a través del determi-
nante de Slater (ecuacién (2.15)), el cual se construye a partir de la configuracién
electronica que se desea estudiar en atomos o moléculas; se puede encontrar a partir
del principio variacional, el valor esperado de la energia, como sigue

~ <\PO|F[elec|\I]0>

Eeec: Heec - s 2.1
l < l > <\IJO|\II()> ( 6)
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donde la forma de la funcién de onda (2.15), ha sido expresada en la notacién de
Dirac como

V(X2 xnv) = [xaxz - xw) = [o). (2.17)

Sustituyendo el determinante de Slater en el valor esperado de la energia, se ob-
tienen 3 términos:

elec Z hn + = Z \Z] z] (218)
1,j=1
El primer término esté relacionado con la energia cinética; y con la interaccién de
los nicleos con cada uno de los electrones del sistema, como se muestra:

hi; = /dxlx;"(xl) [—;V2 + v(r)} X;(x1). (2.19)

El segundo término esté relacionado con la interaccién Coulombiana de un electron
en el orbital de espin y; y considera la distribucién de carga promedio de los demas
electrones. El término se define como integral Coulombiana, asi:

— [ [ dxidsai o)) (2.20)

Por ultimo, el tercer término esta relacionado con la anti-simetria de la funcion
de onda, que considera el intercambio de los orbitales de espin x; y Xx;, por tal razén
se denomina como integral de intercambio y se expresa como:

= [ [ o s 1) s ) (221)

Particularmente, el método variacional aplicado en la teoria de HF permite mi-
nimizar la energia respecto a los orbitales de espin. Tales orbitales que minimizan la
energia son llamados los “mejores” orbitales y se pueden encontrar usando el calculo
variacional, a través de multiplicadores de Lagrange para garantizar que los orbitales
de espin sean orto-normales [39]. Entonces, usando el funcional £ dado por

LI{xi}| = Eurl[{x:}] Zezg (Xilx;) — 9ij), (2.22)

donde ¢;; es el multiplicador de Lagrange y (x;|x;) es el solapamiento entre orbitales
de espin definido por

(xilxg) /Xz x)x;(x (2.23)

Asumiendo por conveniencia que la primera variaciéon es dL = 0, se obtienen las
ecuaciones de HF que definen cada uno de los orbitales de espin

A

fXi = €Xi, (2-24)
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siendo ¢; el valor propio de energia asociado al orbital x; y f el operador de Fock de
cada orbital, dado por

f1) = =5V + o) + (1) - K (1)) (225)

b

Para resolver las ecuaciones de HF numéricamente, es necesario dar una propuesta
inicial para los orbitales y llevar a cabo un proceso iterativo, a este procedimiento se
le conoce como el método de campo autoconsistente (SCF por sus siglas en inglés).

Ahora bien, la forma de representar los orbitales de espin es a través de un conjunto
de bases (bM)ﬁ:1 que transforman las ecuaciones de HF en las ecuaciones Roothaan
[43], donde las funciones base de los orbitales atémicos se definen como

k
pn=1

esta aproximacion se conoce como combinacién lineal de orbitales atémicos (LCAO
por sus siglas en inglés), que al reemplazar en (2.24) se obtiene

k k
f(xl) Z Cm'bu(xl> = € Z Cm’bu(xl)- (227)

v=1 v=1

Multiplicando la ecuacién anterior por el complejo conjugado b;‘;(xl) e integrando,
se obtiene una ecuacion matricial

S0 / dxy b (30 £ (x0)by (x1) = € 3 C / 1 (%1 )by (%1 (2.28)
donde se identifican dos elementos de matriz

Sy = / dx1 b (x1)bo (%)), (2.29)

F, = / dx1 b7 (1) £ (x1)by (%1)- (2.30)

Generalmente S, es conocida como la matriz de solapamiento que puede cal-
cularse explicitamente a través de las integrales. F),, es llamada como la matriz de
Fock. Por lo tanto, las ecuaciones de Hartree-Fock-Roothaan se pueden escribir de la
forma [39]

Z F,uzzcui =& Z S,uucuia (231>

o de forma mas compacta como

FC = SCe, (2.32)
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siendo C una matriz cuadrada de los coeficientes de expansion C,; de tamano k x k

Cnu Cr - Cy
Car Cop -+ Oy
Cui Cra -+ Cuy
y € es la matriz diagonal de las energias orbitales
€1
© ! (2.34)
€= : :
0
€k

Las integrales de la matriz de Fock (2.30) pueden ser escritas explicitamente de
la forma

N/2

F,., = /dxlb;(xl)h(xl)by(xl) + Z/dmb;(Xl)[QJj(Xl) — Kj(x1)]by (x1)

N/2
= Hre+ 3" 2(ulji) — (uiliv),

J

(2.35)

donde la primera integral se ha definido como la matriz hamiltoniana del nicleo
efectivo, la cual describe la energia cinética y atraccién nuclear de un electrén, dado
el operador h;; (2.19), asi
!
HY =T, +V,", (2.36)

el segundo término de (2.35) que involucra dos electrones, F),,, puede ser escrito
considerando la combinacion lineal de los orbitales moleculares como

N/2
Fl = Hi7  + 3> C\Cyy2(uv|o)) — (uA|ov)]
7 Ao

(2.37)

core 1
= HiZ" 4 5 Bal(ulod) — 5(\ov)]

= H*+ G

Iz

donde se puede observar que G, depende de la matriz densidad P y el conjunto de
integrales (uv|A\o) de dos electrones

(uv|oX) = /XmdXQb;(Xl)by(Xl)'rl_le;(XQ)ba—(XQ). (2.38)
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2.2.2. Interaccién de Configuraciones

La interaccién de configuraciones (CI por sus siglas en inglés), en principio permite
obtener una solucién al problema de muchos electrones. Las funciones de onda, al igual
que en la aproximacion de HF, se definen por orbitales construidos por determinantes
de Slater. La diferencia principal con HF es que para considerar la correlacién de
electrones, CI emplea una funcién de onda definida por una combinacién lineal de los
N orbitales de espin de menor energia |¥), el conjunto de posibles determinantes que
incluyen |¥g), como los determinantes de excitacién simple |¥"), que se diferencian
de |Wy) por que el orbital de espin y, se reemplaza por y,. De forma andloga, los
determinantes de excitaciones dobles |U?), y asi sucesivamente. Estas funciones de
onda son usadas para expandir la funcién de onda exacta de muchos electrones |®g),
de la forma

|[@o) = colWo) + D cH Vo) + > cap|Wap) + D copel Vo) + -, (2.39)
ar a<b a<b<c
r<s r<s<t

las restricciones en los indices de cada suma garantizan que un determinante excitado
sea incluido una sola vez [39]. Desafortunadamente para CI, el conjunto completo
de orbitales de espin para ser exacto seria infinito, asi que es necesario aproximar el
método truncando el conjunto de funciones base. De esta forma surgen los métodos
de excitaciones simples (CIS por sus siglas en inglés), seguido por complejidad los
que consideran excitaciones simples y dobles (CISD por sus siglas en inglés), y asi
sucesivamente excitaciones superiores CISDT, CISDTQ y full CI, que considera todas
las excitaciones posibles.

Head-Gordon, Pople y otros investigadores han empleado la interacciéon de confi-
guraciones como punto de partida para el estudio de estados electrénicos excitados.

2.2.3. Meétodos semi-empiricos

Los métodos semi-empiricos pueden ser considerados como una simplificaciéon de
los métodos ab initio, en los que se considera la teoria de orbitales moleculares, a
través del calculo de una funcién de onda, el cual implica la evaluacién de una serie de
integrales después de un procedimiento algebraico autoconsistente SCF. Los métodos
semi-empiricos son generalmente aplicados a sistemas considerablemente grandes y
son aun mas aproximados y menos exigentes que los ab initio, pues combinan la
teoria fisica con valores experimentales, de forma que evitan la evaluacion de muchas
integrales complejas y usa datos experimentales para aproximar tales integrales.

Pople et al. [44] senala las condiciones generales que debe satisfacer un tratamiento
aproximado de los orbitales moleculares, para proporcionar un analisis cualitativo
apropiado de las estructuras electronicas de moléculas grandes. Estas condiciones
son:
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1. Los métodos deben ser tan simples como para considerar moléculas significati-
vamente grandes sin un esfuerzo computacional excesivo. Pues, es poco probable en
un futuro cercano disponer de funciones de onda comparables para moléculas grandes.
Por lo tanto, en este caso la teoria mecanico-cuantica aplicada debe ser aproximada.

2. Las aproximaciones introducidas al método no deben ser tan drasticas como pa-
ra eliminar alguna de las fuerzas fisicas principales que determinan la estructura. Por
ejemplo, las estabilidades relativas de los electrones en los diferentes niveles de energia
atémica, la capacidad de enlace de los orbitales atomicos y la repulsion electrostati-
ca entre los electrones. Pues estas caracteristicas tienen importantes consecuencias
quimicas y todas ellas deben ser retenidas en un tratamiento realista.

3. Las funciones de onda aproximadas deben formularse de manera imparcial, sin
incorporar implicitamente ideas preconcebidas derivadas de discusiones cualitativas
convencionales. Por ejemplo, en un estudio tedrico fundamental de la localizacién
de un orbital de enlace de dos electrones deberia basarse en una teoria mecanico-
cuantica que no haga referencia a los enlaces a los enlaces de pares de electrones
en su justificacion. Pues, las teorias de orbitales moleculares satisfacen este tipo de
condicién en la medida en que cada electrén sea tratado como si fuera libre de moverse
en cualquier lugar del marco molecular.

4. La teoria debe desarrollarse de forma que los resultados puedan ser interpretados
en detalle y utilizarse para apoyar o descartar hipotesis cualitativas. Por ejemplo,
es util si la distribucion de la carga electrénica calculada a partir de una funcion
de onda, puede dividirse facilmente en contribuciones de atomos individuales, que
pueden compararse con las discusiones cualitativas. Por regla general, los tratamientos
mecanicos cuanticos aproximados son mas faciles de interpretar de esta manera, que
las complejas y precisas funciones de onda, en los casos en que estas tltimas estan
disponibles.

5. Por tultimo, la teoria debe ser lo suficientemente general como para tener en
cuenta todos los electrones quimicamente efectivos. Normalmente, esto significa todos
los electrones de la capa de valencia.

Al considerar sélo los electrones de valencia, los elementos del nticleo se convierten
en un nucleo atémico mas sus electrones de ntcleo. Es decir, que se tiene una nube de
electrones de valencia, en vez de una nube de todos los electrones moviéndose en un
marco de nucleos. La energia total SCF para el método semi-empirico (SE) se calcula
de forma andaloga a la de un calculo ab initio de la energia Hartree-Fock y se puede
expresar como

N M M
1
ESf' = Esp+ Voo =Y &+ 5 NS PGHE + Vee. (2.40)
=1 r=1s=1

Aqui, N serd ahora la mitad del nimero de electrones de valencia, es decir que N es
el niimero de orbitales moleculares formados por los electrones que se incluyen en el
conjunto de bases. Egg es la energia electronica de valencia y Ve es la repulsion
core-core en lugar de la repulsion niicleo-ntcleo.
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Al considerar los electrones del core como parte de los nicleos atomicos, significa
que se necesitan funciones base solo para los electrones de valencia, las cuales seran
menores. Por ejemplo, un calculo ab initio para el etileno Cy Hy, necesita cinco funcio-
nes base para cada carbono y una funcién base (1s) para cada hidrégeno, un total de
14 funciones base, mientras que con un célculo SE se necesita cuatro funciones para
cada carbono y una para cada hidrogeno, un total de 12 funciones base. La ventaja
del conjunto de bases SE es que es pequena comparada con los célculos ab initio de
conjunto de bases minimas.

Para los métodos SE, las funciones base ¢ corresponden a los orbitales atémicos.
Ademas, en vez de aproximar las funciones de Slater como funciones gaussianas, como
en calculos ab initio, se utilizan las funciones de Slater. Sin embargo, mientras que para
los célculos SE estas integrales son parametrizadas. La forma matemaéatica completa
de las funciones base es necesaria para calcular las integrales de solapamiento (¢, |ds),
las cuales se usan para calcular las integrales del core y las integrales de repulsion
de electrones. Estas funciones base se construyen de forma analoga al método ab
initio, en el que se usan combinaciones lineales de las funciones base para construir
los orbitales moleculares, que a su vez se multiplican por funciones de espin.

Las integrales del core y las integrales de repulsiéon de dos electrones, no son
calculadas con primeros principios, lo cual implicaria un Hamiltoniano explicito y
funciones (ver (2.35)), sino que la mayorfa de estas integrales se toman como cero, y
las demas se evalian de forma empirica a partir de los tipos de atomos implicados y
sus distancias.

Las integrales que se hacen cero se desestiman a partir del diferencial de la integral
de solapamiento dS

S = [ 60(r1)u(x)do
dS = ¢, (r1)ps(r1)dvy

(2.41)

Los métodos SE de tipo SCF toman la matriz de solapamiento como una matriz
unitaria, S = 1, de tal forma que no es necesario diagonalizar la matriz de Fock,
ecuacion (2.32), para obtener los coeficientes de los orbitales moleculares y los niveles
de energia [45].

Existen diferentes métodos SE de tipo SCF, el primero llamado método de Pariser-
ParrPople (PPP) fué propuesto en 1953 [46]. Luego, en 1965 en fue propuesto el méto-
do de desestimacién completa de solapamiento diferencial (CNDO por sus siglas en
inglés) [47], el cual es mejorado con el método de omision intermedia del solapamiento
diferencial (INDO por sus siglas en inglés) [48]. Finalmente, el método de desestima-
cién de la superposicién diferencial diatémica (NDDO) es el método mejorado de los
anteriores mencionados y tomado como la base de los métodos semi-empiricos actual-
mente mas populares, como el método de Austin 1 (AM1 por sus siglas en inglés) y
el método paramétrico (PM3 por sus siglas en inglés) [47, 49, 50].
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Los métodos SE que se fundamentan en NDDO, fueron desarrollados principal-
mente por Dewar [51], quien justifica que los pardmetros experimentales estan di-
senados para reproducir dos aspectos importantes, la geometria y el calor de for-
macion. Este método genera energias electronicas que se calculan usando la ecuacion
(2.40), donde la repulsién core-core, es necesaria para optimizar la geometria, y genera
una energia semi-empirica total. Esta energia, la energia interna total de la molécu-
la, excepto la energia vibracional de punto cero, se utiliza para calcular el calor de
formacién (entalpfa de formacién) de la molécula [52].

Las generalidades de los métodos PM3 y PM6 son descritas en el apéndice A.

2.3. Métodos basados en DFT

Analogo a la teoria de Hartree-Fock, existe la teoria del funcional de la densidad
(DFT) que se ha convertido en el método preferido para algunos investigadores, en
los ultimos 50 afios, para la solucion de sistemas de estado sélido y/o moléculas
que implican un conjunto de electrones puntuales, que interaccionan y se mueven
cuanticamente en el campo de potencial generado por un conjunto de nticleos atémicos
fijos, segin la aproximacién de Born-Oppenheimer. El método DF'T tiene dos ventajas
importantes; la primera es, en principio, su exactitud y la segunda es la sencillez de
sus calculos computacionales comparados con el método de Hartree [53].

La densidad electrénica p(r) de un sistema molecular es el nimero determinado de
electrones por unidad de volumen en un estado dado, esta es la variable fundamental
para DFT, en vez de la funcién de onda W¥(x1,Xs, - ,Xy) para HF. Por supuesto,
p(r) se define en términos de la funcién de onda como [54]

p(ry) = N/---/|\I/(x1,x2,--- xy)|?dsydxy - - - dxy, (2.42)

noétese que en la integral no aparece la diferencial en la variable ry, s6lo del espin s;.
Algunas de las propiedades representativas de la densidad electrénica p(r) son:

= Es una funcién positiva que depende sélo de las tres variables espaciales, y se
desvanece en el infinito

p(r — 00) =0 / p(r)dr = N. (2.43)

= Es una observable que puede ser medida experimentalmente, por ejemplo con
difraccion de rayos X.

» En cualquier posicién de un dtomo, el gradiente de p(r) tiene una discontinuidad

T}AIEO[VT +2Z4p(r) =0, (2.44)

como ya se ha mencionado anteriormente Z,4 es la carga nuclear y p(r) es el
promedio estadistico de la densidad electronica.
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= El decaimiento exponencial para grandes distancias de todos los niicleos

p(r) ~ exp[—2v2Ir|], (2.45)

siendo I la energia de ionizacién [55].

2.3.1. Teoremas de Hohenberg-Kohn

Los primeros en utilizar la densidad electrénica como funcional de la energia fue-
ron Thomas y Fermi en 1927 [56,57] para estudiar d4tomos modelados como sistemas
con un potencial positivo (nicleos) localizados en un gas de electrones uniforme (ho-
mogéneo), proponiendo la famosa funcional de energia cinética de Thomas-Fermi en
términos de la densidad local de algtin punto. Sin embargo, en 1964 el primer teorema
de Hohenberg-Kohn (H-K) [58] demuestra que la densidad de electrones puede utili-
zarse como funcién béasica para determinar de forma tnica el operador hamiltoniano
y, por tanto las propiedades del sistema.

El primer teorema de H-K afirma que el potencial externo V,,.(r) estd determi-
nado, dentro de una constante trivial aditiva, por la densidad de electrones p(r),
que a su vez determina la funcién de onda del estado fundamental. Para probar esta
afirmacién, se asume que existen dos potenciales externos V... (r) y V., (r) los cuales
difieren en mas de una constante, pero cada potencial tiene la misma p(r) para su
estado fundamental [54]. Los respectivos operadores hamiltonianos son H y a , Y Sus
respectivas funciones de onda son ¥ y ¥’. Considerando ¥’ como una funcién trivial
para H

Eo(V|H|V') = (W'[H'|V') + (V'|H — H'|V)

, , (2.46)
= Byt [ o) Ve (1) = Vi )],
equivalentemente, se considera ¥ como una funcion trivial para H
Eo(W|H'|W) = (U|H|V) + (VA" — H|V)
(2.47)

= By = [ p(x)[Vert(x) = VL)l

Ey y Ej son las energias del estado fundamental para H y H’ respectivamente.
Sumando las ecuaciones (2.46) y (2.47) se obtiene Ey + E} < E{ + Ep, lo cual es
una contradiccion y no hay dos potenciales externos diferentes que tengan una misma
p(r) en su estado fundamental. Entonces p(r) determina el nimero de electrones Ny
el potencial externo V,,;(r), y con esto todas las propiedades del estado fundamental,

tales como la energia cinética T'[p(r)], la energia potencial V[p(r)] y la energia total
Elp(r)], ast

Elp(r)] = Enelp(r)] + T{p(r)] + Eee[p(r)] = /P(r)Vemt(r)dr + Fuk[p(r)], (2.48)



22 Capitulo 2: Fundamentos Teoricos

considerando que Fyi[p(r)] es un funcional, ingrediente principal para la teorfa del
funcional de la densidad y se puede escribir como

Frrlp(r)] = Tp(r)] + Eee[p(r)]. (2.49)

Una vez conocido este funcional universal, la ecuacion de Schrodinger se resuelve de
forma exacta. Pero, este funcional depende de los funcionales para la energia cinética
T[p(r)] v de la interaccién electrén-electrén Ee.[p(r)], los cuales son completamente
desconocidos, s6lo es posible extraer la repulsion clasica J[p(r)] del segundo término

Bulpw) = 5 [ [ A e 1 o)) = o] + B, (250

la contribucién no-clésica E,,_qq[p(r)] estd relacionada con la correccion de la auto-
interaccion y la correlacion de Coulomb e intercambio. En este sentido, el gran desafio
del método DFT es encontrar los funcionales para T[p(r)] y Ee.[p(r)].

Ahora bien, el segundo teorema de H-K afirma que puede proporcionar la energia
mas baja del sistema si y sélo si la densidad con la que se trabajara es justamente la
del estado fundamental [54]. Esto es anélogo al principio variacional para las funciones
de onda

Eo < E[f] = T[7] + Ex.[f] + Ee.[f), (2.51)

la densidad prueba p debe satisfacer las condiciones de frontera, tal que p(r) >0y
[ p(r)dr = N.

Para demostrar la ecuacién (2.51) se parte del principio variacional establecido
para funciones de onda. Como se mencioné en el primer teorema, p define su propio

H v I, la cual puede tomarse como funcién prueba para el hamiltoniano generado a
partir del potencial externo V,,;. Entonces

(IAE) = T(o] + Eelf) + [ ) Vede = B[] > Eolo] = (¥l Ho). (2.52)

En conclusién, a partir de un funcional Fiyk[p] seria posible resolver cualquier sistema
de forma exacta, pero ain es un desafio conocer su forma explicita.

2.3.2. Ecuaciones de Kohn-Sham

La teoria funcional de la densidad planteada por Hohenberg y Kohn es una herra-
mienta util, pero sélo a partir de las ecuaciones de Kohn-Sham, es posible calcular las
propiedades del estado fundamental de sistemas Coulombianos de muchas particulas
con una alta precision, que permite comparar con resultados experimentales.

Como se mencioné en la seccion anterior, la energia del estado fundamental de un
sistema esta dado de la forma

Ey = min,_,n (F[p] + /p(r)der) : (2.53)
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y el funcional universal F[p| depende de los funcionales para la energia cinética T'[p]
y para la interaccién electréon-electron E.[p], del dltimo término sélo se conoce la
contribucién clésica J[p|. Pues, aunque el Thomas-Fermi en su primer intento de
proponer un funcional para la energia cinética, la aproximacién no es muy buena.
Para resolver este problema Kohn y Sham en 1965 [59], proponen como punto de
partida un sistema de referencia de particulas no-interactuantes cuyo hamiltoniano
puede expresarse como una suma de operadores de un electrén:

N
H,=Yh, (2.54)
=1
donde 1
hy = —§v§ + vy(r;), (2.55)

en el que no hay términos de repulsion electron-electréon y la funcion de onda de cada
electrén se representa por un determinante de Slater, constituido por un conjunto de
orbitales de espin que minimizan la energia cumpliendo con [54]

(;Vz + US(F)) Uy(r) = Vi(r), (2.56)

siendo la densidad de un sistema de N particulas

p(r) = Wi(0)P, (2:57)

con esto, la representacion de la energia cinética valida para la funcién de onda que
describe exactamente los N electrones no interactuantes es

1 N
Ts = —5 3|V, (2.58)

Particularmente para este sistema, existe una funcién de onda exacta en el estado

base dada por
1

Xs = /—N|

siendo ¥; los N estados propios mas bajos de hs.

Evidentemente la energia cinética Ts para el sistema de particulas interactuantes,
es diferente del sistema interactuante. Es por esto que Kohn y Sham proponen re-
escribir el funcional de H-K (F'[p]) separado por

Flp] = Tslp] + J[p] + Exclpl, (2.60)

det[qjqug cee \I]N], (259)

donde Ex¢ es llamado de forma general la energia de correlacion e intercambio y es
un funcional que se define como [54]

Exclp] = (T[p] — Ts[pl) + (Eeelp] — Jp]), (2.61)
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el cual contiene la diferencia entre T[p] y Ts[p]. Ahora, el potencial efectivo de Kohn-
Sham esté definido por

3 J[p]  dExcp]
Verf(r) =v(r) + + ) 2.62
() =) + 5 B+ T (2.62)
por lo tanto el potencial de intercambio y correlacion es
dExclp]
vxo(r) = —/———. 2.63
XC( ) 5p(r) ( )

Entonces el potencial de intercambio y correlacion que permita definir v.ss(r) debe
estar dado de tal forma que la densidad electrénica minimice la energia de Kohn-Sham
sea igual a la energia del estado base. Ademads, los orbitales que minimizan la energia
deben satisfacer las ecuaciones

1
—§V2 + Veps(r)| Wi = €V, (2.64)

cuya forma es la misma a las ecuaciones de HF. De hecho, las teorias de Hartree
Fock y Kohn-Sham proporcionan ecuaciones de un electrén que permiten describir
sistemas de muchos electrones. Aunque, la teoria de Kohn-Sham es exacta en principio,
se distingue de la teoria de HF por la capacidad de incorporar completamente el
efecto de intercambio y correlacion de los electrones. Mientras que la teoria de HF
es aproximada por definicién, pues los efectos de correlacion de los electrones no son
tomados en cuenta y considerarlos no es una tarea facil [54].

2.3.3. Funcionales de Intercambio y Correlacion

Con el fin de encontrar una expresion para la energia de correlacion e intercambio,
Exclp], se llevaron a cabo algunas aproximaciones. La base de todas las aproxima-
ciones a los funcionales de correlacion e intercambio es la aproximaciéon de densidad
local (LDA por sus siglas en inglés), la cual se fundamenta en la idea de un gas de
electrones uniforme, donde los electrones se mueven sobre una distribucién de carga
positiva tal que el ensamble total es neutro [54,60]. Con la LDA se asume que la
energia de correlacion e intercambio se puede escribir como

Exc ~ EX2p] = [ o()exc(p(x))dr, (2.65)

donde exc(p(r)) es la energia de correlacion e intercambio por particula del gas de
electrones de densidad p(r). exc(p(r)) se puede dividir en la contribucién de inter-
cambio y la contribucién de correlacion

exc(p(r)) = ex(p(r)) + ec(p(r)). (2.66)
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El potencial correspondiente sera

VERA(p(r)) = 8);;[‘)] (2.67)

la contribucién de intercambio, ex(p(r)) a (2.66) fue derivada por Bloch y Dirac [61]

ex = —i (3”75”)1/3. (2.68)

Sin embargo, no se conoce ninguna forma explicita y exacta para la contribucién de
correlacion, ec(p(r)). Pues esta energia para un gas de electrones uniforme, ya es por
si mismo un problema de muchos cuerpos. Las primeras aproximaciones para ex(p(r))
se basaron en la aplicacién de la teorfa de perturbaciones [62,63]. Luego, en 1980 las
simulaciones de Monte Carlo [64] de un gas de electrones homogéneo proporcionaron
una alta precision. Actualmente, las expresiones para ec(p(r)) son parametrizaciones
de los datos de las simulaciones de Monte Carlo, y se implementan en la mayoria de
los paquetes de programas DFT estandar y en aplicaciones tipicas, dan resultados
casi idénticos.

La aproximacién LDA ha demostrado tener resultados exitosos, incluso cuando
se aplica a sistemas diferentes del gas de electrones homogéneo. La justificacion del
éxito de este método se fundamenta en que LDA subestima ec(p(r)), pero sobre-
estima ex(p(r)), lo cual genera resultados inesperadamente buenos para exc(p(r)).
Sin embargo, LDA ha sido muy aplicado en célculos de estructuras de banda y energias
totales de fisica del estado sélido. En quimica cudntica es menos popular, ya que
no proporciona resultados lo suficientemente precisos para permitir una discusion
cuantitativa del enlace quimico en las moléculas.

Con el fin de mejorar la LDA, en los anos 80’s se encontré que la informacion sobre
la densidad p en un punto particular r, puede ser complementada con informacion
proporcionada del gradiente de la densidad de carga, Vp(r), sobre la no homogeneidad
de la verdadera densidad de electrones [65]. De manera que la energia de correlacion e
intercambio para la denominada aproximacién del gradiente generalizada (GGA por
sus siglas en inglés) es

ESE ) = [ drf(p(x), V(r)). (2.69)

Ahora bien, dependiendo del método de construccion empleado para obtener el fun-
cional f(p(r),Vp(r)), se pueden encontrar GGAs muy diferentes. Especificamente,
los GGAs empleados en quimica cuantica provienen de parametros ajustados a con-
juntos de moléculas seleccionadas [66]. Los GGAs mas populares y confiables son: el
funcional propuesto por Perdew, Burke y Ernzerhof (PBE) en 1996 [67] y el funcional
que denota la combinacién del funcional de intercambio de Becke y el funcional de
correlacién de Lee, Yang y Parr (BLYP) en 1988 [68,69].
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El funcional hibrido propuesto por Becke se expresa como
B = aERS + (1 - a)ESS, (2.70)

donde E%% es la energia de intercambio calculada con la funcién de onda de KS y
ESSA es un GGA apropiado y a es un pardmetro de ajuste.

Funcional Hibrido B3LYP

Los funcionales hibridos aumentan la energia de intercambio y correlacion de la
DFT con un término calculado a partir de la teoria HF, donde la energia electronica
se puede expresar como

mﬁ22m+zzza Ky) (2.71)

i=1j5=1

donde se ha reescrito la ecuacion (2.18). De esta ecuacion, si se elimina la energia del
nicleo efectivo (core), esto implica el término para la energia cinética H;; y el término
para la energia potencial coulombiana J;;, dejando la energia de intercambio KC;;,

Sk (2.72)

i=1j=1

sustituyendo ahora en (2.72) los orbitales de KS de forma similar a los orbitales de
HF, se obtiene una expresién para la energia de intercambio HF que se fundamenta
en los orbitales KS, de forma que

EHF ZZ \I/KS 1'1 \I/KS(I'Q)

i=1j=1

\IJKS( 2) U5 (). (2.73)

Debido a que el determinante de Slater de KS es una representacion exacta de la
funcién de onda del sistema de electrones que no interaccionan, E es la energfa
de intercambio exacta para este sistema, con una densidad de electrones igual a la
del sistema que interacciona. Ahora, incluyendo una expresion DFT corregida por
la. GGA de la LDA para considerar una contribuciéon ponderada de un funcional de
intercambio y correlacion HF /DFT, tradicionalmente llamado funcional DFT hibrido,
el cual es muy famoso y exitoso en la actualidad. De hecho, el funcional de energia de
intercambio méas popular es el desarrollado por Becke en 1993 [70], y posteriormente
modificado por Stevens et al. en 1994, el cual introduce el funcional de energia de
correlacion LYP, se llama B3LYP o Becke3LYP, que considera tres parametros de
ajuste para la parte del intercambio y ha demostrado ser uno de los funcionales de
intercambio més exitosas para aplicaciones quimicas [69-71], y se puede escribir como

BEYP = (1—ag— ) B¥PA + g BT + 0, BG4 + (1 — 0, ) EEPA + o EEYP, (2.74)
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donde E%P4 es el funcional de intercambio puro DFT de LDA sin correccién del
gradiente, FF es el funcional de energfa de intercambio HF basado en orbitales de
KS, E{%4 es el funcional de intercambio Becke 88, ELP4 es la funciéon Vosko, Wilk,
Nusair (VWN) que forma parte del funcional de correlacion para el gas de electrones
homogéneo del LDA, y EEYF es el funcional de correlacién LYP. E{¢4, EEPA y EEYP
tienen correcciones debidas al gradiente GGA. Los tres parametros «ayq, v, y . ajustan
la energia calculada a las energias de atomizacién molecular [72]. La descripcién de

las funciones base usadas en este trabajo se muestra en el apéndice B.

2.3.4. Teoria del Funcional de la Densidad Dependiente del
Tiempo (TD-DFT)

Los métodos presentados hasta aqui se han centrado en el estado base de los
electrones no relativistas en potenciales independientes del tiempo. Ahora se mostrara
de forma general una extension de la DFT, la cual considera potenciales dependientes
del tiempo y permite estudiar las excitaciones.

En la TD-DFT se demuestra a través del teorema de Runge-Gross [73] que existe
una correlacion uno a uno entre las densidades dependientes del tiempo p(r,t) y los
potenciales de un cuerpo dependientes del tiempo V.. (r,t) para un estado inicial
dado. En el teorema de Runge-Gross se define un sistema ficticio de electrones que
no interaccionan y se mueven en un potencial de Kohn-Sham, cuya densidad es la
del sistema real (electrones que interaccionan) [74]. Para este caso, las ecuaciones de
Kohn-Sham se pueden expresar como

oy (e.) = (5 + Vsl ) @0, (275)
siendo la densidad N
o) = 3 |8, (a) (2.76)

que como se observa es la del sistema real. El potencial KS se define como
VKS’(I',t) = ‘/ext(rat) + VH(r7t) + VXC(r7t)7 (277)

donde Vy(r,t) es el potencial de Hartree ([ drp(r)/ri2) pero dependiente del tiempo,
igualmente para el potencial externo V.. (r,t). Vxc(r,t) es el potencial de correlacion
e intercambio definido por un funcional §Axc[p]/dp(r,t) que esta directamente rela-
cionado con la evolucién temporal de la densidad, de la funciéon de onda inicial del
sistema que interacciona, W(0), y de la funcién de onda inicial de KS, ®(0). La fun-
cién de correlaciéon e intercambio dependiente del tiempo es andloga al caso estatico
Exclp]

Axclol = [ dExclpll s (279)
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En general, los célculos TD-DFT usan la aproximaciéon adiabatica para Vx¢ por lo
tanto

Vxclp: ©(0), ®(0)](xt) = VEE[p(t)](x)- (2.79)

Esto aproxima el funcional de forma local en el tiempo. Esta aproximacion es vali-
da cuando el externo cambia muy lentamente en el tiempo, por tanto el sistema se
encuentra localmente cerca del equilibrio. En este sentido, se puede aplicar la aproxi-
macion de densidad local adiabatica (ALDA por sus siglas en inglés)

V)?éDA(rv t) = )?CEG(p”n:n(r,t)' (2.80)
La ALDA asume que el potencial de correlacién e intercambio en el punto r y en el
tiempo t es igual al potencial de correlacion e intercambio de un gas de electrones
homogéneo estatico (HEG por sus siglas en inglés) de densidad p(r,t).

Aunque la TD-DFT fue un método construido para sistemas con potenciales de-
pendientes del tiempo, también es posible usarlo para calcular estados excitados y
sus propiedades estaticas de dtomos, moléculas, tales como frecuencias de transicién
y fuerza de oscilador [74]. Andlogo al método CI, sélo que CI utiliza orbitales de la
solucion HF (basado en la funcién de onda) para generar todos los estados excitados,
mientras que TD-DFT utiliza la solucién a las ecuaciones de Kohn-Sham (basadas en
la densidad).

2.4. Orbitales Moleculares

Como ya se ha mencionado anteriormente existen diferentes métodos que permiten
predecir, a través de algunas aproximaciones, el comportamiento fisico-quimico de
sistemas moleculares, considerados como sistemas de muchos cuerpos. Cada método
es aplicado convenientemente segiin el tamano y la configuracién del sistema que
se pretenda estudiar, una de las propiedades principales obtenidas de los calculos
mecanico cuanticos son los orbitales moleculares MO’s, los cuales describen el estado
electronico del sistema, proporcionando su configuracion electrénica y las energias de
llenado de los orbitales.

Uno de los orbitales moleculares méas representativos de cada sistema es el orbital
molecular ocupado mas alto (HOMO: Highest Occupied Molecular Orbital), ya que
es el ultimo orbital ocupado por un par de electrones y, por tanto son los primeros
que pierde la molécula. Asimismo, el orbital molecular desocupado mas bajo (LUMO:
Lowest Unoccupied Molecular Orbital) es igual de importante, pues es el orbital de
menor energia y ademéas vacio, asi es el primer orbital al que puede saltar un par de
electrones.



Capitulo 2: Fundamentos Teoricos 29

2.4.1. Espectroscopia UV-Vis

La TD-DFT se ha convertido en una herramienta muy 1til para tratar estados de
excitacion electronica, los cuales se fundamentan en la interaccién entre luz y materia,
asi la DFT se extiende al tener en cuenta la dependencia del tiempo (TD) de las ondas
electromagnéticas, lo cual permite el estudio de las propiedades 6pticas de sistemas
moleculares, pues proporciona espectros de absorcién e informacién de su respectiva
emision.

Para los estados excitados la aproximacion local en el tiempo parece funcionar
correctamente. Entonces, para un sistema inicialmente en reposo, se considera una
perturbacion introducida por el Hamiltoniano de Kohn-Sham y se aplica un campo
dv(t)

epp(r,t) = 0v(t) + dvser(r, t), (2.81)

donde dvgcr(r,t) es la respuesta lineal del campo autoconsistente que surge de la
densidad de carga dado por

op(r,w) = 6Pu(w)Wu(r) Wi (r) + > 0P (w)W;(r) UL (Rr), (2.82)
aqui, Py es la respuesta lineal de la matriz de densidad KS/HF en la base de los
orbitales moleculares no perturbados. 0 P se divide por conveniencia en dos partes,
para el hueco y la particula (0 P,;), las cuales se relacionan con el complejo conjugado.
La etiqueta para los MO ocupados es 1, 7, para los virtuales es a, b y para orbitales en
general s,t,u,v. La respuesta lineal de la matriz densidad KS/HF al campo aplicado
son el resultado elemental de la teoria de perturbacién dependiente del tiempo y se
puede escribir como

Ang
(65 —€) —w
siendo Ang es la diferencia de los nimeros de ocupacion, para st = ai esta diferencia
es 1 y para st = ia esta diferencia es —1. El potencial dvgcr depende de la respuesta
de la matriz densidad

5UiCF — Z Kst,uv(w)épuv(w)

= Z K ()0 Pyj(w) + > K jp(w)d Pjp(w),

jb

0Py = dugf! (), (2.83)

(2.84)

K es la matriz de acoplamiento que se definirda mas adelante, por ahora se sustituye
las ecuaciones (2.81) y (2.84) en (2.83), obteniendo después de algebra

Kéﬁ i) e (3 _Olﬂ (;5*) - (:55;*) ’ (2.85)

las matrices A y B estan definidas como

Auipi = 0ab0ij(€a — €;) + Kaipjs (2.86)
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Bipi = Kai jb- (2.87)

La matriz de acoplamiento se determina utilizando la regla de la cadena y usando
las definiciones para vsop(r,t), vip](r,t) y op(r,w)
i _ ovser
STOUVT 3Pm,
o ovXxe
0P, 0Py
= (Voo () Wi (r) [0 (r) Worr (r)) + / drdr' Vi, (r) Wy, (r)

x Uy ()W, (r)).

82 Exc
0po(r)dp(r')

(2.88)

De esta manera, en la aproximacion adiabatica la matriz de acoplamiento es indepen-
diente del tiempo y es real cuando los MO son reales.

De lo anterior, las energias de excitacion se determinan como polos de las funciones
de respuesta, es decir valores propios igual a cero de (2.85), entonces las energias de
excitacion se pueden determinar como un problema de valores propios no hermitianos

B [ R

2.5. Efectos del disolvente

En un modelo molecular considerar los efectos del disolvente genera un modelo
realista de las biomoléculas [76]. Experimentalmente, la solvatacién es un proceso
en el cual un soluto es disuelto en un disolvente, el soluto es separado en iones o
moléculas, las cuales son rodeadas por el disolvente, asi aparecen interacciones entre
moléculas del soluto y el disolvente.

Uno de los disolventes biol6égicos mas comunes es el agua. Sin embargo, existen
de diferentes tipos de disolvente los cuales pueden ser clasificados en polares y no
polares. Los disolventes polares se caracterizan por tener carga parcial, el agua es un
disolvente polar y su carga parcial se distribuye en positiva para cada hidrégeno H, y
negativa para el oxigeno O. De forma que entre un disolvente polar y un soluto polar
se propicia con mayor porcentaje las interacciones de Coulomb. Mientras tanto, un
disolvente no polar se caracteriza por ser eléctricamente neutro, por lo tanto disuelve
mejor solutos no polares.

Teoéricamente, el solvente puede ser estudiado usando modelos discretos, continuos
o una combinacién de ellos.
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2.5.1. Modelo explicito

Tradicionalmente el modelo discreto o explicito de solvatacion se obtiene intro-
duciendo un numero considerable de moléculas de disolvente alrededor del soluto.
Este modelo se considera el mas realista para la solvatacién, pues las interacciones
entre moléculas de soluto y disolvente se hacen explicitas. Sin embargo, este modelo
tiene un costo computacional elevado, de hecho en algunos casos cuando los sistemas
moleculares son grandes, resulta imposible obtener algiin calculo.

2.5.2. Modelo Implicito

Una alternativa al modelo explicito es el modelo implicito, que consiste en sus-
tituir el entorno real del disolvente, formado por moléculas discretas, por un medio
continuo infinito con las propiedades dieléctricas del disolvente, esto garantiza un cos-
to computacional mas bajo. Sin embargo, algunas propiedades como los enlaces de
hidrogeno soluto-disolvente relacionados con las interacciones moleculares ya no pue-
den ser consideradas para este modelo, en su lugar aparece a nivel de campo medio
la contribucién de la energia de solvatacion global. Por lo tanto, la energia total de
una molécula disuelta se puede escribir convenientemente como

Etot = Evac + AC;solva (290>

donde F,,. es la energia potencial de la molécula en el vacio o en fase gaseosa vy AG o1
es la energia libre de solvatacién, la cual se puede estimar como

A(;’solv = AGel + ACTYnofpolara (291)

siendo AGo—polar la energia libre de disolucién de una molécula de la que se han
eliminado todas las cargas (significa que las cargas parciales de cada dtomo se suponen
como 0), AG, es la energia libre de eliminar primero todas las cargas en el vacio y
luego anadirlas en presencia de un disolvente continuo [76].

Uno de los métodos implicitos més usados y que eventualmente se usara para el
desarrollo de este trabajo es el modelo continuo polarizable (PCM por sus siglas en
inglés) propuesto por Tomasi et al. en 1999, consiste en la integracién numérica de la
densidad de carga del soluto. Para este método la energia libre molecular en solucién
es [77]

AG(sol'v = AC;es + AGdr + AGcam (292)

donde AG,; es la contribucién electrostatica a la energia libre en solucion, AGy, es la
contribucion electrostatica y de dispersién-repulsion a la energia libre, y AG,,, es la
energia de la cavidad. Los tres términos son calculados utilizando una cavidad definida
mediante esferas de van der Waals centradas en las posiciones de los dtomos. El campo
de reaccion se representa a través de cargas puntuales ubicadas en la superficie de la
cavidad molecular [77].
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2.6. Principios de la espectroscopia

El fundamento de la espectroscopia determinara la respuesta espectral de la in-
teraccion de la luz con la materia. El espectro es un grafico de la intensidad de esta
interaccién (absorcion, emision y excitacion) como funcién de la longitud de onda (\)
o frecuencia (v) de la luz incidente o emitida. Los espectros son medidos por un dis-
positivo llamado espectrémetro, el cual permite seleccionar con suficiente precision la
longitud de onda de luz incidente y emitida/transmitida, al mismo tiempo que mide
la intensidad de la respuesta del material analizado, en el caso de este trabajo una
solucion [78].

Los principales componentes de un espectréometro son:

= Fuente de luz, la cual proporciona luz policromatica al monocromador que
difracta la luz. Generalmente, la fuente de luz depende del tipo de técnica espec-
trofotométrica. En el caso de radiaciéon UV, frecuentemente son usadas lamparas
de hidrogeno o deuterio. Para radiacién visible, las lamparas mas comunes son
de filamento de tungsteno y arco de carbono. Finalmente, para radiacion IR se
usan generalmente ldmparas de Nernst y el arco de carbono. Una lampara de
Xenoén es muy versatil y puede ser empleada en los tres casos.

= Monocromador, su funcién es dividir la luz policroméatica en longitudes de
onda individuales. En espectrometros antiguos el medio preferido para dividir
la luz eran prismas, actualmente se utilizan redes de difraccion de diferente
nimero de lineas por nm.

= Portamuestras o cubeta, para soluciones es una cubeta normalmente de cuar-
zo para aprovechar su amplio rango de transparencia UV-Vis-NIR, su funcién
es contener la muestra permitiendo que la longitud de onda seleccionada pase
a través de ella.

= Detector fotosensible, su funcién es detectar el bajo nivel de energia radiante,
por lo que debe ser altamente sensible y estable a largo plazo. Actualmente
muchos espectrémetros utilizan CCD como detectores. Sin embargo, el uso de
fotomultiplicadores sigue vigente, como en este caso, especialmente en sistemas
complementados con medidas de vida media de emision.

= Dispositivo de lectura, su funcion es convertir la senal recibida del detector en
informacion digital. El equipo utilizado, integra las senales analdgicas del control
de monocromadores y de respuesta del fotomultiplicador, a un sincronizador
de sefiales conocido como lock-in. De ahi pasa a una tarjeta digitalizadora y
finalmente a la PC.

La Fig. 2.2 representa de forma general el funcionamiento del espectrofotometro.
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Figura 2.2: Esquema representativo del espectrofotémetro de un solo haz.

2.7. Fluorescencia

Las mediciones de la espectroscopia de fluorescencia permite conocer ampliamen-
te procesos moleculares tales como interacciones entre disolventes y fluoréforos, las
distancias entre sitios de las biomoléculas, los cambios conformacionales y las inte-
racciones de enlace.

El fenémeno de luminiscencia se puede definir brevemente como la emision de luz
por la materia, con previa excitacion por diferentes formas de energia. Por supuesto,
existen diferentes caminos para causar este fenémeno, uno de ellos es la fotoluminis-
cencia, que significa que la fuente de energia es la luz. A su vez, tomando en cuenta la
naturaleza del proceso de desexcitacién se puede distinguir la fluorescencia y fosfores-
cencia que se comparan mas adelante. Cuando un electrén en el estado fundamental
es excitado por la absorcion de un foton de energia suficiente, el electrén se localizara
en un estado excitado electronicamente, la relajacion desde ese estado puede darse por
dos vias, por relajacion fonénica (no radiativa) o foténica (radiativa), dependiendo de
la separaciéon entre diferentes niveles de energia disponibles. Es comiin encontrar una
combinaciéon de ambos procesos en la gran mayoria de materiales fotoluminiscentes.

Dos fenémenos pueden ocurrir en el proceso de emision, la fluorescencia o la fosfo-
rescencia, depende de la naturaleza del estado de excitacion y del tiempo que les lleve
la relajacion. En la fluorescencia los estados excitados singletes, el electron en el orbi-
tal excitado se ubica, de acuerdo con el principio de exclusion de Pauli, con el segundo
electrén en el orbital del estado fundamental (por espin opuesto), entonces la caida
al estado fundamental esta permitida por el espin y se produce una emisién rapida
de un fotén, la tasa de la fluorescencia normalmente es 10® s=!. En la fosforescencia
la emision de luz ocurre de los estados excitados tripletes, el electrén en el orbital del



34 Capitulo 2: Fundamentos Teoricos

estado excitado tiene la misma orientaciéon de espin que el electréon en el orbital del
estado base. De manera que las transiciones al estado base estan prohibidas y la tasa
de emisién es lenta de 103 a 10° s71. La fosforescencia no suele ocurrir en soluciones
liquidas a temperatura ambiente, ya que existen otros procesos de desactivacion que
compiten con la emisién, como el decaimiento no radiativo y los procesos de apagado
(quenching) [3].

La fluorescencia es un fenémeno muy comun en moléculas organicas aromaticas.
Mientras que los atomos no suelen ser fluorescentes en fases condensadas, excepto por
el grupo de los lantanidos que se caracterizan por tener transiciones electronicas entre
orbitales 4f.

Los espectros de emision pueden variar dependiendo de la estructura quimica del
fluoréforo y del disolvente en el que esta disuelto [3].

Los procesos de absorcion y emisiéon de luz suelen representarse utilizando los
diagramas de Jablonski que ilustran el estado base Sy y los dos primeros estados
excitados S7 y S5, respectivamente. Como se muestra en la Fig. 2.3. Ademéas en
cada estado excitado se observan los niveles vibracionales en los que el fluoréforo
se puede encontrar, representados por 0, 1, 2, etc. Las transiciones entre estados
se representan con lineas verticales para identificar la naturaleza de la absorcion y
emision. Las interacciones con el solvente y las transferencia de energia atin no son
tenidas en cuenta en este diagrama.
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Figura 2.3: Representacion de un diagrama de Jablonski.

Después de que un sistema absorbe luz, pueden ocurrir diferentes procesos. El
fluoréforo es excitado y dependiendo de la energia puede poblar los niveles S, S5 o
Sy, (siendo n un estado excitado superior). Cuando el sistema se relaja hasta llegar
al nivel mas bajo de Sj, el proceso se llama conversién interna (CI) y generalmente
ocurre en 10712 s 0 menos, lo que significa que ocurre antes de la emisién (1078 s).
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Por lo tanto, la emision de la fluorescencia suele ser el resultado de un estado excitado
en equilibrio térmico, en otras palabras del estado de menor energia Sy [3].

Un proceso intermedio en un sistema molecular es que, una vez en el estado S;
ocurra una conversion de espin al primer estado triplete 7T, y la emision de este estado
da lugar a la fosforescencia. En general, esta emision se desplaza a longitudes de onda
mas largas (es decir, de menor energia) comparada con la fluorescencia. El proceso
de conversion de espin de Sy a T} se llama cruce intersistema [3].

En general, la fluorescencia se caracteriza por el desplazamiento de Stokes, pues
en el diagrama de Jablonski se muestra que usualmente la emisién ocurre con menor
energia que la absorcion. Este fenémeno fue observado por G.G. Stokes en 1852 [79],
quién afirmé que las pérdidas de energia entre la excitacién y la emisién se observan
universalmente para las moléculas fluorescentes en solucion. La causa del desplaza-
miento Stokes es la rapida caida al nivel vibracional mas bajo de S;. Adicionalmente,
puede ocurrir otros efectos para los fluoréforos que generan més desplazamientos de
Stokes, estos efectos estan relacionados con el disolvente, las reacciones del estado
excitado, la formacién de complejos y/o la transferencia de energia [3].

En la mayoria de los fluoréforos el espectro de emision es una imagen especular del
espectro de absorcién, sin embargo, existen excepciones; por ejemplo, cuando existe
alguna ionizacion de algtin grupo funcional. Asimismo, la concentracion de fluoréforos
bioquimicos puede afectar el espectro de emision y generar mayores desplazamientos
de Stokes.

Existen dos clases generales de fluordforos, intrinsecos y extrinsecos. Los primeros
aparecen de forma natural, mientras que los segundos se afiaden a una muestra y
presentan propiedades espectrales particulares. Un fluoréforo intrinseco dominante es
el grupo indol del triptéfano, absorbe luz de alrededor de 280 nm y emite alrededor
de 340 nm. El espectro de emision del indol suele ser muy sensible a la polaridad del
disolvente.

Los desplazamientos de Stokes, es decir la aparicion de longitudes de onda mas
largas en la emision comparadas con la de la absorcion, ocurre frecuentemente para
fluoroforos polares en disolventes polares, su desplazamiento se debe a las interaccio-
nes entre el fluoréforo y su entorno inmediato.

2.7.1. Transferencia de energia de resonancia

Tipicamente la transferencia de energia por resonancia (RET por sus siglas en
inglés) es llamada transferencia de energia por resonancia de fluorescencia o de Forster
(FRET por sus siglas en inglés). En este mecanismo se considera que un fluoréforo es
excitado y ocurre una transferencia de energia sin radiacion desde el estado excitado
del fluoréforo (donador) a otro fluoréforo (aceptor) muy cercano, a través de un
acoplamiento dipolo-dipolo. Esta transferencia de energia tiene lugar a distancias de
30 a 60 A [3]. La eficiencia Ergpr con la que ocurre esta transferencia de energia es
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muy sensible a la distancia de separacion de los dos fluoréforos, r, segtin la expresion

Epnpr = (1 + (12:0)6) h , (2.93)

donde R, representa el radio de Forster del donador y aceptor, el cual depende del
solapamiento del espectro de excitatién del aceptor y el espectro de emision del do-
nante.

Cuando dos fluoréforos se asocian para producir una FRET la intensidad de la
emision del donante disminuye, como se ilustra en la Fig. 2.4
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Figura 2.4: Figura tomada de [3]-Fig. 1.24. Transferencia de energia entre monémeros etiquetados
como donador (D) y aceptor (A) que se asocian para formar un dimero. Este ejemplo representa el
donador como el triptéfano (Trp) y el aceptor como el dansilo (DNS).

2.8. Propiedades de absorciéon y emisién del Euro-

pio

Dadas las propiedades luminiscentes del Trp v el ion Eut, la posibilidad de
estimular la emisiéon del Eut por la presencia del Trp, es factible, pues el ion se
puede incorporar en un entorno organico, siendo capaz de captar luz. Por lo tanto, la
energia se puede transferir desde un entorno excitado al ién, el cual termina emitiendo.
Por esta razon, es importante tener como referencia las transiciones de absorcién y
emisién del ion Eut en las Tablas 2.1 y 2.2. Dichas transiciones fueron reportadas
por primera vez por Dieke y colaboradores, quienes realizaron mediciones espectrales
sistematicas en matrices de LnCls. Los resultados se presentan en el diagrama de
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Dieke [30], que reporta la energia de los estados para los iones Ln®**, algunos de ellos
se pueden observar en la Fig. 2.5.

Particularmente el Eu®T tiene una emisién roja muy intensa, debida a las tran-
siciones °Dy —"F; donde J = 0,1,2,3,4,5,6 que representan los niveles de la con-
figuracién 4 9. El nivel Dy no manifiesta desdoblamiento por influencia del campo
cristalino (J = 0).

Tabla 2.1: Transiciones observadas del espectro de absorcién del Eu3™.

Transicion Rango de longitud de onda (nm)

Fg +Fy 1850-2200
°Dy +F, 585-600
°Dy «+Fy 570-585
°Dy +F, 530-540
5D1 F7FQ 520-530
°Dy «+F, 470-480
5D2 (—7F0 460-470
°D3 +TF,; 410-420
5L6 <—7F1 400-410
’Lg < F 390-405
°Dy «+F, 365-370
°Dy «+Fy 355-365

Tabla 2.2: Transiciones observadas del espectro de luminiscencia del Eu3t.

Transicion Rango de longitud de onda (nm)

°Dy —Fy 570-585
Dy —=7F, 585-600
Dy —F, 610-630
Dy —F54 640-660
5Dy —TFy 680-710
5D0 —>7F5 740-770

"Dy —"F;5 810-840
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Capitulo 3

Metodologia

En este capitulo se especifican los métodos computacionales y experimentales usa-
dos en este trabajo de tesis. Debido a la observacion experimental que hizo evidente
un corrimiento al rojo en la longitud de onda de excitacion en funcién de la concentra-
cion para soluciones de T'rp en agua, se presenta en primera instancia una descripcion
cualitativa del modelo usado teéricamente para estudiar el efecto de la concentracién
de T'rp en agua en los espectros de absorcién y emisién. Por supuesto, el modelo de
solvatacion usado también es justificado mas adelante. En segunda instancia, con el
fin de estudiar la influencia de la polaridad en la fluorescencia del T'rp, se describe
el modelo empleado para simular el sistema de T'rp en acetona que proporciona re-
sultados comparables con los experimentales. Posteriormente, se describe de forma
andloga el modelo de T'rp en ciclohexano. Por tltimo, se explica de forma cualitativa
el método empleado para modelar y obtener resultados comparables con los datos
experimentales obtenidos solo para el Eu®" en agua y descritos en la literatura del
Eu?* en agua sensibilizado con Trp.

3.1. Modelado de los clusters

A continuacién se justifican los clusters empleados para modelar el Trp en sol-
ventes tales como agua, acetona y ciclohexano. Por tltimo, se presenta el cluster del
complejo Trp-Eut en agua.

3.1.1. Trp en agua

Existen diferentes conférmeros de Trp en los que puede ser més estable este
aminoacido, dependiendo del entorno local. Ademas de esto, su estructura también
puede cambiar de una forma neutra, para solventes no polares o propiamente en su es-
tado gaseoso, a una forma zwitterionica para solventes polares (ver Fig. 1.5) [24,26,81].
Teniendo en cuenta lo anterior, para la construccién de clusters es necesario considerar
el conférmero més conveniente.

39
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Debuze et al. [82] y Eriksen et al. [83] realizaron un andlisis conformacional del
Trp en solucién acuosa utilizando dindmica molecular a 300 K y simulaciones de
mecanica molecular. Observaron a través de NMR (Nuclear Magnetic Resonance)
que la conformaciéon predominante se produce cuando los anillos del grupo indol
tienen una orientacién perpendicular p (y2 = —90°) y un enlace en la configuracién
—g (x1 = —60°), ver Fig. 1.4. Sin embargo, las interacciones entre soluto-disolvente
que se generan a través de enlaces de hidrogeno son importantes y pueden afectar
considerablemente el espectro de absorciéon y emision.

Generalmente, los enlaces de hidrogeno se forman por la interaccién entre atomos
de hidrégeno y moléculas polares, debido a la carga parcial positiva que adquiere el
hidrégeno (H) y la carga negativa que adquiere el nitrégeno (N) o el oxigeno (O), como
es el caso de estudio de este trabajo con las moléculas de agua y el T'rp. También, como
ya se ha mencionado anteriormente el Trp en disolventes polares, como el agua (e &
80), es més estable en su forma zwitteriénica. Sin embargo, solo es posible mantener
su estabilidad a través de los enlaces de hidrogeno que se forman con moléculas de
agua a su alrededor. Por estas razones, es imprescindible considerar para el modelo
de solvatacion discreto.

Ahora bien, al modelar con el método discreto de disolvente, es decir Trp con
moléculas de agua explicitas, el conférmero mas estable ahora es diferente. Hurtado
et al. [24] confirmaron con este método de solvatacién, usando ocho moléculas de
agua, que el conférmero més estable se describe por un enlace de tipo t (xy; = 60°) y
una orientacién perpendicular p (x2 = —90°), es decir Zpt (ver Fig. 3.1). Por supues-
to, experimentalmente es posible tener una combinacion de diferentes conférmeros
que contribuyen individualmente a la fluorescencia total. Es por ello que se considerd
adicionalmente el conférmero Zag*t (ver Fig. 3.1), que es el conférmero de la estruc-
tura neutra Nag™, la cual segin diferentes investigadores es la mas estable en fase
gaseosa [18-20,22].

Figura 3.1: Geometrias optimizadas de los conférmeros Zpt y Zag™ en agua, usando el modelo PCM.

Tomando como geometrias iniciales los conférmeros Zpt y Zag™, ahora el proble-
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ma es encontrar las posiciones nucleares del estado fundamental de todos los a&tomos
que conformaran el cluster, aceptando el hecho de que nueve moléculas de agua son
necesarias para estabilizar el zwitterién como lo muestra Liu et al. [21]. Es importante
precisar que introducir moléculas de agua explicitas aleatoriamente e ir aumentan-
do la cantidad de las mismas alrededor del T'rp es poco practico, pues aunque las
moléculas de agua mas cercanas al T'rp interaccionan fuertemente entre si y con el
T'rp, las moléculas de agua situadas mas lejos del Trp dejan de interaccionar con él,
pero siguen interaccionando entre ellas, y debido a la zona de vacio estandar impuesta
es dificil establecer un limite donde las moléculas de agua no interaccionen, porque
siempre lo hacen. Asi es complicado encontrar una correcta optimizacién geométrica
del cluster.

Para solucionar el problema de las posiciones nucleares de los atomos se lleva
a cabo un cédlculo de mecanica molecular (MM) [84, 86] que considera cientos de
moléculas de agua, lo que permite un modelado mas realista a través de las condiciones
de frontera peridédicas. En el procedimiento, los &tomos se consideran como particulas
puntuales, entonces se toman en cuenta doscientas moléculas de agua que rodean una
molécula de Trp (Zpt o Zag™) dentro de una celda. Posteriormente, se aplican los
pardmetros del campo de fuerza de Dreiding [85] en el célculo, y luego de un paso de
dinamica NVT a T=300 K, se obtiene un sistema que incluye la media de todas las
posibles posiciones atémicas internas en funcién de su energia. De este tltimo paso
del célculo, se extraen las coordenadas correspondientes al cluster (7rp); — (H20)q
del cual se espera contenga informaciéon de un entorno preciso, aunque esté inmerso
en el vacio. Este proceso genera una geometria inicial para realizar el célculo de
optimizacién al nivel de quimica cuantica, y posteriormente sus transiciones verticales.

A partir de la unidad base (Trp); — (H20)9, como se observa en la Fig. 3.2 se
construyeron cuatro clusters aumentando a la misma razon 1:9, las moléculas de Trp
y de agua en dos, tres y cuatro unidades a distancias reducidas entre las unidades,
para modelar la concentracién en funcién de las posibles interacciones. Vale la pena
mencionar que existen diferentes geometrias en las que puede ubicar la segunda,
tercera y cuarta molécula de T'rp con sus respectivas moléculas de agua circundantes,
es por ello que en el apéndice C se presentan algunas geometrias diferentes con sus
respectivas energias.

Con respecto a la concentracion es importante aclarar que para los calculos cuanti-
cos no se cuenta con un parametro de volumen establecido, de hecho cualquier cluster
modelado se considera rodeado de un vacio infinito. Entonces, partiendo del hecho
que la concentracion de masa es proporcional a la relacién entre masa del soluto y el
volumen de la solucion:

Masa de soluto(g)

Concentracién de masa =

. 3.1
Volumen de solucién (L) (8:1)

En este sentido, la Fig. 3.3 representa cualitativamente el aumento de la concentracion
de soluto en un disolvente, como se observa la distancia de separacion entre moléculas
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Figura 3.2: Geometrias optimizadas de los clusters de Trp en agua, usando nueve moléculas de agua
alrededor de cada Trp.

Figura 3.3: Tlustracién cualitativa de la masa de un soluto en un volumen determinado que aumenta
con la concentracion. A bajas concentraciones de soluto, la distancia media de separaciéon entre
las moléculas de soluto es grande, pero disminuye al aumentar la concentraciéon, de forma que
T <Tp < Te.

de soluto a bajas concentraciones es grande, pero cuando la concentracién incrementa,
la distancia media de separacién disminuye, permitiendo asi mas interacciones entre
moléculas de soluto.

Debido a la ausencia del parametro de volumen, en este trabajo se considera
el parametro de la distancia de separacion entre moléculas de soluto para modelar
cualitativamente la concentracién, como un analogo al comportamiento observado
experimentalmente. Bajo este argumento se construyeron los clusters propuestos en
la Fig. 3.2, los cuales garantizan primero, que cada molécula de T'rp adquiera la forma
zwitteriénica correcta con las nueve moléculas de agua rodeando el Trp; y segundo,
que las interaccionas que genera el aumento de la concentracion sean consideradas en
los clusters construidos al disminuir la distancia entre moléculas de T'rp cercanos.

Se podria pensar que la forma mas sencilla de modelar la concentraciéon es a partir
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de un nimero de moléculas fijo, por ejemplo 36, e incrementar las moléculas de T'rp
de la siguiente manera: (Trp); — (H20)s6, (Trp)a — (H20)s6, (T'rp)e — (H30)36 ¥
(T'rp)s — (H20)36. Pero es apropiado reiterar que en los célculos cudnticos no se tiene
control sobre el pardmetro de volumen, y las moléculas de agua restantes a las nueve
necesarias para el zwitterion, pueden ubicarse entre las moléculas de soluto generando
mayor separacion entre ellas, causando que sus interacciones no sean las esperadas.

3.1.2. Trp en acetona

La estabilidad de la estructura zwitterionica del Trp en solventes polares ya ha
sido ampliamente estudiada en la literatura. Sin embargo, en solventes con menor
polaridad, como lo es la acetona (e &~ 21), la forma mas estable del Trp aun es una
cuestion abierta. Por lo tanto, antes de construir los clusters que permitan obtener
resultados tedricos comparables con los experimentales, es necesario hacer un estudio
particular del T'rp en acetona para encontrar la estructura més estable (zwitteriénica
o neutra) en este disolvente, el nimero de moléculas de acetona necesarias alrededor
del Trp, y finalmente el conférmero mas estable en este ambiente.

Con el fin de encontrar un conférmero y una estructura de Trp en acetona como
punto de partida es conveniente citar el trabajo de Hurtado et al. [24], quienes re-
portaron las energias electronicas absolutas de conférmeros de Trp zwitterionicos y
neutros en diferentes disolventes con el modelo PCM. A continuacién, en la Tabla 3.1
se describen las energias reportadas por los autores para el disolvente de acetona
usando dos métodos.

Conférmero Método
B3LYP/6-31+G(d,p) \ MP2/aug-cc-pvdz//B3LYP /6-31+G(d,p)
Zpg" 263643422 2634.542402
Zpg~ -686,4336676 -684,5400316
Zpt -686,4303064 -684,5359494
Zag" 2636,4341004 2634 5418542
zZag~ -686,435533 -684,541394
Zat -686,428921 -684,534681
Nag~ -686,4381768 -684,5442434
Npg* -686,4368945 -684,544409
Nag™ -686,4369747 -684,5443263

Tabla 3.1: Energias electrénicas absolutas medidas en Hartrees de los conférmeros de Trp zwitte-
riénicos y neutros mas estables en acetona simulados con el modelo PCM con los métodos indicados.
Los datos fueron reportados por Hurtado et al. [24].

En primer lugar, los métodos usados para calcular la energia muestran que usando
un modelo de solvatacion implicito es mas estable la estructura neutra del Trp. Sin
embargo, hay que manejar esta informacion cuidadosamente, ya que con agua sucede
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el mismo comportamiento, pero se sabe que en agua es mas estable la forma zwitte-
ridnica y por eso surge la necesidad de considerar moléculas de agua explicitas. En
segundo lugar, la informacién proporcionada por la Tabla 3.1 permite dar una idea de
los conféormeros més estables en acetona, aunque estén en su forma neutra, estos son
Nag~, Npg™ vy Nag™ con las energias més bajas. A pesar de esto, es necesario hacer
un estudio particular, considerando moléculas de acetona explicitas similar al caso del
disolvente agua. Teniendo en cuenta que el hecho de usar un modelo de solvatacion
discreto con moléculas de acetona alrededor del Trp, genera interacciones a través
de enlaces de hidréogeno que cambian la geometria del T'rp, y consecuentemente el
conférmero mas estable, que ain es desconocido.

Para comenzar la construccion de los clusters que permitan comparar resultados
espectroscopicos tedricos y experimentales de Trp en acetona, se toma en cuenta el
valor experimental maximo de la longitud de onda del espectro de excitacion del T'rp
en acetona (A = 344 nm), que serd discutido en el proximo capitulo. En este sentido,
se emplea inicialmente el conférmero Nagt y Zag™ para los célculos, debido a que es
uno de los mas estables en acetona, como también en agua y el mas estable en fase
gaseosa. Los espectros de absorcién 6ptica (AO) calculados para este conférmero en
su forma neutra y zwitterionica usando PCM se muestran en la Fig. 3.4. Se puede
observar que las bandas de absorcién estan lejos de lo observado experimentalmente.
Asi que en la Fig. 3.5 se muestran las bandas de AO considerando una, dos, tres,

cuatro, cinco y nueve moléculas de acetona y en algunos casos incluyendo el modelo
PCM.

| i a) 1L 221.24

Intensidad (u. a.)

R

| | | | |
200 250 300 350 200 250 300 350
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 3.4: Espectros de absorcién 6ptica calculados para los conférmeros a) Nag™-PCM y b) Zag™-
PCM. Las lineas rojas representan los estados excitados con mayor fuerza de oscilador.

En el panel a) de la Fig. 3.5 se encontré que al incorporar una molécula de acetona
al conférmero Nag™ atin no es suficiente para obtener un espectro de absorcién con un
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Figura 3.5: Espectros de absorcién UV-Vis para diferentes clusters de Trp en acetona (C3HgO)
usando un modelo de solvatacién discreto y en algunos casos PCM: a) Nag™-(C3HgO)1, b) Nag™-
(CgH@O)l-PCM, C) ZCLg-i_—(C’g,E[@O)1—1:)01\/.[7 d) Nag+—(CgH60)2, e) Z(lg+—(C3H60)2, f) Nag“‘—
(C3Hs0)o-PCM, g) Zag"-(C3HgO)2-PCM, h) Nag*-(C3Hs0)3, 1) Zagt-(C3HgO)3, j) Nag™-
(03H60)3—PCM, k) Zag+—(C'3H6O)3—PCM, 1) Nag+—(C'3HGO)4, m) Zag+—(C3H60)4, 1’1) Zag+—
(03H60)5 y O) Zag+—(03H60)9.

valor cercano al obtenido experimentalmente, en contraparte la forma zwitteriénica
del mismo conférmero Zag™ no es estable sélo con una molécula de acetona. Ahora, en
los paneles b) y ¢) se consideré Nag® y Zag' cada uno con una molécula de acetona
y ademds con PCM, respectivamente; para el primer caso con Nag™ se observa que el
PCM genera un leve corrimiento a A = 279.8 nm, lo cual no ocurre en el segundo caso
con Zag™, para esta solvatacién combinando modelo discreto (con una molécula de
acetona) y modelo continuo, la estructura zwitteriénica es mas estable, como se puede



46 Capitulo 3: Metodologia

Solvatacién Estructura
Nag™ \ Zag*

(C3HgO), -879.627928 -
(C3HgO)1-PCM | -879.647404 -879.660592

(C3HgO)s -1072.7873757 | -1072.7787528
(C3HgO)-PCM | -1072.805132 | -1072.8085829

(C3HgO)3 -1266.082793 | -1266.111516
(C3HgO)3-PCM | -1265.987693 | -1265.998757

(C3HGO)4 -1459.146892 | -1459.472138

(C3HgO)s - -1652.335359

Tabla 3.2: Energias electrénicas absolutas medidas en Hartrees de Nag™ y Zag™ simulados con el
modelo de solvatacién discreto y en algunos casos también con el PCM. El método de cédlculo para
todos los casos fué B3LYP/6-31+G(d,p)//TD-B3LYP/6-311+G(d,p).

notar en la Tabla 3.2. Incrementando las moléculas de acetona a dos, para los paneles
d) y e) con Nag™ y Zag™ respectivamente, es evidente que los espectros de absorcién
no presentan cambios significativos respecto de los casos anteriores, sélo que con
dos moléculas de acetona es mas estable la estructura neutra. Un comportamiento
similar ocurre en los paneles f) y g) los cuales consideran el PCM, para los casos
anteriores y no afecta en gran medida los espectros de absorcion, pero genera que sea
mas estable la forma zwitterionica. En los paneles h) e i) el espectro de absorcion
empieza a desplazarse al longitudes de onda més largas, especialmente para el caso
con Zag"t, que de hecho ahora es més estable s6lo con tres moléculas de acetona. De
aqui en adelante, las energias del estado fundamental de los demas casos mostraron
mas estabilidad de la forma zwitteriénica, con acetona modelada de forma explicita
y combinada con la forma implicita. Considerando hasta tres moléculas de acetona,
se observo que los espectros de absorcién no tienen diferencias significativas cuando
se incluye el PCM. De manera que, a partir de cuatro moléculas de acetona, ya no
se tomo en cuenta el PCM, ademas de que el método se solvatacion mezclado toma
cada vez mas tiempo de calculo, cuando van aumentando el niimero de dtomos.

Después de incrementar las moléculas de acetona hasta cuatro, se logra visualizar
la tendencia del zwitterion a ser méas estable que la estructura neutra, lo que arroja
un primer resultado y es que el T'rp en acetona, al igual que en agua, es mas estable
en su forma zwitterionica. Sin embargo, es necesario seguir aumentando la cantidad
de moléculas de acetona para tener un espectro comparable con el experimental. Con
cinco moléculas de acetona ya es mas clara la tendencia del espectro a desplazarse
al rojo, asi que se estimoé que, al igual que en el caso del agua, nueve moléculas de
acetona podrian ser suficientes. Como se muestra en el panel o) con nueve moléculas
de acetona, donde aparece el primer estado excitado en A = 350.94 nm, valor cercano
al experimental, sin embargo tiene una intensidad muy baja, es decir una probabilidad
de ocurrir muy pequena.
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Es importante mencionar que un cluster con nueve moléculas de acetona y una
molécula de Trp contiene una cantidad de atomos significativa, lo cual requiere pa-
ra optimizar la geometria del estado fundamental, bajar el nivel de calculo a uno
semi-empirico, que para este trabajo fue conveniente usar PM6, ya que el tamano del
sistema ya es muy grande para un nivel DFT. Pero como atn no fue suficiente con
nueve moléculas de acetona obtener un espectro de AO comparable con el experimen-
tal, es necesario considerar mas moléculas de acetona, pero agregar méas moléculas de
acetona es cada vez mas dificil, pues no se sabe con certeza las interacciones impor-
tantes entre el soluto y el disolvente. Por lo tanto, se realizé un estudio de dindmica
molecular (MD por sus siglas en inglés) [87] con una molécula de Trp y doscientas
moléculas de acetona circundantes, expuestas a variaciones de temperatura entre 273
y 1000 K a través de un bafio térmico. Luego de un proceso de enfriamiento de nuevo
a 273 K, es posible tener un primer acercamiento a la estructura mas estable de Trp
y la posicién méas precisa de las moléculas de acetona, adicionalmente se optimiza
el sistema utilizando MM [84, 86]. Por supuesto, para los calculos de espectroscopia
es necesario optimizar al nivel cuantico, para ello se debe reducir el niimero de ato-
mos, de manera que solo se toman en cuenta las moléculas de acetona mas préximas
que rodeen bien al Trp, las cuales por conveniencia fueron seleccionadas diecisiete
moléculas. Ahora, se eligieron los conférmeros mas estables en su forma zwitterionica
(Zag*t, Zag~, Zpg" y Zpt) y se optimizaron al nivel de PM6 con las posiciones de
las moléculas de acetona obtenidas con MD y MM, las energias calculadas para cada
conférmero se muestran en la Tabla 3.3. En color verde se indica la energia més baja,
asi que para este estudio el conférmero més estable en acetona es Zpt, aunque el
conférmero Zag* tiene una energia cercana. Sin despreciar las posibles interacciones
que tenga las moléculas de agua que pueden aparecer como impurezas, en el apéndi-
ce D se hace un analisis de las consecuencias que tiene considerar algunas moléculas
de agua en un cluster con acetona y Trp.

Conférmero Energia

Zag™ -3971.079411
Zag~ -3969.831683
Zpg™ -3969.949363
Zpt -3971.093859

Tabla 3.3: Energfas electronicas absolutas medidas en Hartrees, calculadas al nivel PM6//B3LYP/6-
3114G(d,p), para los clusters con T'rp més estables con 17 moléculas de acetona explicitas.

Una vez se ha encontrado el cluster de Trp en acetona ((Trp); — (C35HgO)17) que
reproduce en buena medida el espectro de excitaciéon experimental, se extiende el
modelo a la razén 1:17 ((Trp)s — (C5HO)s4), como se observa en la Fig. 3.6 para
simular de forma analoga la concentracion, como en el caso del agua. Sin embargo,
construir clusters més grandes es més dificil, pues la unidad base ((Trp); —(C3HgO)17)
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Trp:-(C3Hs0)y; Trp-(C3Hs0)3,

51

Figura 3.6: Geometrias optimizadas de los clusters de T'rp en acetona, usando diecisiete moléculas
de acetona alrededor de cada Trp.

ya tiene una cantidad de atomos suficientemente elevado, entonces apenas es posible
construir maximo otro cluster con dos unidades base.

3.1.3. Trp en ciclohexano

El ciclohexano es un disolvente con una polaridad muy baja (e ~ 2), por lo tanto el
Trp es estable en su forma neutra como lo han demostrado otros investigadores [18,19,
22,24-26]. De hecho, Hurtado et al. [24] reportaron las energias electrénicas absolutas
de los conférmeros de T'rp zwitteriénicos y neutros mas estables en ciclohexano con
el modelo PCM. A continuacién, en la Tabla 3.4 se describen las energias reportadas
por los autores y se hace evidente la estabilidad de la estructura neutra por encima
de la zwitteri6nica. Ademas, con el método MP2/aug-cc-pvdz//B3LYP/6-31+G(d,p)
el conférmero mas estable es Nag™, el cudl han mostrado otros autores que también
es el mas estable en estado gaseoso.

Como se mostrd para el caso del disolvente agua y acetona los enlaces de hidrégeno
son importantes en el momento de modelar el disolvente. Debido a la baja polaridad
del ciclohexano, se espera que los enlaces de hidrégeno sean considerablemente meno-
res, de hecho visiblemente ausentes. Sin embargo, para asegurarse de esto, se modeld
la solvatacién de una molécula de Trp, en su estructura Nag", en ciclohexano con
tres métodos, con el modelo explicito usando dos moléculas de ciclohexano, con el
modelo implicito PCM y mezclando ambos métodos como se observa en la Fig. 3.7.

En la Fig. 3.8 se calcularon los espectros de absorciéon para los tres sistemas
mostrados en la Fig. 3.7 para identificar el mejor método para modelar el disolvente
ciclohexano. Como se puede observar la envolvente de las tres curvas de absorcién son
muy similares, practicamente difieren en la intensidad. En el apéndice E se pueden
observar los orbitales moleculares involucrados en las transiciones que generan las
curvas de absorcién para el caso b) y c¢) de la Fig. 3.8. El lector puede verificar
que en las transiciones principales no participan las moléculas de ciclohexano, lo que
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Conférmero Método
B3LYP/6-314+G(d,p) \ MP2/aug-cc-pvdz//B3LYP/6-31+G(d,p)

Zpg* -686,425647 -684,533844
Zpg~ -686,4259837 -684,5333132

Zpt -686,4227181 -684,5293883
Zag" -686,4270736 -684,5352619
Zag~ -686,427314 -684,534267

Zat -686,418463 -684,523596
Nag~ -686,4273144 -684,5342678
Npg* -686,4256466 -684,533846
Nag™ -686,4270736 -684,535263

Tabla 3.4: Energias electronicas absolutas medidas en Hartrees de los conférmeros de T'rp zwit-
teriénicos y neutros mas estables en ciclohexano simulados con el modelo PCM con los métodos
indicados. Los datos fueron reportados por Hurtado et al. [24].
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Figura 3.7: Geometrias optimizadas de los clusters de Trp en ciclohexano, con el conférmero Nag™
usando el método de solvatacién a) implicito con el PCM, b) explicito con dos moléculas de ciclo-
hexano y ¢) una mezcla de los dos anteriores.

permite afirmar que para este trabajo el PCM es suficiente para modelar el disolvente
ciclohexano.

Con el fin de modelar la concentracién de soluciones de T'rp mas concentradas, se
construyeron cuatro clusters (I'rp); — (CsHiz), (T'rp)s — (CeHi2), (Trp)s — (CeHi2) v
(Trp)s—(CgHy2), manteniendo el concepto de concentracién en funcion de la distancia
de separacion entre moléculas de Trp, la cual disminuye cuando la concentracion
aumenta, en la Fig. 3.9 se muestran los clusters propuestos para el estudio teoérico. Ya
que existen diferentes posibilidades de ubicar la segunda, tercera y cuarta molécula de
Trp, en el apéndice F se describen en detalle dos geometrias posibles de cada cluster
con su respectiva energia, sin embargo los célculos espectroscopicos se realizaron con
las geometrias de menor energia.
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Figura 3.8: Espectros de absorcion éptica calculados para las geometrias optimizadas de los clusters
de Trp en ciclohexano, con el conférmero Nag™ usando el método de solvatacién a) implicito con
el PCM, b) explicito con 2 moléculas de ciclohexano y c¢) una mezcla de los dos anteriores.

Trp,-CeH;i2 Tl'pz'Cész

Figura 3.9: Geometrias optimizadas de los clusters de Trp en ciclohexano propuestos para modelar
la concentracién, con el conférmero Nag™ usando el método de solvatacién PCM.
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3.1.4. FEu®* sensibilizado con Trp en agua

Para todos los casos anteriores, donde se model6 el Trp en diferentes solventes se
usaron las herramientas TD-DF'T para el andlisis espectroscopico, estas herramientas
emplean la regla de oro de Fermi para obtener la probabilidad de transicion de los
estados electrénicos excitados. Sin embargo, al considerar dos complejos como Trp y
Eut cada uno hidratado con agua el sistema presenta dificultades, primero porque
el tamano del sistema requiere de un nivel computacional muy elevado; y segundo,
porque la mayoria de las transiciones del ion Eu* invierten su espin en la absorcién,
y este fendmeno no es considerado en el calculo cuantico usado por Gaussian. A pesar
de esto, los cdlculos TD-DFT pueden ser un complemento con ayuda de la teoria de
Judd-Offelt [88] empleada por el sofware LUMPAC, que permite conectar resultados
teéricos de absorcién con mediciones experimentales de emisiéon del ion Eu*, los
detalles tedéricos se muestran en el apéndice G. LUMPAC arroja los coeficientes de
Judd-Offelt que permiten determinar algunas propiedades, tales como la transferencia
de electrones involucrada en los diferentes niveles de excitaciéon y Gaussian muestra
las contribuciones moleculares involucradas en las transiciones.

Para modelar el cluster con los complejos de Trp y Eu?™, primero se optimizaron
en agua (de forma discreta) ambos complejos por separado al nivel cudntico con

Gaussian, ver Fig. 3.10, teniendo en cuenta que el ion de europio experimentalmente
fue obtenido del Cloruro de Europio Hexahidratado, EuCls-6H50O.

{

b)

Figura 3.10: Geometrias optimizadas de los clusters de a) Trp en agua y b) EuCls-6H50.

Luego, se construyé un cluster con las estructuras obtenidas anteriormente para
formar los complejos de Trp y Eu®t, se optimizo6 la geometria (ver Fig. 3.11) usando
un célculo semiempirico RM1 [89], con una aproximacion de Sparkle [90-92] usada
por LUMPAC. La aproximacion consiste en modelar la presencia del ion de lantanido
con una carga +3 en el sistema, parametrizando convenientemente los orbitales s, p



52 Capitulo 3: Metodologia

y d para que con un criterio de energia de formacién minima de ese elemento, mas la
energia total molecular de todo el complejo, se optimice consigo la informacion de la
posicién més esperada de todos los atomos inclusive la del lantanido, aunque no estén
involucrados los orbitales f (en el calculo cudntico, pero si en la teoria de Judd-Ofelt).
La geometria optimizada del sistema es aceptable, a pesar de la ausencia del lantanido
(sustituido por una carga +3), aunque es necesario resolver este problema de alguna
forma para el estudio de las propiedades 6pticas. Para ello, el primer paso es usar el
método de LUMPAC, que luego de optimizar, arroja las transiciones de absorcion del
sistema debidas a los &tomos del complejo que rodean al lantanido, usando el método
de tipo CIS, llamado ZINDO [93]. Entonces, las bandas de absorcién obtenidas son
debidas a las moléculas de agua, Trp y dtomos de cloro que acompaiian al ion Eu®™.
Posteriormente, LUMPAC requiere como informaciéon de entrada la curva de emision
experimental para aplicar la teoria de Judd-Offelt que provee como resultado los
coeficientes de Judd-Offelt €2, y €4, los cuales se usan para obtener la probabilidad
de transicion de energia entre los estados del medio ambiente y el lantanido.

Figura 3.11: Geometria optimizada del complejo Trp-EuCls en agua.

Un camino complementario, es obtener la absorcién 6ptica del complejo con la
presencia del lantanido real (no como carga) en el cluster, con el codigo Gaussian
16 [94] a través de célculos TD-DFT con una base atémica y pseudopotencial CEP-
4G [95] que maneja informacién del lantdnido. Obteniendo informacién de los orbitales
involucrados en las transiciones.
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3.2. Meétodo de calculo

Todos los calculos cuanticos realizados para el anélisis de los disolventes, se lleva-
ron a cabo con el programa Gaussian 16 [94].

Luego de obtener una geometria inicial después de un proceso de MD y MM, como
se menciond en la seccién anterior, las geometrias del estado fundamental (EF) de
cada cluster fueron obtenidas usando el método semi-empirico PM6, verificando con
un célculo de frecuencias que la estructura de cada cluster representa un minimo local.
Posteriormente, los espectros de absorciéon 6ptica se calcularon con la metodologia
TD-DFT al nivel 6-311+g(d,p), que a su vez permite conocer las contribuciones de
los orbitales moleculares involucrados en cada transicién electrénica.

Los clusters conformados por una cantidad de a&tomos considerablemente pequena,
fueron re-optimizados en el EF al nivel B3LYP/6-31+g(d,p) para obtener sus excita-
ciones electrénicas y el EE optimizado al mismo nivel, que proporciona la emision de
cada sistema.

3.3. Meétodo experimental

Las sustancias empleadas para las mediciones experimentales de este trabajo se
describen a continuacién con sus respectivas especificaciones:

» L-Tryptophan (Sigma Aldrich) C;;H12N2Os; peso molecular: 204.23 g/mol;
pureza > 99.5 %; estado sélido.

» Agua desionizada H,0O; peso molecular: 18.02 g/mol; ultrapura obtenida de
un proceso libre de endotoxinas, nucleasas, metales pesados, hongos y bacterias;
una resistividad de 18.2 (MQ-cm); estado liquido

» Acetona (Sigma Aldrich) CH30OCHj3;; peso molecular: 58.08 g/mol; pureza >
99.8 %; estado liquido.

» Ciclohexano (Sigma Aldrich) CgHjs; peso molecular: 84.16 g/mol; pureza >
99.8 %; estado liquido.

» Metanol (Sigma Aldrich) CH3OH; peso molecular: 32.04 g/mol; pureza >
99.8 %; estado liquido.

» Etanol (Sigma Aldrich) CH3CH;OH; peso molecular: 46.07 g/mol; pureza >
96 %; estado liquido.

» Cloroformo (Sigma Aldrich) CHCl3; peso molecular: 119.38 g/mol; pureza >
99.8 %; estado liquido.
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» Tolueno (Sigma Aldrich) C¢H5CHs; peso molecular: 92.14 g/mol; pureza >
99.8 %; estado liquido.

» Cloruro de Europio (III) hidratado (Alfa Aesar) EuCl;-xH50O; peso mole-
cular: 258.32 g/mol; pureza > 99.99 %; estado sélido.

Las muestras fueron obtenidas al disolver Trp o FuCl3 con los respectivos di-
solventes en las proporciones adecuadas para obtener las concentraciones deseadas.
Sabiendo que

Molaridad (M) = # moles de soluto (n)

3.2
litros de solucién (1) ’ (3.2)

donde

, - masa de soluto (m) (3.3)
peso de soluto (w)

Las muestras de cloruro de Europio (III) y T'rp en agua fueron obtenidas al disolver
primero cloruro de Europio en agua desionizada, y a partir de esta disolucién se
prepararon otras disoluciones agregando T'rp en diferentes proporciones.

Los espectros de absorcion se midieron con el espectrofotémetro UV-Vis-NIR mo-
delo Agilent Cary 5000, a temperatura ambiente en celdas de cuarzo de 3.5 ml, reco-
rriendo longitudes de onda (\) en el rango de 200 - 400 nm. Los espectros de excitacién
y emisién se midieron con el espectrofluorémetro Horiba Jobin-Yvon modelo Nanolog,
utilizando como fuente de luz una lampara de Xenén monocromada. En la deteccién
se utilizo un fotomultiplicador de Silicio acoplado a un monocromador de emisién,
las soluciones a medir se colocaron en las mismas celdas de cuarzo. Los dos equipos
mencionados se encuentran en Laboratorio Central del IFUAP.
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Resultados y Discusion

4.1. Conférmeros de Triptéfano

Teniendo en cuenta que existen diferentes conféormeros de Trp, para los cuales
su estabilidad depende del entorno local en el que se encuentre, en este trabajo,
se tomaron como referencia seis conféormeros en su estado neutro, reportados como
los més estables por Huang et al. y Hurtado et al. [24,26]. De forma andloga, se
consideraron las seis estructuras zwitterionicas esperadas, reportadas por Hurtado et
al. [24]. Las Figs. 4.1 y 4.2 muestran las geometrias optimizadas al nivel B3LYP/6-
31+G(d,p) de los conférmeros de T'rp en agua, modelada de forma implicita (PCM)
en su forma neutra y zwitterionica, respectivamente.

Nag+ Nag- Npg+

JJ‘f‘_‘- JJ..-J J:J
%J ﬁ-j:jl, H‘; el
Npg- Npt J‘I Nat
#3 5, %
AR

Figura 4.1: Geometrias optimizadas de las estructuras neutras de Trp en solucién de agua (PCM).
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Figura 4.2: Geometrias optimizadas de las estructuras zwitteriénicas de Trp en solucién de agua
(PCM).

La energia absoluta de las estructuras mostradas en las Figs. 4.1 y 4.2 obtenidas
al nivel BBLYP/6-31+G(d,p) se describen en la Tabla 4.1, la cual incluye también la
energia absoluta de un calculo de punto fijo al nivel MP2/aug//B3LYP/6-31+G(d,p)
para tener una idea mas precisa de las estructuras neutras y zwitterionicas de T'rp mas
estables en agua. Como se aprecia en la Tabla 4.1, son mas estables las estructuras de
Trp neutras en agua modelada con PCM. Al nivel B3LYP la estructura mas estable
es Nag~, mientras que al nivel MP2 es Npg™.

Para tener un estudio mas completo de las estructuras de Trp mostradas anterior-
mente, la Tabla 4.2 describe las energias absolutas en estado gaseoso, sin considerar
ningin solvente. En este caso, también son mas estables las estructuras neutras, de he-
cho algunas estructuras zwitteriénicas como Zag"*, Zpg~ y Zat no son estables, pues
al ser optimizadas regresan a su forma neutra. Entonces, la estructura més estable en
estado gaseoso al nivel BBLYP y MP2 es Nag™.

Recordando que en agua la estructura mas estable es la zwitterionica, debido a su
polaridad, y que para el modelado son necesarias minimo nueve moléculas de agua
para estabilizar el zwitterién [21], es importante tener en cuenta que la estructura
de Trp mas estable para este sistema puede ser diferente a los casos anteriormente
mencionados. En este sentido, es apropiado tomar como punto de partida los clusters
de Trp-agua propuestos por Hurtado et al. [24], los cuales consideran ocho moléculas
de agua circundantes a cada estructura zwitterionica de T'rp. La Tabla 4.3 muestra las
energias absolutas de los clusters calculadas para las cinco estructuras mas estables.
Se puede observar que al nivel BBLYP y MP2 la estructura mas estable es Zpt, de
forma que este conférmero es un buen punto de partida para la construccién de los
clusters que modelan la concentracion de Trp en agua.
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Estructura Energia Energia
(B3LYP) (MP2)

Nag™ -686.4382089 -684.545481
Nag -686.4395251 -684.5454635
Npg* -686.4384174 -684.5458573
Npg -686.437652 -684.542487
Npt -686.436600 -684.542399
Nat -686.435386 -684.541481
Zag* -686.4369373 -684.5445567
Zag~ -686.438607 -684.5444061
Zpg*t -686.4375343 -684.545599
Zpg~ -686.4366656 -684.5428483
Zpt -686.433954 -684.5396231
Zat -686.432838 -684.538804

Tabla 4.1: Energias electronicas absolutas de las estructuras neutras y zwiteriénicas de Trp en solu-
cién de agua (PCM), medidas en Hartrees y calculadas al nivel B3LYP/6-3114+G(d,p) y MP2/aug-
cc-pVDZ//B3LYP/6-311+G(d,p).

Estructura Energia Energia
(B3LYP) (MP2)
Nag™ -686.4205405 -684.5293973
Nag -686.4199168 -684.5274954
Npg* -686.4187124 -684.527419
Npg -686.418037 -684.524390
Nopt -686.415076 -684.522318
Nat -686.412497 -684.520524
Zag* _ _
Zag~ -686.418607 -684.5274961
Zpg* -686.3918381 -684.5017231
Zpg~ - -
Zpt -686.3829922 -684.4901862
Zat - -

Tabla 4.2: Energias electronicas absolutas de las estructuras neutras y zwiterionicas de Trp en
estado gaseoso, medidas en Hartrees y calculadas al nivel B3LYP/6-311+G(d,p) y MP2/aug-cc-
pVDZ//B3LYP/6-311+G(d,p).

Es preciso mencionar que las energias calculadas en este trabajo, presentadas en
las Tablas 4.1, 4.2 y 4.3 son muy cercanas a las reportadas por Hurtado et al. [24]
con una diferencia de 0.01 Hartrees en promedio.
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Estructura Energia Energia
(B3LYP) (MP2)

Zagt — 8(H20) -1298.0282755 -1294.7602547
Zag~ — 8(H,0) -1298.031838 -1294.7671209
ZpgT — 8(H,0) -1298.0182948 -1294.7519446
Zpg~ — 8(H,0) -1298.022099 -1294.7580352
Zpt — 8(H0) -1298.03229 -1294.7708921

Tabla 4.3: Energias electronicas absolutas medidas en Hartrees de las estructuras zwiteriénicas de
Trp més estables, cada una con 8 moléculas de agua circundantes. Los calculos se realizaron al nivel
B3LYP/6-311+G(d,p) y MP2/aug-cc-pVDZ//B3LYP/6-311+G(d,p).

4.2. Absorcion y emision del Trp en estado gaseoso

Dado que el conférmero més estable en estado gaseoso es Nag™, a continuacién en
la Fig. 4.3 se presentan los espectros de AO calculados para las geometrias optimizadas
del estado fundamental al nivel PM6 y B3LYP/6-314+-G(d,p), usando el método TD-
DFT/B3LYP/6-311+G(d,p).

| $e. |D
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Figura 4.3: Espectro de absorcién éptica del conférmero Nagt optimizado al nivel a) PM6 y b)
B3LYP/6-31+G(d,p). Las lineas rojas representan los estados excitados calculados, su intensidad es
proporcional a la fuerza de oscilador. Usando PM6 el estado més fuerte se localiza a A = 273.56 nm
y con B3LYP/6-31+G(d,p) el estado mds fuerte se localiza a A = 275.22 nm.
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La comparaciéon de los espectros presentados en la Fig. 4.3 muestran un compor-
tamiento muy similar en la curva envolvente de la absorcion del conférmero Nag™
optimizado a dos niveles diferentes. De manera que la optimizacién al nivel PM6 per-
mite obtener resultados espectroscépicos confiables. La Tabla 4.4 muestra los valores
de las primeras frecuencias de vibraciéon de ambas geometrias, las cuales garantizan
que la estructura representa un minimo local y no un punto de transicion.

Frecuencias Frecuencias
(PM6) (B3LYP)
201.07 223.76
254.44 300.10
280.80 317.91

306.80 331.74
332.84 364.29

Tabla 4.4: Frecuencias de vibracién de las geometrias Nagt optimizadas al nivel PM6 y B3LYP/6-
31+G(d,p).

La Fig. 4.4 presenta los orbitales involucrados en las principales transiciones de
los estados excitados Sy, Sy y S3. Los orbitales ocupados son de tipo 7, mientras
que el primer orbital ocupado es de tipo 7* y el segundo desocupado es de tipo o*.
Comparando cada orbital de a) y b) se puede observar que tienen contribuciones
equivalentes y las energias de excitacion para los tres estados mostrados son muy cer-
canas. Aunque, la fuerza de oscilador de cada estado excitado, la cual es proporcional
a la intensidad de las lineas rojas de la Fig. 4.3, presenta notables diferencias.

a) b)
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Figura 4.4: Orbitales moleculares involucrados en las primeras tres transiciones electrénicas para el
conférmero Nag™t optimizado al nivel a) PM6 y b) B3LYP/6-31+G(d,p).
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Vale la pena resaltar en esta secciéon, que la principal transicion en la absorcién del
T'rp en estado gaseoso ocurre en A = 273.56 nm y A = 275.22 nm para la estructura
Nag™ optimizada al nivel PM6 y B3LYP/6-314+G(d,p), respectivamente. Ahora bien,
para calcular el estado excitado emisor es necesario optimizar la geometria del estado
fundamental (EF) y del estado excitado (EE) al mismo nivel de cdlculo, que para
este trabajo es B3LYP/6-31+G(d,p). Por lo tanto, en estado gaseoso la fluorescencia
ocurre mediante el proceso que se representa en la Fig. 4.5, donde se observa que la
emisién ocurre a A = 329.46 nm.

Energia

275.22 nm

Geometria

Figura 4.5: Diagrama representativo del proceso de fluorescencia del Trp en estado gaseoso con el
conférmero Nag*. Se incluyen las estructuras geométricas optimizadas del estado fundamental (EF)
y del estado excitado (EE).

4.3. Transferencia de protones del Trp mediada
por el agua y su efecto a la absorciéon opti-
ca

La transferencia de protones es un proceso quimico que ocurre generalmente en
aminoacidos, los cuales pueden cambiar su estado de protonaciéon dependiendo del
entorno en el que se encuentren. Normalmente, la estructura neutra prevalece en fase
gaseosa y la estructura zwitterionica sobresale en soluciones polares y estructuras
cristalinas.

Debido a que el agua es un disolvente polar al igual que el aminoacido T'rp, al diluir
estos compuestos se genera un mecanismo de reaccién de transferencia de protones
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entre el grupo carboxilo y amino del Trp, la cual puede ocurrir de forma directa o
mediada por la presencia de una molécula de agua.

Como se menciond en la seccion 4.1 el conférmero mas estable en agua usando
PCM es Npg*t al nivel MP2. Por lo tanto, se emple6 este conférmero para estudiar
las reacciones intramoleculares causadas por el agua, usando modelos de solvatacion
continuo y discreto.

4.3.1. Reaccion de transferencia de protones con PCM

Al construir el sistema de un T'rp en agua, usando un modelo continuo (PCM),
la transferencia de protones ocurre de forma directa entre dos grupos funcionales,
en el caso del Trp sucede desde el grupo carboxilo al grupo amino, dando lugar a
su estructura neutra o zwitterionica. Ahora bien, en este caso el parametro de la
coordenada de reaccion por el cual ocurre la transferencia de un proton es la longitud
de enlace entre el atomo de hidrogeno (H) y el dtomo de oxigeno (O) del grupo
carboxilo, o entre el &tomo de H y el 4&tomo de nitrégeno (N) del grupo amino, como
se muestra en la Fig. 4.6. Para este caso, se puede notar que la energia relativa de la
estructura de T'rp en su forma neutra es menor (0 KCal/Mol) comparada con la del
zwitterién (0.55 KCal/Mol). Ademas, el punto donde ocurre la transicién tiene una
energfa relativa méxima de 3.41 KCal/Mol.

N

— \9) (OV)

Energia Relativa (KCal/Mol)
()

0
Figura 4.6: Energia relativa en funcién de la coordenada de reaccién intrinseca (IRC) para Trp en
agua modelada con PCM.

Debido a que el proposito de este trabajo es estudiar las propiedades espectroscopi-
cas del T'rp en diferentes solventes, es conveniente estudiar el espectro de absorcién
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en diversas situaciones para entender mejor su comportamiento. En este sentido, se
presenta el espectro calculado de AO en la Fig. 4.7 de las estructuras neutra y zwitte-
riénica, respectivamente. La transicién electrénica mas fuerte (por fuerza de oscilador)
para ambas estructuras se localiza en A = 267.88 nm y A = 267.94 nm para Npg"
y Zpg", respectivamente. Aunque, la estructura zwitteriénica propicia la aparicién
de estados excitados alrededor de A = 300 nm, mientras que la estructura neutra
propicia transiciones electrénicas con menor energia.

Intensidad (u.a.)

L I| | | B [ L ‘ L ’I P R _
210 240 270 300 330 360 210 240 270 300 330 360
Longitud de onda (nm)

Figura 4.7: Espectro de absorcién 6ptica del conférmero a) Npg™ y b) Zpg™ en agua con PCM. Las
lineas rojas representan los estados excitados y su intensidad es proporcional a la fuerza de oscilador
de cada estado.

Los orbitales moleculares involucrados en las transiciones electronicas de menor
energia de las estructuras Npgt y Zpg™ se muestran en las Figs. 4.8 y 4.9, respectiva-
mente. Para la estructura neutra, la transicién mas fuerte muestra que la participacién
de los orbitales es muy similar a los orbitales en estado gaseoso (ver Fig. 4.4), y son
de tipo m — ¢* y m — «*. Por otro lado, en los orbitales moleculares de la estruc-
tura zwitterionica participa, ademés del grupo indol, la cadena lateral. En general,
las transiciones son de tipo m — 7*. Otro aspecto a resaltar de este sistema es que
la estructura zwitteridnica genera transiciones electrénicas de menor energia o ma-
yor longitud de onda, tales como A = 302.65 nm (HOMO—LUMO), A = 298.13 nm
(HOMO-1—-LUMO) y A = 278.41 nm (HOMO-1-LUMO+1).
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Figura 4.8: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas para la estructura
neutra, Npg™. La transicién en rojo es la que tiene mayor fuerza de oscilador del sistema.
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Figura 4.9: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas para la estructura
zwitteriénica, Zpg™'. La transicién en rojo es la que tiene mayor fuerza de oscilador del sistema.
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4.3.2. Reaccion de transferencia de protones con una modle-
cula de agua

Cuando la molécula de Trp tiene la posibilidad de interaccionar con moléculas de
agua explicitas, la transferencia de protones es mediada por los atomos de hidrégeno
de la molécula de agua, asi un protén del grupo carboxilo del Trp se transfiere a la
molécula de agua y un proton del agua se transfiere al grupo amino del Trp. Igual
al caso anterior, la coordenada de reacciéon que permite la transferencia de un protén
es la longitud de enlace entre el atomo de H del grupo carboxilo y el 4&tomo de O
del agua, paralelamente a la longitud de enlace entre un atomo de H del agua y
el atomo de N del grupo amino, como se muestra en la Fig. 4.10. Aqui, de nuevo
la energfa relativa para la estructura neutra de Trp es menor (0 KCal/Mol) que la
estructura zwitteriénica (5.99 KCal/Mol), y el estado de transiciéon ocurre con una
energia relativa maxima de 7.65 KCal/Mol.

o0

)
\

\9
I

Energia Relativa (KCal/Mol)
~

=
\

-1

Figura 4.10: Energfa relativa en funcién de la coordenada de reaccién intrinseca (IRC) para Trp con
una molécula de agua explicita.

Los espectros de AO de las estructuras en su forma neutra y zwitterionica con una
molécula de agua, se presentan en la Fig 4.11. La transicién electronica con la fuerza
de oscilador mayor se localiza en A = 267.14 nm y A\ = 266.18 nm para Npg™ y Zpg™,
respectivamente. Sin embargo, el primer estado excitado presenta un leve corrimiento
al rojo, de A = 281.16 a A = 290.91 nm, de la estructura neutra a la zwitterionica.
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Figura 4.11: Espectro de AO del conférmero a) Npgt y b) Zpg™ con una molécula de agua. Las
lineas rojas representan los estados excitados y su intensidad es proporcional a la fuerza de oscilador
de cada estado.

En las Figs. 4.12 y 4.13 se presentan los orbitales moleculares involucrados en las
transiciones electrénicas de menor energia de las estructuras Npg* y Zpg™ con una
molécula de agua, respectivamente. Comparando el estado excitado de mayor fuerza
de oscilador de ambas estructuras con una molécula de agua y el caso anterior, se
sigue localizando alrededor de A = 267 nm, cuya contribucién es principalmente del
grupo indol y los orbitales son de tipo 7w7*. Sin embargo, la inclusién de la molécula
de agua genera que los orbitales desocupados sean de tipo o*.
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Figura 4.12: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas para la estructura
neutra, Npg™, y una molécula de agua. La transicién en rojo es la méas fuerte del sistema.
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Figura 4.13: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas para la estructura
neutra, Zpg™, y una molécula de agua. La transicién en rojo es la més fuerte del sistema.
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4.4. Propiedades luminiscentes del Triptéfano en
agua

4.4.1. Analisis experimental

Experimentalmente, se midieron los espectros de absorcion y excitacion para 10
soluciones de T'rp en agua concentradas a 0.01, 0.05, 0.07, 0.09, 0.5, 1, 2, 5 y 10 mM.
Ambos espectros se comparan en cada solucién y se muestran en la Fig. 4.14. Para
las soluciones concentradas en el rango de 0.01 a 0.09 mM se observa un maximo
en la banda de excitacién que se localiza en A = 278 nm, y ademads este espectro
coincide muy bien con el espectro de absorciéon. Sin embargo, para soluciones méas
concentradas en el rango de 0.5 a 10 mM, el espectro de absorcion difiere del espectro
de excitacion, pues este ultimo sufre un corrimiento al rojo debido al aumento de la
concentracion, el cual ocurre desde A = 278 nm a A = 305 nm, para la concentracion
mas alta. Vale la pena mencionar que las bandas de los espectros de excitacion tienen
valores de longitudes de onda ()\..) contenidas en los espectros de absorcién, aun
asi excitar las respectivas soluciones a estas longitudes de onda genera su méxima
emision, respectivamente.

0.02 mM 0.05 mM 0.07 mM

o
(9,
LI ) B B B

2 mM

A\

I . | ;
240 280 320 240 280 320

Intensidad Normalizada

1 n - 0mM
0 53_ 3 — ABSORCION
~t — EXCITACION

Iy | S
240 280 320 240 280 320
Longitud de onda (nm)

Figura 4.14: Comparacién entre los espectros de absorcién (color negro) y excitacién (color rojo)
para diferentes concentraciones de Trp en agua. Para cada espectro de excitacion, Ae,, =357 nm.
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El espectro de emision de las diez soluciones de T'rp en agua preparadas se muestra
en la Fig. 4.15. La longitud de onda de excitacion fué \.,=278 nm para las concen-
traciones mas bajas, desde 0.01 hasta 0.09 mM, ya que el maximo del espectro de
excitacién se localizaba a esta longitud de onda (ver Fig. 4.14). A partir de 0.5 mM
hasta 10 mM, los espectros de excitacion sufren un corrimiento al rojo, por lo tanto
las longitudes de onda de excitaciéon ahora son A.,=292 nm para 0.5 mM, \.,=295
nm para 1 mM, \.,=299 nm para 2 mM, \.,=303 nm para 5 mM y \.,=305 nm para
10 mM. Como se observa, la banda de emisién de todas las soluciones se localiza en
A = 357 nm y su intensidad aumenta con la concentraciéon de Trp en agua, aunque
la curva de emision para los casos de 5 y 10 mM se superpone.

| | | | 'l— 0.0lmM
1.0 — 0.02mM
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< / — ImM
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Figura 4.15: Espectro de emisién normalizado a partir del espectro de méxima excitacién, para diez
soluciones de Trp en agua a diferentes concentraciones, el maximo de la banda de emisiéon de todas
las soluciones coincide en A.,, =357 nm.

La fluorescencia del T'rp a A = 357 nm fue analizada en funcién del incremento de
la concentracién en la Fig. 4.16. La saturacién de la intensidad de emision en funcion
de la concentracion observada, se puede describir a través del ajuste:

~ —1,0176
1417,2077Q
donde Q es la concentracién de Trp, y el coeficiente de correlacién (R?) es de 0.992030.

Estos resultados serdn comparados més adelante cuando se considera también Eu*
en las soluciones.

+0,963726, (4.1)
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Figura 4.16: Intensidad de emisién en A.,,, = 357 nm en funcién de la concentracién de T'rp en agua.

4.4.2. Andlisis tedrico

Recordando que la estructura zwitterionica del Trp es la més estable en agua,
debido a la polaridad del solvente, y la forma de garantizar su estabilidad es a través
de nueve moléculas de agua circundantes. Ademaés, el conférmero con menor energia
es Zpt con ocho moléculas de agua segiin Hurtado et al. [24], como se observa en la
Tabla 4.3. Es razonable pensar que experimentalmente las soluciones de Trp estan
compuestas por una combinacion de diferentes conférmeros que individualmente con-
tribuyen a la fluorescencia. Por lo tanto, se considerd también el conférmero Zag™
que representa la estructura zwitteriénica con un minimo local en energia, en fase
gaseosa.

Partiendo de los clusters propuestos en la seccién con los conférmeros Zpt y Zag™,
se empled el método TD-DFT para calcular los espectros de AO y sus respectivos es-
tados excitados electrénicos. Las Figs. 4.17 y 4.18 muestran dichos espectros, se puede
notar que la envolvente de la absorcién de los clusters con Zpt y Zagt se encuentra
en la vecindad de A = 278 nm, y ademas que la intensidad aumenta a medida que
son incluidas mas moléculas de Trp que pueden interaccionar. Comparando las tran-
siciones electrénicas generadas para el cluster més pequeno y el mas grande, se puede
notar un corrimiento al rojo de dichas transiciones, propiciado por las interacciones
entre moléculas de Trp cercanas. Este comportamiento es analogo al ocurrido en los
espectros de excitacion cuando aumenta la concentracién de Trp (ver Fig. 4.14). En
particular, para el cluster mas pequenio (Fig. 4.17a), con el conférmero més estable
Zpt, la transicion mas fuerte ocurre aproximadamente a A = 280 nm, luego en el
tercer cluster (Fig. 4.17c) se obtienen transiciones alrededor de A = 288 nm; y en el
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cluster mas grande (Fig. 4.17d) el primer estado excitado aparece en alrededor de A =
301 nm.

Para el conférmero Zag™ el desplazamiento al rojo de las lineas de transicién es
menor, pero aun evidente. Desde aproximadamente A = 278 nm para el cluster mas
pequeno (Fig. 4.18a) hasta aproximadamente A = 295 nm (Fig. 4.18d) para el cluster
mas grande.
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Figura 4.17: Espectro de AO calculado para el conférmero Zpt en los clusters modelados. (a.)
(T?“p)l — (HQO)Q, (b.) (TTp)g - (Hgo)lg, (C) (TTp)g, — (H20)27 y (d) (TTp)4 — (H20)36.

Es conveniente mencionar que los espectros de excitacion se relacionan directamen-
te con los espectros de emisién, de manera que los espectros de excitacion muestran las
bandas de absorcién necesarias para emitir fotones de una energia especifica, mientras
que los espectros de AO indican las longitudes de onda donde el sistema absorbe luz,
independiente de la emision, pues solo es una relacion entre la intensidad de la luz
incidente y transmitida. En algunos casos, los espectros de excitacion coinciden con
los de absorcién, tal como se observa en la Fig. 4.14 para concentraciones menores
e iguales a 0.07 mM, en otros casos no coinciden como ocurre para concentraciones
superiores a 0.09 mM. Asi que, en este trabajo es pertinente comparar los espectros de
excitacién con las transiciones electréonicas inmersas en los espectros de AO tedricos,
entendiendo que los primeros son el subconjunto mas representativo para el presente
estudio, que los segundos. En este sentido, la Fig. 4.19 muestra dicha comparacién de
los espectros de excitacion de la concentracion mas baja y la de 2 mM con los estados
excitados Sy y 57 del cluster mas pequeno y mas grande con Zpt, respectivamente.
Las longitudes de onda de los estados Sy y S se aproximan muy bien a las bandas
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Figura 4.18: Espectro de AO calculado para el conférmero Zag™ en los clusters modelados. (a.)
(T'rp)1 — (H20)g, (b.) (Trp)2 — (H20)1s, (c.) (Trp)s — (H20)27 y (d.) (T'rp)s — (H20)s6.

de los espectros de excitacion de las concentraciones 0.01 y 2 mM, respectivamente.
Especificamente, para la concentraciéon més baja la banda se localiza a A\ = 278 nm
y la excitacion Sy del cluster mas pequefio se encuentra cerca de 280 nm. Para la
concentracion de 2 mM, la banda de excitacion se localiza a A = 299 nm y para el
cluster mas grande el estado excitado S; se encuentra a 301 nm. Esta comparacion,
permite afirmar que los modelos tedricos propuestos en este trabajo, proporcionan
resultados acertados.

En la Tabla 4.5 se presentan detalles de los estados excitados mas representativos,
obtenidos con TD-DFT para los cuatro clusters modelados con el conférmero Zpt.
Dado que las interacciones intramoleculares aumentan a medida que aumentan las
moléculas de cada cluster, es necesario calcular cada vez mas estados excitados, los
cuales muestran contribuciones significativas a la absorcion, las cuales se reflejan a
través de sus valores de fuerza de oscilador, f. Ademas, algunos orbitales moleculares
que contribuyen a las transiciones de los estados excitados se muestran en las Figs. 4.20
y 4.21.

Para el cluster mas pequeno, el estado excitado Sy tiene la mayor fuerza de os-
cilador, su transicion se sefiala en color rojo en la Fig. 4.20 y es de tipo @ — o,
donde la carga se transfiere del grupo indol a la cadena lateral del Trp y todas
las moléculas de agua circundantes. En contraste con las transiciones L, y L; ca-
racteristicas del T'rp, cuyas contribuciones en estado gaseoso son HOMO—LUMO y
HOMO-1—-LUMO+1 para L,; y para L, HOMO—LUMO+1 con HOMO-1—-LUMO,
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Tabla 4.5: Energias de transicién (E) en eV y longitud de onda () en nm, con fuerza de oscilador
(f) v la composicién de los orbitales que contribuyen a la transicién de los cuatro clusters con el
conférmero Zpt, respectivamente.

Cluster Estado  Excitacion  Composicién E (eV) (A (nm)) f
de un
electrén
(T'rp)1 — (H20)9 S1 76.57 % H—L 4.25 (291.78) 0.0098
15.92% H—L+2
Sa 49.36 % H—L+1 4.42 (280.46) 0.0401
28.17% H—L+2
S3 50.79 % H—L+2 4.49 (276.30) 0.0108
42.40 % H—L+1
S 57.89 % H-1-L 4.70 (263.93) 0.0254
27.24% H—L+6
(T'rp)2 — (H20)18 Si 82.11% H-1-L+1 4.28 (289.72) 0.0129
13.55 % H-1-L+2
S3 89.81% H—L+2 4.41 (280.98) 0.0491
3.43% H-2—L+11
Ss 78.07 % H-1-L+1 4.48 (276.78) 0.0429
11.68 % H-1—-L
Sg 49.41 % H-3—L 4.67 (265.70) 0.0231
20.70 % H-1-1.+9
(Trp)s — (H0)yr Sy 8187 % H25L 430 (288.34)  0.0449
4.53% H-2—L+4
Sa 70.52 % H-1-L+1 4.33 (286.52) 0.0500
19.78 % H-1-L
Ss3 55.93 % H—L+3 4.36 (284.55) 0.0323
19.37% H—L
Se 62.71 % H—L+6 4.47 (277.14) 0.0263
14.43% H—L+3
Sv 52.06 % H-2—L+2 4.48 (276.70) 0.0239
27.18% H-2—L+5
S1s 40.72% H-4—L 4.69 (264.26) 0.0391
18.65 % H-2—L+13
(T'rp)a — (H20)36 S1 64.34 % H—L+3 4.12 (300.83) 0.0133
24.66 % H—L+2
Ss 34.85% H-1-L+4 4.32 (286.69) 0.0203
24.59% H-1—-L
S5 89.95 % H-3—L 4.39 (282.47) 0.0480
Se 82.94 % H-2—L+1 4.40 (281.78) 0.0711
6.08 % H-2—L+2
So 86.19% H—L+5 4.47 (277.64) 0.0391
15.00 % H—L+1
S10 29.67% H-1-L+1 4.48 (276.97) 0.0249
18.70 % H-1-L+8
S16 46.39 % H-4—L+3 4.65 (266.86) 0.0360
19.56 % H-4—L+2
Sa0 47.40% H-6—L+1 4.70 (263.73) 0.0296
10.77% H-6—L+2
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Figura 4.19: Espectros de excitacién de Trp en agua para las concentraciones 0.01 y 2 mM, represen-

tadas por las lineas discontinuas negra y roja, respectivamente. Los estados excitados calculados para
(Trp)1 — (H20)9 y (Trp)s — (H20)36 son representados por las lineas azul y rosa, respectivamente.

se modifican por efecto del solvente, el cual muestra su participaciéon principalmente
en los orbitales desocupados. En este sentido, se pueden relacionar los estados S7 y S3
con L, y Ly, respectivamente. Aunque, como se observa en la Tabla 4.5 son estados
mezclados debido a la naturaleza del método TD-DFT/B3LYP/6-3-11G+(d,p).

En el caso del cluster (T'rp), — (H20)15 es el estado excitado S3 el que tiene mayor
fuerza de oscilador y se muestra en color rojo en la Fig. 4.20, su transiciéon es de tipo
m — 7, la etiqueta 1 se refiere la primer molécula de Trp del cluster. La forma
de los orbitales involucrados en su transicion HOMO—LUMO+2 es comparable con
la transicién L, en estado gaseoso, pero en este trabajo es conveniente etiquetarla
como Ly, para referirse al primer Trp. De forma andloga, se identifica la transicion
del estado S; de tipo mg — 75 como Ly, a pesar de la participacion de las moléculas
de agua en el orbital LUMO-+1, pues atin es posible notar la contribucion del grupo
indol. Ahora bien, la transicion del estado Sg que ocurre de HOMO-3—LUMO es de

tipo m; — 73, la cual hace evidente la transferencia de carga entre las dos moléculas
de T'rp del cluster.

Respecto al cluster (Trp)s — (H20)a7, €l estado excitado con mayor fuerza de osci-
lador Sy ocurre a A = 286 nm, aproximadamente en 5 nm mas del estado excitado mas
fuerte del segundo cluster, y 6 nm mas estado excitado més fuerte del cluster méas pe-
queno. Este caso se hace evidente el corrimiento al rojo observado experimentalmente
en los espectros de excitacion debido a la concentracion. Los orbitales moleculares
para el tercer cluster, también se muestran en la Fig. 4.20 que son de tipo m — 7.
Sin embargo, algunos orbitales muestran contribuciones no sélo de moléculas de T'rp

73
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Figura 4.20: Orbitales moleculares involucrados en las lineas de absorcién representativas de los
clusters (T'rp); — (H20)g, (Trp)2 — (H20)1s v (Trp)s — (H20)27 obtenidos mediante el calculo

TD-DFT/B3LYP/6-311+G(d,p)//PM6.

de forma individual, por ejemplo los orbitales LUMO y LUMO+1 permiten identificar
cémo la carga se distribuye principalmente en el grupo indol de dos moléculas de Trp
cercanas. Esto es una evidencia de que al aumentar la cantidad de moléculas de T'rp,
aumentan las interacciones entre ellas, las cuales influyen en el proceso de absorcion.
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Figura 4.21: Orbitales moleculares involucrados en las lineas de absorcién representativas del cluster
(Trp)s — (H20)36 obtenidos mediante el cdlculo TD-DFT/B3LYP/6-3114+G(d,p)//PM6.

Ahora, los estados excitados 57, S3 y S5 muestran en la Fig. 4.20 transiciones princi-
palmente del primer, segundo y tercer Trp, las cuales se pueden etiquetar como Ly,
Lys v Lypz. Similar al caso anterior, se obtienen estados excitados como por ejemplo el
S7, donde la carga se transfiere de un Trp a otro cercano.

El comportamiento del cluster mas grande (Trp), — (H20)36 es semejante al an-
terior, por ejemplo los orbitales LUMO+1, LUMO+3 y LUMO+5 de la Fig. 4.21
muestran como la carga se distribuye entre las moléculas de Trp vecinas. La contri-
bucién principal de las transiciones de los estados S7, S3, S5 v S se pueden etiquetar
como Ly, Ly, Lps y Lps. También se encuentran estados como el Sy que muestran
la transferencia de carga de una molécula de Trp a otra cercana. Apesar que para
este caso el estado excitado con mayor fuerza de oscilador ocurre a A = 281.78 nm, es
preciso resaltar que aparece por primera vez un estado excitado por encima de A =
300 nm, como el estado Sy (ver Tabla 4.5).

Por otro lado, usando el método TD-DFT se obtuvo la geometria optimizada
del estado excitado que permite la emisiéon. Ya se ha mencionado anteriormente que
para calcular el estado fluorescente, es necesario optimizar el estado fundamental
(EF) y el estado excitado (EE) de interés al mismo nivel B3LYP/6-31+G(d,p). En
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este sentido, sélo fue posible optimizar a este nivel el cluster mas pequenio, pues la
exigencia computacional es considerablemente alta para los demés clusters, debido a
la cantidad de atomos que los conforman. En la Fig. 4.22 se representa el proceso
de emisién del primer cluster usando el conféormero Zpt. Se puede observar que las
geometrias optimizadas del EF y EE son similares, sin embargo algunos enlaces de
hidrégeno se hacen mas fuertes, reduciendo su distancia, por ejemplo la longitud
de enlace entre el atomo hidrégeno (H) unido al dtomo de nitrégeno (N) del anillo
aromatico y el atomo de oxigeno (O) de la molécula de agua mas cercana, disminuye
su distancia de 1.904 a 1.796 A, también lo hacen dos enlaces del zwitterién de 1.842
a 1.766 A y 1.739 a 1.723 A. Asi que los enlaces de hidrégeno que se hacen més
fuertes alrededor de los &tomos N del anillo pirrol y del grupo amino son importantes
en el proceso de emision. Ahora, el estado excitado con mayor fuerza de oscilador S,
absorbe a A = 279 nm. Una vez se ha excitado el estado Ss, se acopla con el estado

Estado 1. 855

1 72
Fluorescente 1 766 3
1.699 1.844
S 2.545 (

2 ‘ 5041891

\ “ Sl
A \ 4

CI

S |279.50m 348.9nm 1,796/
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5 ‘ Estado . A 1853

Sl So Fundamental - %342 e
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Figura 4.22: Diagrama representativo del proceso de luminiscencia del cluster (T'rp); — (H20)g con el
conférmero Zpt. Se ilustran las geometrias optimizadas del estado fundamental y del estado excitado
fluorescente. Las lineas discontinuas azules muestran las longitudes de los enlaces de hidrégeno
medidas en Angstrongs (A).

S1 a través de sus vibraciones, y ocurre una conversion interna (CI). Finalmente, el
sistema se relaja y emite a A = 349 nm.
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En la Fig. 4.23 se compara el estado fluorescente del cluster méas pequeno de
los conférmeros Zpt y Zag' con el espectro de emisiéon experimental de Trp en
agua. Se puede observar que los resultados tedricos y experimentales tienen buena
concordancia, el cluster con Zpt se aleja al valor experimental de A = 357 nm por 8
nm y Zag" se aleja por 13 nm. Es evidente que el conférmero Zpt se acerca mas por

ser el mas estable en este solvente.

\ I
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Figura 4.23: Espectro de emisiéon experimental de Trp en agua, representado por la linea discontinua
negra. Los estados fluorescentes del cluster (T'rp); — (H20)g con los conférmeros Zagt y Zpt.

4.5. Elecciéon de solventes menos polares al agua
para el estudio de T'rp

Hasta el momento se ha mencionado el estudio de T'rp en solventes menos polares
que el agua como acetona y ciclohexano, pero esta eleccion no fue aleatoria, se justifica
desde un estudio experimental, en el que se midieron los espectros de excitacién
y emision de diferentes solventes tales como metanol, etanol, acetona, cloroformo,
tolueno y agua. El objetivo principal de esto, fue evaluar los solventes que absorben
y emiten con menor intensidad en la regién que lo hace el Trp y garantizar que la
senal del T'rp prevalezca ante la senal del solvente.

La Fig. 4.24 muestra los espectros de excitacion de los diferentes solventes, na-
turalmente los solventes emiten a diferentes longitudes de onda, las cuales se han
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Figura 4.24: Espectro de excitacion de diferentes solventes. La longitud de onda de emisién se
especifica para cada solvente.
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Figura 4.25: Espectro de emision de diferentes solventes. La longitud de onda de excitacién se
especifica en cada panel. Se ha incluido la emision de Trp en agua para comparar con la intensidad
y regiéon de emisiéon de los disolventes, y asi favorecer el estudio con disolventes que no inhiban la
senal del T'rp.




Capitulo 4: Resultados y Discusion 79

indicado en el panel superior. Recordando que los espectros de excitacion de Trp en
agua muestran su absorcién en el rango de A = 278 nm a A = 305 nm, y como se
aprecia en la Fig. 4.24, en esta region, el agua (color rosa) es el solvente que menos
absorbe. Luego, el ciclohexano (color violeta) también tiene una absorcién casi nula en
la regién de interés. Por 1ltimo, se encuentra la acetona, la cual comienza a absorber
a partir de A = 320 nm, pero con una intensidad menor comparada con los demas
solventes. De igual manera, se midieron los espectros de emision de los diferentes
solventes excitando a las longitudes de onda empleadas en el caso del agua, debido al
corrimiento al rojo observado, los resultados se presentan en la Fig 4.25 considerando
como referencia la emisién del Trp en agua (circulos naranjas) medida previamente.
Puede notarse, que al igual que en la Fig. 4.24 los solventes acetona y ciclohexano
tienen una sefial muy baja de emision en la region de interés, lo que permite emplear
estos solventes para el estudio de las propiedades luminiscentes del T'rp en solventes
menos polares que el agua.

4.6. Transferencia de protones del Trp mediada
por acetona y su efecto a la absorciéon opti-
ca

Como analogo a la seccion 4.3 se estudio la reaccion de transferencia de protones
pero ahora en acetona, pues como se mostré en el Capitulo 3 cuando de emplea el
método de solvatacion continuo, es posible encontrar la estructura neutra y zwitte-
riénica de T'rp. Sin embargo, el caso de transferencia de protones mediado por una
molécula de acetona no fue encontrado, ya que con acetona los enlaces de hidrégeno
no surgen naturalmente como con agua, debido a que la acetona solo “acepta” atomos
de hidrogeno, pero no “dona”, como si ocurre con el agua.

4.6.1. Reaccion de transferencia de protones con PCM

Al igual que en el caso del agua, a través del solvente continuo (PCM) de acetona,
la transferencia de protones ocurre de forma directa entre el grupo carboxilo y el gru-
po amino. También, la coordenada de reaccion es la longitud de enlace H-O del grupo
carboxilo o N-H del grupo amino, como se muestra en la Fig. 4.26. El conférmero
empleado Nag™, fue uno de los mds estables en acetona en su forma neutra con una
energia relativa de 0 KCal/Mol, menor que la energia relativa en su forma zwitte-
riénica Zag™ de 1.24 KCal/Mol. En el punto de transicién el sistema alcanza una
maxima energfa relativa de 3.64 KCal/Mol.

Un aspecto que se debe resaltar en este punto es como se comparan las curvas de
energia en la transicion de protones para el caso del agua y acetona. De esta manera,
se presenta en la Fig. 4.27 las curvas de energia en el proceso de transicion para el
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Figura 4.26: Energfa relativa en funcién de la coordenada de reaccién (IRC) para Trp en acetona
modelada con PCM.
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Figura 4.27: Comparacién entre la energia relativa en funcién de la coordenada de reaccién (IRC)
para T'rp en agua y acetona modeladas con PCM.
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mismo conférmero en su estado neutro y zwitterion, Nag™ y Zag™' respectivamente.
Como se observa, la curva de energia en la que ocurre la transferencia de protones con
agua es menor que en acetona, ademas la diferencia de energia en la forma neutra es
aproximadamente la mitad (0.55 KCal/Mol) de la diferencia de energia en la forma
zwitteriénica (1.08 KCal/Mol).

El espectro de absorcién de Trp en acetona con PCM de las estructuras neutra
y zwitterionica se presenta en la Fig. 4.28, la banda de absorciéon de ambos casos se
localiza alrededor de A = 275 nm, la linea de transicion mas fuerte en esta zona para
la estructura neutra se encuentra a A = 279 nm y para la estructura zwitteriénica a
A = 276 nm. Mientras que alrededor de A = 220 nm las transiciones se ven afectadas
por el medio que rodea al Trp y se puede notar en las Figs. 4.29 y 4.30, que muestran
los orbitales involucrados en las transiciones.

Las transiciones HOMO—LUMO y HOMO-1—LUMO de ambas estructuras, neu-
tra (H—L:278.79 nm, H-1—1:259.6 nm) y zwitteriénica (H—L:275.87 nm, H-1—L:
260.26 nm) son casi iguales de tipo m7* y comparables con el caso en estado gaseoso
mostrado en la Fig. 4.4.

Intensidad (u.a.)
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Figura 4.28: Espectro de AO del conférmero a) Nag™ y b) Zag™ en acetona con PCM. Las lineas
rojas representan los estados excitados calculados con una intensidad proporcional a la fuerza de
oscilador. Noétese que el estado con mayor fuerza de oscilador relacionado a una transicién directa
de T'rp se localiza en A = 278.79 nm para Nagt y A = 275.87 nm para Zag™.
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Figura 4.29: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas para la estructura
Nag™ en acetona. Las transiciones a A = 278.79 nm y A = 259.6 nm se relacionan con las transiciones
ya conocidas del Trp 'L, v 'Ly, respectivamente. Los demds orbitales muestran contribucién del

entorno local.
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Figura 4.30: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas para la estructura
Zag™ en acetona. Las transiciones a A = 275.87 nm y A = 260.26 nm se relacionan con las transiciones
ya conocidas del Trp 'L, v 'Ly, respectivamente. Los demds orbitales muestran contribucién del

entorno local.
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4.7. Propiedades luminiscentes del Triptéfano en
acetona

4.7.1. Analisis experimental

Se prepararon cuatro soluciones de T'rp en acetona concentradas a 0.01, 0.05, 0.1 y
5 mM, las soluciones mas concentradas se saturan debido a la polaridad del solvente.
En este caso, los espectros de absorcién no fueron medidos, debido a la dificultad
para medir una linea base de un solvente como acetona. Sin embargo, los espectros
de excitacion que se muestran en la Fig. 4.31 no presentan corrimientos al rojo en
funcién de la concentracién como se observéd en el agua. Aunque, el maximo de la
banda de tales espectros ocurre en A = 344 nm, mismo lugar donde se encuentra el
maximo de excitacion del solvente de acetona pura. En este caso, el T'rp intensifica
la senal donde se excita la acetona. La longitud de onda de emisiéon de los espectros
de excitacion para las soluciones con Trp es A.,,=381 nm, mientras que para acetona
pura es A,,=400 nm.

— C3H6O
— (0.0l mM
~—0.05 mM

— (0.1 mM
+— 5.0 mM

[E—
T

Excitacion Normalizada
(e}
n

Longitud de onda (nm)

Figura 4.31: Espectro de excitaciéon experimental de Trp en acetona a cuatro concentraciones di-
ferentes. Se incluye en color violeta con lineas discontinuas el espectro de excitacién de acetona
pura. La flecha vertical indica el incremento de la intensidad con la concentracién. Se normalizé en
referencia al espectro de méxima intensidad.

El espectro de emision de las cuatro soluciones de Trp en acetona y de acetona
pura se muestran en la Fig. 4.32. La longitud de onda de excitacién en todos los casos
fue \.;=344 nm. El maximo de la banda de emision para acetona pura se localiza en
400 nm y para las soluciones con Trp se localiza en 381 nm. De manera que en la
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Figura 4.32: Espectro de emision experimental de Trp en acetona a cuatro concentraciones diferentes.
Se incluye en color violeta y en un recuadro un acercamiento del espectro de excitacién de acetona
pura. La flecha vertical indica el incremento de la intensidad con la concentracién. Se normaliz6 en
referencia al espectro de méxima intensidad.

emision, la presencia de T'rp genera un corrimiento al azul respecto de la emision de
la acetona.

Vale la pena mencionar que excitar las soluciones a la longitud de onda de maxima
intensidad, genera que los espectros de emision sean los més intensos. No obstante,
es conveniente explorar los espectros de emision y excitacion en regiones donde pre-
valezcan los procesos exclusivos del T'rp, ya que para A.;=344 nm y A.,=381 nm
ocurre una transferencia de carga del T'rp a acetona, como se demuestra en el analisis
teorico. La Fig. 4.33 compara los espectros de excitacion obtenidos a A,,=350 nm
YV Aem=381 nm, y los espectros de emisién obtenidos a \.,=291 nm y A.,,=344 nm,
respectivamente.

En la Fig. 4.33 se puede observar que el sistema 7T'rp-acetona genera una emision
maxima en 381 nm excitando a A, = 344 nm, pero estas curvas son debidas a
la transferencia de carga de Trp a acetona, lo cual se demuestra tedricamente méas
adelante. Por otro lado, se midi6 otra emision en A = 350 nm con una intensidad
menor, excitando a A\ = 291 nm debidas a transferencias de Trp-Trp, las cuales
también son discutidas en la siguiente seccién. Estas longitudes de onda de excitacion
y emision son comparables con las obtenidas en agua a \.,=305 nm y A.,,=357 nm,
para una concentraciéon de 5 mM. Tomando como referencia estos valores de Trp
agua, se observa que el Trp en un solvente menos polar como acetona, la excitacion
y la emision presentan un corrimiento al azul de 14 nm y 7 nm, respectivamente.
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Figura 4.33: (a) Espectro de excitacién de Trp en acetona a A, =350 nm y A, =381 nm. (b)
Espectro de emisién de Trp en acetona a Aep,, =291 nm y A, =344 nm. La concentracion estudiada
fue de 5 mM.

4.7.2. Andlisis tedrico

Luego de establecer el cluster que arroja un espectro de absorcién cercano al obte-
nido experimentalmente, como se mostré en la seccién 3.1.2 con (Trp); — (C3HgO)17
y extendido a (Trp)s — (C3HgO)ss. Un punto importante a destacar en el andlisis
tedrico, es que después de un extenso estudio con una solvatacion discreta de aceto-
na, aumentando de una en una molécula de acetona, se encontré que al igual que en
agua, la estructura zwitterionica es la mas estable. En este caso, el zwitterion empieza
a ser mas estable con cinco moléculas de acetona. Sin embargo, sélo con diecisiete
moléculas de acetona se obtienen resultados cercanos a los experimentales. Ademas,
el conférmero con menor energia es Zpt, igual que sucede en agua.

En la Fig. 4.15 se mostr6 una representacion de los enlaces de hidrogeno formados
entre el Trp y las moléculas de agua, sin embargo las moléculas de acetona son
“aceptoras”, es decir que solo pueden formar enlaces de hidrégeno con moléculas que
puedan donar un atomo de hidrogeno. En este sentido, solo se formaran enlaces de
hidrégeno con los atomos del Trp que sean donadores como se muestra en la Fig. 4.34,
como se observa los posibles donadores que pueden formar enlaces de hidrogeno se
encuentran en el N-H del grupo amino y N-H del anillo aromatico.

Los espectros de AO calculados para los dos clusters modelados se presentan en la
Fig. 4.35. Inicialmente, se puede observar que la intensidad de las curvas aumenta al
considerar un cluster mas grande, al igual que ocurre experimentalmente al aumentar
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Figura 4.34: Enlaces de hidrégeno en el estado fundamental de los clusters (a) (Trp); — (C3HgO)17
y (b) (Trp)2 — (C3HgO)3a.
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Figura 4.35: Espectros de AO para los clusters construidos (a) (I'rp); — (C3HgO)17 y (b) (T'rp)2 —
(C5HpO0)34.
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la concentracién. Ahora, para el cluster mas pequeno las lineas de transicién con
mayor fuerza de oscilador se encuentran en A = 288 nm y A = 300 nm las cuales
pueden explicar la excitacion experimental a A\ = 291 nm, sin embargo el primer
estado excitado calculado se encuentra aproximadamente a A = 334 nm con una
fuerza de oscilador menor, pero no despreciable, y esta cerca del maximo de la banda
de excitacion experimental por 10 nm. Adicionalmente, los espectros de absorcion
de ambos clusters presentan dos lineas de transicién en comin, muy cercanas a A =
325 nm y A = 333 nm. La Fig. 4.36 muestra la comparacién de los datos teéricos y
experimentales.

En la Tabla 4.6 se muestran los estados excitados representativos en detalle pa-
ra los dos clusters propuestos, es necesario mencionar que para ambos clusters se
calcularon cuarenta estados excitados, debido a su tamano.

o+ A =381 nm
o A =350 nm
- Trpl-(C2H6O)17

[E—
T

Intensidag Normalizada
o

90 250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

Figura 4.36: Espectros de excitacién normalizados de Trp en acetona para una concentracion de 5
mM a diferentes longitudes de onda A.;, =381 nm (cuadros azules) y Aep, =350 nm (circulos verdes).
La linea continua es el espectro de AO normalizado del cluster (Trp); — (C3HgO)17 con las lineas
de absorcién representativas.

En la Tabla 4.6 se observa que el estado Sig del cluster (Trp), — (C3HgO)17 absor-
be a A = 293 nm y se acerca muy bien al maximo de la banda de excitacién de \ =
291 nm. La Fig. 4.37 muestra que esta transicion se debe a la transferencia de carga
principalmente de Trp-Trp, por supuesto con la contribucion de algunas moléculas de
acetona, este hecho justifica a nivel molecular la excitacion a A = 291 nm. Ademas,
el estado S; con A = 334 nm, también se acerca al méaximo de la banda de excitacion
de A = 344. La Fig. 4.37 muestra para este estado, cuya contribucién principal es
HOMO — LUMO+6 (37.70 %) ocurre una transferencia de carga del Trp a algunas
moléculas de acetona circundantes, comportamiento similar a las transiciones a A =
325 nm, A = 300 nm y A = 289 nm. De forma que en el solvente acetona, el Trp fun-
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Tabla 4.6: Energias de transicién (E) en eV y longitud de onda () en nm, con fuerza de oscilador
(f) y la composicién de los orbitales que contribuyen a la transicién de los dos clusters de Trp en
acetona, con el conférmero Zpt, respectivamente.

Cluster Estado Excitaciéon de Composicién E (eV) (A (nm)) f
un electrén
(Trp)1 — (C3HeO)rr 57 37.79% HoL16 3.71 (333.89)  0.0035
25.80 % H—L+5
Sy 71.47% H—L+9 3.82 (324.91) 0.0028
20.07% H—L+6
Sie 75.13% H—L+13 4.12 (300.58) 0.0072
12.77% H—-L+14
Sig 86.92 % H—L+16 4.23 (292.99) 0.0054
o1 75.34% H-1-L+6 4.30 (288.47)  0.0072
17.62% H-1-L+5
(Trp)a — (C3HgO)34 Se 62.12% H—-L+13 3.72 (332.98) 0.0280
32.53% H—L+14
Ss 38.32% H-1-L+5 3.81 (325.11) 0.0266
19.86 % H-1-L+11
Si1 51.91% H-1-L+4 3.83 (323.78) 0.0058
43.42% H-1—-L+7
Stz 74.24 % H-1-L+1 3.88 (319.85) 0.0050
17.35% H-1-L+5
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Figura 4.37: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas mas fuertes para el
cluster (T'rp); — (C3HgO)17. Las dos transiciones con mayor fuerza de oscilador se localizan en A =
300 nm y A = 289 nm y presentan transferencia de carga Trp—acetona. Aunque a A = 293 nm hay
transferencia de carga Trp—Trp+acetona.
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ciona principalmente como sensibilizador en la emisiéon de acetona, pero no inhibe la
posibilidad de que el T'rp emita con menor intensidad como se observa en la Fig. 4.33.
Para el segundo cluster, en la Tabla 4.6 se presentan los estados excitados con
mayor fuerza de oscilador y en la Fig. 4.38 se presentan sus orbitales moleculares.
Como se mencioné anteriormente se calcularon cuarenta estados excitados debido al
tamano del sistema, sin embargo el estado Sy para este cluster absorbe en A = 293.93
nm cercano al maximo de A = 291 nm, aunque no fue suficiente, pues los orbitales
moleculares atin no muestran transiciones de T'rp-Trp. Tal vez, sea necesario calcular
mas estados excitados, no obstante esto requiere mayor recurso computacional y para
los propésitos de este trabajo es suficiente mostrar que en el cluster mas pequeno
ocurre una transferencia Trp-Trp con una longitud de onda cercana a la experimental.
Ademas de esto, es importante resaltar que las transiciones que ocurren alrededor de
= 325 nm y A = 333 nm, en ambos clusters, tienen contribuciones en sus orbitales
muy similares, aunque para el segundo cluster en el estado Sg la contribucion HOMO
— LUMO-+13 muestra que la carga se transfiere del segundo Trp a las moléculas de
acetona alrededor de ella, mientras que en el estado Sg ocurre de forma analoga pero
para el primer T'rp. En los estados excitados Si; v Si3 la transferencia de carga es
similar a algunos estados de los clusters modelados en agua, pues pasa de un Trp a
las moléculas de acetona circundantes del T'rp vecino.
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Figura 4.38: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas mas fuertes para el
cluster (Trp)s — (C3HgO)34. Las transiciones con mayor fuerza de oscilador se localizan en A = 333
nm y A = 325 nm y presentan transferencia de carga Trp—acetona.

Respecto al calculo de emisién para T'rp en acetona, desafortunadamente no fue
posible obtener, como se ha mencionado antes, es necesario emplear un nivel de calculo
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mas alto BBLYP/6-31+G(d,p), el cual es dificil aplicar dado el tamario de los clusters
modelados.

4.8. Propiedades luminiscentes del Triptéfano en
ciclohexano

4.8.1. Analisis experimental

En el proceso de preparacion de las disoluciones, se encontré un limite de satu-
raciéon de Trp en ciclohexano, debido a que Trp como una molécula polar es poco
soluble en solventes no-polares. Sin embargo, se lograron preparar tres soluciones no
saturadas a concentraciones bajas de 0.01, 0.05 y 0.1 mM. Los espectros de excitacion
para cada concentracion se muestran en la Fig. 4.39, para las soluciones concentradas
a 0.05 y 0.1 mM se puede notar el méximo de la banda en A = 291 nm, mientras que
para la concentracion mas baja 0.01 mM se muestra un espectro amplio aproximada-
mente entre A = 270 nm y A = 300 nm donde el sistema absorbe, evidentemente esta
contenida la banda de A = 291 nm de las otras soluciones. En el caso de la curva de
excitacion para ciclohexano puro, no se puede identificar una banda representativa.
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Figura 4.39: Espectros de excitacién normalizados de Trp en ciclohexano a tres concentraciones
diferentes. Se incluye en color violeta con lineas discontinuas el espectro de excitacién de ciclohexano
puro. La flecha vertical indica el incremento de la intensidad con la concentracién. Se normaliz6 en
referencia al espectro de maxima intensidad.

Los espectros de emision normalizados de las soluciones de T'rp en ciclohexano
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preparadas se presentan en la Fig. 4.40. La longitud de onda de excitacién para las
tres soluciones fue A.,= 291 nm, la banda de emisién se localiza a \.,= 347 nm.
Ahora, en ciclohexano puro se observa una banda de emisién a \.,= 354 nm y la
longitud de onda de excitacién aplicada fue también A\ = 291 nm.
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Figura 4.40: Espectros de emisiéon normalizados de T'rp en ciclohexano a tres concentraciones di-
ferentes. Se incluye en color violeta y en un recuadro un acercamiento del espectro de emisién de
ciclohexano puro. La flecha vertical indica el incremento de la intensidad con la concentraciéon. Se
normaliz6 en referencia al espectro de méxima intensidad.

Para este caso, en el que la polaridad del solvente es muy baja, es conveniente
comparar las propiedades luminiscentes con las reportadas para el Trp en estado
gaseoso, cuya absorcion se encuentra alrededor de A = 280 nm y su emisién alrededor
de A = 300 nm. De manera que la energia necesaria para excitar al Trp en ciclohexano
es menor, al igual que la energia con la que emite. Ahora, comparando con el caso
opuesto, en un solvente completamente polar como el agua, la emisiéon presenta un
corrimiento al azul de A = 357 nm a A = 347 nm y la absorcién sufre un corrimiento
al rojo de A = 278 nm a A = 291 nm.

4.8.2. Analisis Teodrico

Partiendo del hecho que el ciclohexano es un disolvente no polar con una constante
dieléctrica muy baja (¢ = 2), quimicamente no hay una transferencia de electrones
que permita al T'rp protonarse. De tal forma, la estructura neutra es la mas estable
en ciclohexano, igual que en estado gaseoso. Con este disolvente, el conférmero més
estable es Nag™, como se mostr6 en la seccion 3.1.3, con el cual se construyeron
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cuatro clusters, los espectros de excitacion para los respectivos clusters se muestran
en la Fig. 4.41, como se observa, las cuatro curvas presentan un maximo en comun
alrededor de A = 280 nm, cercano al maximo experimental localizado a A = 291 nm.
Anélogo al incremento de la intensidad con la concentraciéon experimentalmente, en
el modelado, la intensidad crece al incrementar las moléculas de Trp en cada cluster.
Una comparacion apropiada entre los datos de absorcion experimentales y tedricos,
para una concentracion de 0.1 mM vy el cluster (Trp)s — (CsHy2) se presenta en la
Fig. 4.42, pues como se observa la transiciéon de mayor fuerza de oscilador se encuentra
cerca del maximo de la banda experimental por 10 nm, sin embargo el primer estado
excitado calculado se encuentra a A = 288 nm, ain mas cerca de A = 291 nm por 3
nm, es decir que la interaccién de mas moléculas de Trp aumenta la probabilidad de
estados excitados con longitudes de onda mas largas crezca.
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Figura 4.41: Espectros de AO para los clusters construidos (a) (Trp); — (CeHiz), (b) (Trp)s —
(CsHi2), (c) (Trp)s — (CeH12) y (d) (Trp)s — (CeHi2).

Las transiciones mas relevantes de los calculos TD-DFT se presentan la Tabla 4.7.
Para el cluster mas pequeno, el estado con mayor fuerza de oscilador Sg, muestra una
contribucion que transita del orbital HOMO, con una participacion del grupo indol de
tipo 7, al orbital LUMO+5 de tipo ¢* con una gran participacion del medio ambiente
y una pequeiia participacion del grupo indol y la cadena lateral, como se observa en
la Fig. 4.43. Este estado, segin la notacién de Platt [96] es denominado B, pero no
es una transicion directa del Trp. Luego, el segundo estado excitado mas fuerte 57,
se puede relacionar directamente con la transicion L, de tipo n7*, ver Fig. 4.43. De
hecho, los orbitales HOMO-1, HOMO, LUMO y LUMO+1 son muy similares a los
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Figura 4.42: Espectro de excitaciéon normalizado de Trp en ciclohexano para una concentracién de
0.1 mM, A.,;,=347 nm (circulos verdes). La linea continua es el espectro de AO normalizado del

cluster (T'rp)s — (CgH12) con sus respectivas lineas de absorcién.
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Figura 4.43: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas mas fuertes para el
cluster (T'rp); — (CeHi2). Las transiciones a A = 279 nm y A = 263 nm se relacionan con los estados

caracteristicos 'L, v 'Ly, respectivamente.
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Tabla 4.7: Energias de transicién (E) en eV y longitud de onda () en nm, con fuerza de oscilador
(f) y la composicién de los orbitales que contribuyen a la transicién de los cuatro clusters de Trp
en ciclohexano, con el conférmero Nag™, respectivamente.

Cluster Estado Excitacion Composicién E (eV) (A (nm)) f
de un
electron
(T'rp); — (CsHia) Sh 83.39 % H—L 4.44 (279.04) 0.0903
9.72% H—L+1
S 87.37% H—L+1 4.51 (274.61) 0.0296
8.58 % H—L
Ss 64.57 % H-1-L 4.72 (262.79) 0.0382
15.88% H—L+3
Ss 43.52 % H—L+5 5.52 (224.55) 0.2440
24.82 % H—L+3
(Trp)s — (CeHia) Sy 79.10 % H—L 4.16 (298.13) 0.0124
10.43 % H-1—-L
S 33.20 % H-1—-L+1 4.39 (282.31) 0.0758
32.23% H-1-L
Ss 60.06 % H—L+2 4.41 (281.38) 0.0968
15.95 % H—L+1
Ss 44.89 % H-2—L+2 4.69 (264.06) 0.0300
18.64 % H—L+7
(Trp)s — (CsHya) S 84.47 % H—L+2 4.37 (283.40) 0.0683
6.19 % H—L+4
S 90.67 % H-1—-L+1 4.41 (281.20) 0.0975
Ss 81.62 % H-2—L 4.44 (278.98) 0.0936
6.80 % H—L
St 60.68 % H-5—L 4.72 (262.76) 0.0448
17.44 % H-2—L+9
33.69 % H-1-L+4
S 46.31 % H—L+3 4.39 (282.48) 0.0510
33.29% H—L+2
Ss 85.57 % H-3—L 4.40 (281.53) 0.0588
2.40% H-2—L+1
Sy 86.39 % H-2—L+1 4.40 (281.38) 0.1039
2.47% H-3—L
Ss 36.34 % H-1—L+2 4.43 (279.72) 0.1078
36.01 % H-3—L+3

obtenidos en estado gaseoso como se muestra en la Fig. 4.4, debido a la baja polaridad
del ciclohexano y la ausencia de enlaces de hidrégeno entre soluto-solvente.

Para el segundo cluster (Trp); — (CsHi2), la Fig. 4.44 muestra los orbitales involu-
crados en las transiciones mas relevantes, los cuales son en la mayoria de tipo m7*. Se
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puede identificar en este cluster que la carga se distribuye en las dos moléculas de T'rp
como efecto de su interaccién. Para el tercer cluster (Trp)s — (CgHi2), la forma de los
orbitales de los estados excitados Sp, S y S14 pueden relacionarse con la forma de la
transicion L, para cada Trp que conforma el cluster, como se observa en la Fig. 4.45.
Situacién similar ocurre en el cluster mas grande (Trp)s — (CgH12) con los estados Sy,
S3 v Sy, cuyos orbitales se representan en la Fig. 4.46, aunque los orbitales LUMO+2
y LUMO-+4 dejan ver la distribucién de carga sobre otras moléculas de T'rp vecinas.
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Figura 4.44: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas mas fuertes para
el cluster (Trp)s — (CeHiz). Se puede notar la contribucion de ambas moléculas de Trp en las

transiciones electronicas.

Por otro lado, el tamano de los clusters modelados en ciclohexano permitié obtener
los estados fluorescentes de los dos clusters mas pequenos. La Fig. 4.47a ilustra el
cambio de la geometria del sistema en el estado fundamental y estado excitado para
el cluster (Trp); — (CgH2), el enlace del T'rp entre el grupo carboxilo y amino cambia
de 1.864 a 1.880 A. Para este cluster, la excitacién de interés fue S; que ocurre a A =
277.1 nm, y su respectiva emision se obtuvo a A = 328.7 nm. Para el segundo cluster
la Fig. 4.47b muestra las respectivas geometrias, en este caso el enlace de hidrégeno
del primer Trp aumenta de 1.838 a 1.864 A y del segundo Trp aumenta de 1.818 a
1.824 A, aunque un tercer enlace de hidrégeno aparece entre el NH del grupo indol
del primer Trp y el O del grupo carboxilo del segundo Trp que se hace mas fuerte
en el estado excitado de 1.940 a 1.836 A, el hecho de que este enlace sea més fuerte
indica que la interaccion entre las dos moléculas de T'rp influye de manera relevante
en el proceso de emision. El estado excitado mas fuerte para el segundo cluster es
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Figura 4.45: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas mas fuertes para el

cluster (T'rp)s — (CsHi2). Se puede notar la contribucién de cada molécula de T'rp en las transiciones

electronicas.
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Figura 4.46: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas mas fuertes para el
cluster (I'rp)s — (CsHi2). En este caso se mezclan los comportamientos de los clusters (T'rp)s —
(C¢Hi2) v (Trp)s — (C¢Hiz), se observa distribuciones de carga entre varias moléculas de Trp y

transiciones individuales de cada molécula.
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Figura 4.47: Diagrama del proceso de emisién del cluster a) (Trp)1 —(CsHi2) y b) (T'rp)a— (CsHiz).
Se ilustran las geometrias optimizadas del estado fundamental (EF) y estado excitado (EE) fluores-
cente. Las lineas verdes muestran las longitudes de los enlaces de hidrogeno del Trp en Angstroms

(A).

So con A = 283.2 nm, en este proceso el estado S5 se acopla con el S; mediante una
conversion interna, luego se relaja y emite a A = 337.8 nm. La emision de los estados
excitados de ambos clusters se compara con el maximo de la banda experimental de

A = 347 nm, como se observa en la Fig. 4.48.
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Figura 4.48: Espectro de emisién experimental de Trp en ciclohexano a 0.1 mM, representado por
la linea negra. Los estados fluorescentes de los clusters (Trp)1 — (CsHi2) v (T'rp)e — (CeHiz) se
representan por la linea roja y azul, respectivamente.
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4.9. Estudio de Triptéfano sensibilizado con Euro-
pio en agua

Debido a que el aminoacido Trp se encuentra en miiltiples proteinas y tiene pro-
piedades luminiscentes sobresalientes, como se ha mostrado hasta el momento. Los
iones lantanidos ligados a proteinas privilegian la emisién de luz visible absorbida por
aminoacidos aromaticos, tales como el T'rp. Algunos investigadores han demostrado
que la emisiéon de los iones lantanidos se potencia cuando se unen a una proteina,
y generalmente, el Trp es el responsable de la transferencia de energia a los iones
Ln®t [97,98]. De hecho, la interaccién entre Trp y Eu" es mds fuerte cuando el
grupo amino se encuentra en su forma zwitterionica [99]. En este sentido, es 1til
estudiar el proceso de absorcién y emisién del complejo Trp-Eu®*, debido a sus po-
sibles aplicaciones biofisicas y bioquimicas. A continuacion, se describe experimental
y tedricamente la transferencia de energia del complejo y como intervienen a nivel
molecular el Trp y Eu*t en el proceso de absorcién y emision.

4.9.1. Analisis experimental

Como punto de partida para el estudio de la luminiscencia del europio sensibilizado
por el Trp se midieron los espectros de excitaciéon y emisiéon del ion Eu®* en solucién
acuosa como muestra en la Fig. 4.49. Se prepararon cuatro soluciones de Cloruro
de Europio en agua de 10, 20, 30 y 40 Mm, los espectros de excitacién y emision
medidos para estas soluciones presentan las mismas bandas aunque aumentan las
intensidades con la concentracion, en la Fig. 4.50 se presentan ambos espectros para la
concentracion de 10 mM. Las bandas observadas se comparan bien con las reportadas
en las Tablas 2.1 y 2.2.

(a) Cubeta con solucién de cloruro de Europio  (b) Emisién de solucién de Cloruro de Europio
en agua. en agua haciendo incidir luz con A, = 393 nm.

Figura 4.49: Imagen real de la medicién.

Ahora, sobre una solucién de Cloruro de Europio en agua a una concentracion
de 10 mM, se prepararon cuatro soluciones con Trp concentradas a 0.01, 0.1, 1 y
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Figura 4.50: Espectro de excitacién (curva roja) y emisién (curva azul) experimental del ion Eu3™
en agua, con sus respectivas transiciones.

10 mM. La Fig. 4.51 muestra los espectros de excitacién monitoreando el Eu*' con
Aem = D90 nm, para las diferentes concentraciones de T'rp, incluyendo la solucion
libre de T'rp (curva negra) para establecer sus efectos sobre el Eu?". Las soluciones
que contienen T'rp preservan las transiciones del Eu*t, aunque la intensidad varia con
la concentraciéon de Trp con la misma tendencia en todas las bandas representativas
del Eu*". En banda méas intensa asignada a "Fy —°Lg (A = 393 nm) son evidentes
los cambios en la intensidad, pues aumenta con la concentraciéon para 0.01 y 0.1
mM, pero de decrece para las concentraciones 1 y 10 mM. Esto es consistente con
el trabajo experimental de Stubenrauch [32] y colaboradores, quienes afirman que a
concentraciones relativamente bajas de Trp se observa un méximo en la intensidad
de emision del Europio, que desaparece gradualmente al aumentar la concentraciéon.
Tal desactivacién (quenching en inglés) es generada por la transferencia de energia
entre activadores (7rp) pues ésta se activa cuando la distancia entre ellos es menor e
inhibe la transferencia de energia hacia el Europio. Aunque este trabajo muestra este
comportamiento para concentraciones especificas. Luego, la banda localizada a \ =
305 nm, que no aparece para el Europio solamente, es debido a la presencia de Trp,
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pero sélo es observado para las concentraciones de 1 y 10 mM.
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Figura 4.51: Espectros de excitacién de Eu®t en agua a 10 mM agregando Trp a diferentes concen-
traciones (0.01, 0.1, 1 y 10 mM), incluyendo el espectro de excitacién de Europio sin Trp. En todos
los casos Aeyn = 590 nm.

Respecto al espectro de emision, en la Fig. 4.52 se observa de nuevo que las
soluciones con Trp mantienen las bandas caracteristicas de emisién del Eu®* (curva
negra) con A, = 393 nm. De igual manera al espectro de excitacion, la intensidad en
cada banda aumenta con la concentracién para los casos de 0.01 y 0.1 mM, y luego
decrece para 1 y 10 mM, como se muestra en la Fig 4.53.

Ahora bien, atin con Eu®* en las soluciones, se preserva el comportamiento ob-
servado en el caso Trp-agua de la Fig. 4.14, donde el aumento en la concentracién
de Trp genera un corrimiento al rojo desde A = 278 nm a A = 305 nm cuando se
monitorea la emisién del Trp a A = 357 nm, como se observa en la Fig. 4.54. Por
lo tanto, el proceso de fluorescencia del Trp no se ve afectado por la presencia del
Eu®t, asi que la emisién del Trp a A = 357 nm es independiente de la longitud de
onda de excitacion (a pesar de su corrimiento al rojo por concentracién) y de la pre-
sencia del lantanido. De hecho, se comparo6 la curva de intensidad de fluorescencia
en funcién de la concentracién para las soluciones de Trp en agua y con Eu®t en la
Fig 4.55, como se puede observar las curvas mantienen la misma tendencia, a pesar de
la presencia del Eu**. Por lo tanto, no hay una transferencia de energia de Eut —
T'rp. Mientras que en la Fig. 4.53 se observa que la concentracion de T'rp si afecta la
emision del Eu®T en la intensidad, ademés de que el Trp a concentraciones mayores a
1 mM permite la apariciéon de una banda en A = 305 nm en el espectro de excitacion,
ver Fig. 4.51. Por consiguiente, la transferencia de energia esta dada desde el T'rp —
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Figura 4.52: Espectros de emisién de Eu®* en agua a 10 mM agregando Trp a diferentes concentra-
ciones (0.01, 0.1, 1 y 10 mM), incluyendo el espectro de emisién de Europio sin Trp. En todos los
casos Aez = 393 nm.
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Figura 4.53: a) Intensidad de fluorescencia de Eu®* bajo la presencia de Trp a diferentes concentra-
ciones y b) en escala logaritmica de la concentracién.

Eut. Esta afirmacién se puede comprobar excitando en la regién de absorciéon del
Trp y monitorear la emisién del Eu®™, a través de un grafico mapeado en 3D, como
se muestra en la Fig. 4.56 para la concentraciéon mas baja. Notese que al excitar a
A = 278 nm (A, del Trp a 0.01 mM) se manifiestan las transiciones més intensas
"Dy —'F; y Dy —"F5 del Eu?*, localizadas alrededor de A = 590 nm y A = 615 nm.
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Figura 4.54: En el panel izquierdo se presentan los espectros de excitacién y en el panel derecho los
espectros de emision de Trp a diferentes concentraciones (0.01, 0.1, 1 y 10 mM) en una solucién de
cloruro de Europio de 10 mM en agua.
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Figura 4.55: a) Intensidad de emisién de Trp en agua a diferentes concentraciones y b) en escala
logarftmica de la concentraciéon (curva roja) y en una solucién de 10 mM de cloruro de Europio en
agua (curva azul).

Asimismo, la intensidad de estas transiciones se maximiza con A.,= 295 nm, la cual
se encuentra también en la banda de absorcion del Trp.
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Figura 4.56: Superficie mapeada en color 3D del patrén espectral de excitacién-emisiéon para una
concentracién de 0.01 mM de Trp en una solucién de 10 mM de Eu3T en agua.

De igual forma, la Fig. 4.57 muestra un mapa 3D para la concentracion de Trp mas
alta, en este caso para el Trp A.,= 305 nm, a esta longitud de onda de excitacién el
mapa 3D muestra también las transiciones °Dy —"F; y 5Dy —7F, del Eu*, se puede
notar la tendencia de las curvas que siguen aumentando la intensidad por encima de
A = 310 nm, pero esto es debido al solapamiento con una banda de absorcién propia
del Eu®" que corresponde a la transicion "Fy —°H; localizada a A = 317 nm (ver
Fig. 4.50), esto explica completamente el aumento de intensidad de la emisién del
Eut. No obstante, en este caso presenta un punto en comin con la concentracién
m4s baja y es que a A\,= 295 nm, también emite el Eudt.

La Fig. 4.58 esquematiza el posible mecanismo por el que los electrones excitados
en el Trp pueden transferir la energfa al nivel °D, y mediante un proceso de resonan-
cia no radiativo, la energfa se relaja al estado 5D; o °Dy, para producir la emisién
caracteristica del Eu** por un proceso radiativo. En este proceso, la excitacién del ion
lantanido se logra a través del ligando orgénico (Trp) que actiia como sensibilizador
para la emision del lantanido. En la Fig. 4.59, se muestran los espectros de emision,
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Figura 4.57: Superficie mapeada en color 3D del patrén espectral de excitacién-emisiéon para una
concentracién de 10 mM de Trp en una solucién de 10 mM de Eu®* en agua.

excitando a A = 295 nm las cuatro soluciones preparadas, se puede observar que para
la concentracién méas baja de Trp (curva roja) la emisiéon del Eu®"™ incrementa para
las transiciones °Dy —"F; v 5Dy —Fy, respecto de la emisiéon del Eu®t sin Trp, sin
embargo al aumentar la concentracion de Trp la intensidad de emision es cada vez
menor, de hecho los agregados de Trp llegan a interferir en el proceso de transferencia
de energia e inhiben la emisién del Eu™.

4.9.2. Andlisis tedrico

Como se mencioné en la seccién 3.1.4 dos curvas de AO fueron calculadas en la
Fig. 4.60 para el complejo de Trp-Eu®" en agua, la primera con LUMPAC (ZINDO-
Sparkle) y la segunda con Gaussian 16 (TD-DFT/B3LYP/cep-4g). Se puede notar
que ambos espectros son similares en general, a pesar de que la aproximacion de
LUMPAC no considera los orbitales de la capa f, sélo hasta el analisis con Judd-
Ofelt, asf sélo se notan las lineas generadas por el medio ambiente del Eu*T (dado
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Figura 4.58: Esquema representativo de Jablonski de transferencia de energia de T'rp a los niveles
de emisién del ion Eu?t.
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Figura 4.59: Espectros de emisién de los niveles °Dy —7F; (590 nm) y °Dy —"Fy (615 nm) medidos
para el complejo Trp-Eu®t a diferentes concentraciones de Trp (0.01, 0.1, 1 y 10 mM) en una
solucién de cloruro de Europio de 10 mM en agua.

por las moléculas de agua, los atomos de cloro y el Trp). Estos estados excitados
también son obtenidos por Gaussian, pero considerando ademas del medio ambiente,
el ion Eu?t explicitamente. Aunque ambas curvas de absorcién son muy parecidas, la
naturaleza de los orbitales involucrados en las transiciones es diferente. Los detalles
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de los calculos de ambos métodos se presentan en la Tabla 4.8, se puede observar que
se calcularon mas estados excitados con Gaussian, esto es porque el método TD-DFT
identifica muchas méas transiciones pero con fuerzas de oscilador casi nulas, por lo
tanto sélo fueron considerados los estados excitados con mayores valores de fuerza de
oscilador, que ademas son comparables con los estados mas fuertes de LUMPAC.

— LUMPAC
— GAUSSIAN

Intensidad (u.a)

‘ 1 ‘
150 200 250 300 350 400 450

Lontigud de onda (nm)

Figura 4.60: Espectros de absorcién del complejo de emisién de Trp-Eu™ en agua calculado con
LUMPAC (curva negra) y con Gaussian (curva azul). Las lineas rojas son los estados excitados
calculados con Gaussian.

La Fig. 4.61 muestra los orbitales moleculares de las transiciones calculadas con
LUMPAC, indicadas en la Tabla 4.8, las transiciones son de tipo w7*, para los orbitales
de los estados S7 y S5 se observa la participacién del grupo indol, de hecho pueden
asociarse a las transiciones L; y L,, respectivamente. Los orbitales de los estados Sy y
S9 muestran una distribucién de carga hacia la cadena lateral y el orbital del estado
So1 hace evidente la participacion de las moléculas de agua con la cadena lateral y
menor contribuciéon de los anillos arométicos. Sin embargo, no se hace evidente la
contribucién del ion de Eu®*, debido a que el método de LUMPAC lo reemplaza por
una carga puntual. Es por ello que el método TD-DFT de Gaussian, complementa
esta informacién al calcular los estados excitados con la presencia del ion de Eu3*.

Las Figs. 4.62 y 4.63 muestran los orbitales moleculares involucrados en las tran-
siciones calculadas con Gaussian. Aunque el método TD-DFT no considera el cambio
de espin las excitaciones electrénicas, si considera las transiciones alpha-alpha (espin
1) y beta-beta (espin |) que contribuyen a los estados excitados. El estado S; permite
visibilizar la participacién del ion de Eu®t, ademds de su interaccién con las moléculas
de agua, los atomos de cloro y el Trp. El estado S1g formado por una combinacion
lineal de transiciones alpha y beta, en sus orbitales manifiesta la contribucién princi-
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Figura 4.61: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electrénicas mas fuertes para el
complejo Trp-Eu3t en agua calculadas en LUMPAC.

pal del T'rp y en menor proporcién la participacion del Eu?* y algunas moléculas de
agua. Sin embargo, el estado S; manifiesta todavia la transicién Trp-Trp con orbi-
tales similares a los de L,. Por tltimo, los estados S3g y Sso exponen la participacién
del medio, es decir de las moléculas de agua y del T'rp.

Ahora bien, el programa LUMPAC calcula las propiedades fotofisicas teoricas, a
partir del espectro de emisiéon medido experimentalmente se calculan los parame-
tros de Judd-Ofelt (J-O), Q5™ las tasas de decaimiento radiativa (A;5) y no radiativa
(AP ) v la eficiencia cudntica (n°?). Luego, a través de cdlculos tedricos se obtienen
los pardmetros de intensidad de J-O (Q4°), la tasa de transferencia de energia intra-
molecular (Wgr) y de transferencia de energia de retroalimentacion o back-transfer
(Wgr) desde los niveles singlete (S1) y triplete (T) a los niveles emisivos, la distancia
del donante a los centros aceptores del proceso de transferencia (Ry), las tasas de
emision radiativa (Af%) y no radiativa (Af° ), la eficiencia cudntica n'° y el ren-
dimiento cuantico (g). Para comenzar, los pardmetros teéricos de intensidad J-O se
calculan a partir de los resultados estructurales dados por el modelo semi-empirico

Sparkle/RM1 definidos por la ecuacién

|B/\tp|2

T (4.2)

D=2 A+1)>

t,p
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Tabla 4.8: Energias de transicién (E) en eV y longitud de onda () en nm, con fuerza de oscilador
(f) y la composicién de los orbitales que contribuyen a la transicién del complejo Trp-EuT en agua,
con dos métodos.

Método Estado Excitacién Composicién E (cm™) (A (nm)) f
de un
electréon
LUMPAC Sh 39.81% H-1—-L 33272.5 (300.5) 0.004
39.34 % H—L+1
Sy 90.89 % H—L 36130 (276.8) 0.163
Sy 43.39 % H—L+1 42418.3 (235.7) 0.484
29.83 % H-1-L
So 26.36 % H—L+3 47909 (208.7) 0.385
18.64 % H-1-L+1
So1 80.50 % H-11—1+2 57319.6 (174.5) 0.160
Gaussian Sh 97.10 % H-32—L [a(espin 1)] 32579.6 (306.9) 0.0017
S10 85.18 % H—L [B(espin J)] 37423.7 (267.21) 0.0557
55.57 % H—L+1 [a(espin 1)]
So1 60.12%  H-1-L+1 [a(espin )] 40351.8 (247.82)  0.0241
S39 53.69 % H—L+2 [B(espin |)] 48278.8 (207.13) 0.4257
42.66 % H—L+3 [a(espin 1)]
Sso 36.33 % H—L+6 [a(espin 1)] 53541.78 (186.77)  0.4257

30.99 % H-1—L+2 [B(espin )]

donde By, = Bs, + Bis . siendo By, y B, la contribucion al dipolo eléctrico (ed)
y acoplamiento dindmico (dc), respectivamente.

Las tasas de transferencia de energia (ET) intramolecular para el ligando y el ion
lantanido se define como

Wer = Wgr' + Wy, (4.3)

siendo W y Wit las tasas de transferencia de energia obtenidas a partir del me-
canismo multipolar (Forster) y del mecanismo de exchange o intercambio (Dexter).

Detalles teéricos implementados en LUMPAC se describen en el apéndice G. El
proceso que gobierna la intensidad de la luminiscencia puede describirse como una
fuerte absorcion inicial en la regién ultravioleta por el Trp (ligando), seguida de
una transferencia de energia no radiativa al ion Eu®*, que posteriormente emite en
la regiéon visible, asi como se observa en el diagrama de niveles y trayectorias de
transferencia de energia de la Fig. 4.64. La energia de los estados singlete y triplete
es 33272.5 cm™! (A = 300.5 nm) y 21119.1 em™! (XA = 473.5 nm), respectivamente.
Los parametros de intensidad wy, las tasas de decaimiento radiativa y no radiativa,
la eficiencia y rendimiento cuantico resultantes del calculo con LUMPAC se muestran
en la Tabla 4.9.

La distancia entre el estado donador (singlete o triplete) del ligando Trp y el
ion Eut es Ry, para el estado S; es 6.1634 A y para el estado T es 6.4221 A.
Por reglas de seleccion la transferencia de energia ocurre desde el estado singlete al
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Figura 4.62: Orbitales moleculares (o, espin 1) involucrados en las transiciones electrénicas més
fuertes para el complejo Trp-Eu®t en agua calculadas en Gaussian.
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Figura 4.63: Orbitales moleculares (3, espin ) involucrados en las transiciones electrénicas maés

fuertes para el complejo Trp-Eu®t en agua calculadas en Gaussian.
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Tabla 4.9: Valores tedricos y experimentales de los pardmetros de intensidad (£2y), tasas de emisién
radiativa (Aqq) y no radiativa (A,,q.q) y eficiencia cuantica de emisién del nivel Dy del complejo
Trp-Eu?t.

Parametros de Inten. (10~?cm?)

Compuesto Qy Qp Qg Avad (57")  Anraa (s71) 1 (%) a(%)
Trp-Eu*" (Exp.) 1.0 1.58 - 106.48 893.52 10.6 -
Trp-Eu®t (Teo.) 1.0 1.58 0.01 103.07 927.861 10 9.88

nivel D4 dada a través del mecanismo multipolar, mientras que la transferencia de
energia del estado triplete al nivel emisor °D; implica un mecanismo de intercambio
o exchange, igualmente en el nivel °Dy. Asimismo, las tasas de transferencia y de
retroalimentacion o back-transfer entre el ligando y los niveles del Eu®* 5Dy, 5D, y Dy
se muestran en la Tabla 4.10 y la representacion esquematica esta dada en la Fig. 4.64.
Las tasas Wgr v Wy indican valores destacados para la trayectoria triplete—>5D0,1
donde las interacciones de exchange son dominantes, mientras que para la trayectoria
singlete—°D,, donde las interacciones son multipolares, los valores son inferiores. Esto
indica que los estados triplete del Trp v °D; del Eu®* resuenan en el complejo. De
forma que se puede predecir que el proceso de transferencia de energia predominante
sigue la trayectoria Sy — S; — T —° Dy, °Dy —"Fy_4. De hecho la contribucién a
las transiciones °Dy —7F ; son 5Dy —F; (47.76 %), Dy —"F5 (29.11%) y Dy —'F,4
(23.12). Nétese que las transiciones con mayor contribucién Dy —7F; y °Dy —"Fy
son las medidas experimentalmente en las Figs. 4.56 y 4.57.

Tabla 4.10: Energias del estado singlete y triplete, mecanismo multipolar y de exchange, valores Ry,
(distancia entre el estado donante y aceptor, involucrados en el proceso de transferencia de energfa),
tasa de transferencia de energia (Wgr) y de retroalimentacién o back-transfer (W pr).

Estado del Estado 4f Mecanismo R, (A) Tasa de Tasa de
ligando (cm™!) (cm™!) transferencia retroalimentacién
(s (s7)

S1(33272.5) — °D,(27600) Multipolar ~ 6.1634 ~ Wgp =5.77x 10> Wpp =8.26x 10710
T(21119.1) — D, (18979) Exchange 6.4221  Wpry =2.90x107 Ware =1.27x103
T(21119.1) — 5Do(17227) Exchange 6.4221  Wprz =2.84x107 Wpars =3.05x1071
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Figura 4.64: Diagrama de Jablonski para el complejo Eu*(Trp) en agua que muestra las trayectorias
maés probables para la transferencia de energia intramolecular.
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Conclusiones

= Los espectros de excitacion y emision medidos en diferentes solventes hacen
evidente la sensibilidad del Trp a la polaridad del medio ambiente. En este
estudio se establece cémo cambian los procesos de luminiscencia del Trp en
agua, acetona y ciclohexano.

= En agua, se observéd experimentalmente un corrimiento al rojo de la longitud
de onda de excitacién de 278 a 305 nm, generado por la concentraciéon de T'rp
en agua de 0.01 a 10 mM. Por lo tanto, a altas concentraciones la energia de
excitacion es menor. Tedricamente, se estudiaron a nivel molecular, ademés de
la estabilidad zwitteriénica del T'rp, las interacciones entre los grupos indoles,
las cadenas laterales y las moléculas de agua de los clusters construidos.

= Se encontr6 que la contribucién de las moléculas de agua alrededor del Trp
es relevante debido los enlaces de hidrogeno, sin embargo la interaccion en-
tre moléculas de Trp cada vez méas cercanas (situacién andloga a aumentar la
concentracion), seria la razén més importante por la que se genera el despla-
zamiento de las lineas espectrales. Adicionalmente, se descubrié que las partes
del sistema importantes en el proceso de emisién, dada a A = 357 nm, son el
zwitteriéon del grupo amino y el anillo pirrol, pues sus enlaces de hidrégeno se
fortalecen en el estado fluorescente.

= En acetona, la variacién en la concentracién sélo genera un incremento en la
intensidad de los espectros de excitacion y emision, los cuales producen un maxi-
mo en A = 344 nm y A = 381 nm, respectivamente. Se demostro tedricamente
que el Trp en acetona es estable en su forma zwitterionica, pues al comparar
la energia total de las estructuras neutra y zwitterionica, esta tltima tiene un
valor menor. Asimismo, los orbitales involucrados en la absorcién calculada a
A = 334 nm muestran transferencia de carga del Trp a las moléculas de acetona
circundantes, aunque la transferencia Trp-Trp+acetona no desaparece, se loca-
liza en A = 288 nm tedricamente y a A = 291 nm experimentalmente, pero con
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menor intensidad. Los clusters que se forman en soluciones de acetona son muy
grandes, pero consistentes con los resultados de absorcion experimentales, des-
afortunadamente esa también es la razén por la que no es posible el desarrollo
del calculo de emisién para hacer una comparativa.

En ciclohexano, la baja polaridad del solvente inhibe la formaciéon de enlaces
de hidrégeno soluto-solvente, y también la posibilidad de protonar el Trp, asi
que su estructura més estable es la neutra. En este solvente, el maximo de
excitacion se midio en A = 291 nm y de emisiéon en A = 347 nm. Los orbitales
moleculares de las transiciones electronicas calculadas muestran similitudes con
el caso de Trp en fase gaseosa, y al incrementar las moléculas de Trp mantienen
un maximo alrededor de A = 280 nm, sin embargo este hecho permite que
se manifiesten pequenias transiciones de longitudes de onda maés largas (por
ejemplo 288 nm), que acercan més al valor experimental. Respecto a la emisién,
los atomos relevantes son el NH del grupo indol y un O del grupo carboxilo que
se fortalecen en dicho proceso.

Las simulaciones desarrolladas en este trabajo, utilizando el método TD-DF'T,
arrojan resultados espectroscopicos que estan en buen acuerdo con los expe-
rimentales, por lo tanto permiten comprender mejor la luminiscencia del Trp a
nivel molecular. Asimismo, en este trabajo se muestra como el Trp actia como
sensibilizador para la luminiscencia del ion Eu®* en solucién acuosa. Enten-
der el proceso de absorcién, transferencia de energia y de emision del complejo
Trp-Eut con resultados tedricos y experimentales comparables, que permiten
entrever las interacciones moleculares involucradas en las transiciones electroni-
cas, aporta significativamente a las posibles aplicaciones biofisicas y bioquimicas
de lantanidos unidos a proteinas que contengan Trp.

Experimentalmente, bajas concentraciones de Trp en una solucién de Eu*
en agua generan una fuerte absorcion del Trp a A = 295 nm, y a través de
un proceso de transferencia de energia, la emisiéon de los niveles °Dy —7F; y
’Dy —"F5 del ion de Eu?* se intensifica. Comparado con la emisién estos niveles
en ausencia de Trp, el aumento de la concentraciéon de Trp genera una clara
tendencia a disminuir la luminiscencia del Eu" (quenching) excitando a esa
longitud de onda.

No se puede omitir el hecho que a altas concentraciones, la maxima excitacion
del Trp a A = 305 nm comienza a superponerse con la excitaciéon del Eu®" a
A\ = 317 nm, para maximizar la emisién de los niveles °Dy —'F; y 5D —"F5 del
ion de Eut. Teéricamente se demostrd, a través de la teoria de J-O, aplicada
por el sofware LUMPAC, que la transferencia de energia ocurre del Trp al ion
Eu?t. De hecho las trayectorias de transferencia de energia més probables estdn
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dadas desde el estado S; al nivel °D, por un mecanismo de Férster y desde el
estado T al nivel °D; por un mecanismo de Dexter.

» El complejo Trp-Eu®t modelado representa una relacién 1 a 1 de Trp y Eu?t,
respectivamente, lo cual equivale a la realizaciéon experimental de la concentra-
cién 10 mM de Trp y 10 mM de EuCl;, asi la excitacién experimental de A =
305 nm se compara muy bien con la absorcién del estado S; a A = 300.5 nm.






Apéndice A

Aspectos generales de los métodos
PM3 y PM6

Existen varios métodos semi-empiricos, aqui se discuten de forma general los em-
pleados para los céalculos desarrollados en el trabajo de investigacion.

Método de parametrizacion PM3

El método PM3 tiene sus bases en la desestimaciéon modificada de solapamiento
diatémico modificado (MNDO por sus siglas en inglés), la cual tiene ciertas defi-
ciencias, particularmente es un método que puede ser mejorado si se parametriza
correctamente. Asi, los pardmetros propuestos por Stewart en 1988 [50] corrigen va-
rios errores presentes en MNDO.

Inicialmente, es importante mencionar de forma general cémo se utilizan los
parametros utilizados por MNDO. El calor de formacién esta dado por

0Hp = Eeec + Brua — Y E4 + Y 6H7, (A1)
A A

donde 0H J‘?‘ es el calor de formacién del 4tomo A experimental, E/ es la energfa de
formacién del atomo A calculada a partir de su ion

Ef = f(Pu, Uy, (iijj), (ijij)), (A.2)

donde Pj;, es el orbital atémico en el estado base del orbital atéomico i, U;; son las
energias de un electron de los orbitales atémicos del ion resultante de eliminar los
electrones de valencia, estos pardmetros se representan por Uss y U,p, (ii]jj) son
las integrales de dos electrones de un centro que, generalmente se encuentran cinco
integrales por atomo, representadas por los pardmetros (ss|ss) = Gss, (ss|pp) = Gy,
(pplpp) = Gop, (PPIP'P') = Gpa v (sp|sp) = Hsp, siendo p y p’ los orbitales atémicos
de tipo p sobre un mismo centro, y difieren en su forma funcional angular.
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La energia de repulsion nicleo-nticleo esta dada por

Enucl = Z EN(i7 ]>7 (AB)
i<j
considerando
En(i,j) =ZaZp(AA|BB)(1 + e*aft) 4 e(anflia)) 4
ZéZ] <Z a;ﬁneA(Ri.i_C”A)z + Z a;gneB(Rij—CnBP) : (A4)
i r ®

aqui (AA|BB) es la integral de dos centros de tipo (ss|ss), Z; es el nimero de electro-
nes de valencia del atomo i y R;; es la distancia interatémica. De la expresién (A.4),
solo se considera el primer término para MNDO, posteriormente el método semi-
empirico consideré el segundo término para corregir el exceso de repulsiones core-core
de largo alcance. Las cantidades a4, a;,, b;s v ¢ix SOn parametros optimizables.

La energia electrénica total es

1

§P(H +F), (A.5)

siendo P la matriz densidad, H la matriz de un electron y F la matriz de Fock. Ahora

bien, los elementos de la matriz de Fock que conectan los orbitales de diferentes

atomos, se puede expresar como

S
2

Eelec =

Fu = —2(Bu+B,) = D ProlpAlvo), (A.6)

Ao
donde 3, y B, son pardmetros atémicos de tipo 35 o 3,, S, es el solapamiento de
dos orbitales atomicos de Slater de tipo

p = Nr"~le9Y™(0,¢), (A7)

siendo &, un orbital atémico de tipo & o &,, (uA|vo) son funciones complicadas de
los orbitales de Slater y de las integrales de dos electrones de un centro.

Es posible identificar 12 parametros segtin lo mencionado anteriormente para MN-
DO, de las cuales 7 fueron optimizadas Ugs, Uy, Bs, Bp, &s, §p ¥ @, las 5 restantes G,
Gsp, Gpp, G2 y Hy,, se les asignaron valores a partir de espectros atémicos. El método
AM1 introdujo un segundo conjunto de parametros que representan la interaccion
gaussiana core-core, pero bajo esta consideracién cada atomo puede tener hasta cua-
tro gaussianas, lo cual genera 12 parametros mas, asi cada elemento con AM1 se
describe por 10-19 parametros.

El método paramétrico nimero 3, PM3, considera 18 parametros para cada ele-
mento, excepto para el hidrégeno que considera 11 parametros. Tales parametros son
P=P, - P, ---,Py(i=1,N), que representan Uss, Uy, Bs, By &s, &py @y Gssy Gsp,
Gpp, Gpa, Hsp, a1, b1, c1, as, by y co, para el hidrégeno los pardmetros que implican
los orbitales tipo p evidentemente no son considerados [50].
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Método de parametrizacion PM6

Este método semi-empirico es de nuevo una modificaciéon del PM3 en el término de
interaccién core-core y de los parametros optimizados. Principalmente, este método
se caracterizo por la inclusion de metales de transicion en la optimizacion de parame-
tros. Como resultado predice los calores de formacion para compuestos de interés en
bioquimica mejor que algunos métodos tales como Hartree Fock o B3LYP /6-31G(d).
La razén por la que la precision de este método sea buena es, probablemente, el uso de
datos de referencia derivados de métodos de alto nivel y el desarrollo de mejores he-
rramientas para detectar errores en una fase temprana del desarrollo del método [35].






Apéndice B
Funciones Base

Las funciones base son un conjunto de funciones matematicas, cuyas combina-
ciones lineales producen orbitales moleculares (MOs por sus siglas en inglés), de la
siguiente manera

Uy = o1 + cadacsids + -+ Cpidm
Uy = cra91 + CoaPaC3oP3 + -+ - + 2Py
Vs = ci301 + Ca3PaC33d3 + - -+ + C3dy (B.1)

Ve = Cim®P1 + ComP2C3m®3 + - -+ + Coym P,

teniendo en cuenta que c¢,,,, son los coeficientes de peso que deben ajustarse en un
proceso SCF para obtener el mejor V,,. Una forma méas compacta de representar los
MOs V¥ y las funciones base ¢ es definiendo el MO i-ésimo, W;

Uy =Y cuds, 1=1,2,3,--,m, (B.2)
s=1

donde se ha expandido cada MO, W, en términos de las m funciones base, ¢y son
los coeficientes de peso de la s-ésima funcion base del i-ésimo MO y ¢, es la s-ésima
funcién base.

La distribucién de electrones alrededor de un dtomo puede representarse de dife-
rentes formas, como lo son las funciones similares a las del hidrégeno, que se obtienen
de solucionar la ecuacién de Shrodinger para el dtomo de hidrégeno, funciones po-
linémicas con pardmetros ajustables, funciones de Slater (¢ = ae™"") y funciones de
Gauss (¢ = ae‘bTQ). Sin embargo, las tltimas dos son las mas sencillas matematica-
mente y las més utilizadas actualmente como funciones base en calculos moleculares,
especificamente las funciones de Slater son empleadas en calculos semi-empiricos y
las funciones de Gauss son empleadas en calculos ab initio [101].

Considerar una sola funciéon gaussiana para los orbitales moleculares es una mala
aproximacion a la descripcion ideal de una funciéon de onda atémica, proporcionada
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por una funcién de Slater, lo que representa un orbital de tipo Slater aproximado por
una gaussiana (STO-1G). Sin embargo, una combinacién lineal de tres gaussianas que
aproximan un orbital de tipo Slater (STO-3G) se ajustan mejor [101]. De manera que
la base STO-3G se convierte en la base mas pequena utilizada en calculos ab-initio y
para el 4tomo de hidrégeno se define como [39]

2 3/4 ) 2 3/4 ) 2 3/4 )
S(STO — 3G) = 0,4446 (5‘) e~ 10,5353 (S) e~ 10,1543 (S‘) oo

= 0,0835¢ 16897 10,2678 029 1 2769312557
(B.3)

Conjunto de bases 6-31G y 6-311G

Ambos conjuntos de bases 6-31G y 6-311G se pueden emplear en sistemas relativa-
mente pequenos, ya que estos conjuntos de bases estan compuestos de mas funciones
gaussianas. La capa de valencia de cada atomo del conjunto de bases 6-31G se divide
en una parte interna, compuesta por 3 gaussianas, y una parte externa compuesta
por 1 gaussiana, representado por 31. Luego, cada orbital del core se representa por
una funcién base compuesta de 6 gaussianas, lo que explica en nombre 6-31G y es del
tipo doble zeta. Por ejemplo, para el &tomo de Carbén la funcion 1s se representa por
6 gaussianas, la parte interna 2s', 2p/,, 2p, y 2p’, cada una compuesta por 3 gaussia-
nas y la parte externa 2s”, 2py, 2p; y 2p’, cada una compuesta por 1 gaussiana, y 6
funciones mas 3d, haciendo un total de 15 funciones base, lo que genera 15 MQO’s.

La base 6-31G ha demostrado ser buena en la optimizaciéon de geometrias, ya que
frecuentemente proporciona energias relativas razonables. En ocasiones es 1til consi-
derar funciones de polarizacion en la base de los hidrégenos con 3 funciones 2p en cada
atomo de H y He (ademads de las funciones 15" y 1s”), esta base se llama 6-31G(d,p)
y es muy conveniente utilizar cuando existen enlaces de hidrégeno importantes [101].

Ahora bien, los electrones en un orbital virtual se encuentran relativamente libres
y, en promedio, a una distancia mayor de los nicleos que del core o de los electrones
de enlace. Estas nubes de electrones ocurren en moléculas con aniones y moléculas
electronicamente excitadas, y para simular bien su comportamiento es conveniente
usar funciones difusas. Estas funciones son de tipo gaussianas que generan un decai-
miento lento con la distancia r, a través de un coeficiente « (65”"2). Los conjuntos de
bases con funciones difusas tienen una sola gaussiana por cada orbital atémico de
valencia de los atomos pesados. Estas funciones pueden complementar la base 6-31G
y se representa como 6-314+G, de forma que para el atomo de Carbono consideraria
las funciones 1s, 2s', 2p'x, 2p'y, 2p'z, 25", 2p" x, 2p"y, 2p" 2, 6 funciones 3d, 2s+, 2px+,
2py+ y 2pz+; en total 19 funciones base.

La base 6-314+G(d,p) tiene un tamafio de funciones moderado. Sin embargo, existe
una base atin més grande, pero no demasiado grande, etiquetada como 6-311+G(d,p).
Esta base tiene una valencia dividida en tres capas (triple zeta), la primera compuesta
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por 3 gaussianas, la segunda por 1 gaussiana y la tercera por 1 gaussiana. Luego, los
orbitales del core estan representados por una funciéon base compuesta de 6 gaussianas,
y cada atomo pesado tiene 5 funciones 3d y cada hidrégeno y helio tiene 3 funciones
2p. En este sentido, el &tomo de Carboén tendria las funciones para 1s, 2s’, 2p'z, 2p'y,
2p'z, 28", 2p"x, 2p"y, 2p”z y 5 funciones 3d, en total 18 funciones base [101].






Apéndice C

Analisis de posibles geometrias de
I'rp en agua

Con el fin de modelar de forma andloga el incremento de la concentraciéon de
Trp en agua, se propuso incluir cada vez mas moléculas de Trp cercanas, cada una
con sus nueve moléculas de agua para estabilizar el zwitterién, ya que en el software
empleado Gaussian 16, no se tiene control sobre el pardmetro de volumen. En este
sentido, surge la posibilidad de ubicar la segunda, tercera y cuarta molécula de Trp
en diferentes posiciones, y aunque esto necesitaria un amplio estudio, que permita
encontrar la mas apropiada, en este trabajo se estudiaron dos posiciones probables en
las que se pueden encontrar las moléculas de cada cluster y se eligié en cada caso la
mas estable. Las dos posiciones estudiadas se denominaron paralela y antiparalela.

Para el cluster (Trp)s — (H20)15 la geometria paralela inicial consiste en ubicar las
moléculas de T'rp en el mismo sentido, mientras que la geometria antiparalela inicial
consiste en ubicar las moléculas de Trp en el sentido contrario, como se muestra en
la Fig C.1.

Las geometrias optimizadas de conférmero Zpt, al nivel PM6, con sus respecti-
vas energias se muestran en la Fig. F.4. De forma analoga la Fig. C.3 muestra las

)
< .
:%, 7!
s !
1 rL(

(a) Geometria paralela (b) Geometria antiparalela

Figura C.1: Geometrias iniciales de estudio para la construccién del cluster (Trp)s — (H20)1s.
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(a) Energia=-1.998668 Hartrees (b) Energia=-2.025604 Hartrees

Figura C.2: Geometrias optimizadas para el cluster (Trp)s — (H20)1s con Zpt.

(a) Energia=-2.031341 Hartrees (b) Energia=-2.025162 Hartrees

Figura C.3: Geometrias optimizadas para el cluster (Trp)s — (H20)1s con Zag™.

geometrias optimizadas y sus energias del conférmero Zag™

De forma andloga se estudiaron dos geometrias iniciales para los clusters (Trp)s —
(Hy0)97 y (Trp)s — (H20)36 las cuales se muestran en las Figs. C.4 y C.5. Las geo-
metrias optimizadas y energias para tercer cluster con el conformero Zpt se muestran
en la Fig. C.6 y para el conféormero Zag™ en la Fig. C.7. Para el cuarto cluster, las
geometrias optmimizadas con el conférmero Zpt se muestran en la Fig. C.8 y para el
conférmero Zag" en la Fig. C.9.

7
r

(a) Geometria 1 (b) Geometria 2

Figura C.4: Geometrias iniciales de estudio para la construccién del cluster (Trp)s — (H20)27.
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(a) Geometria 1 (b) Geometria 2

Figura C.5: Geometrias iniciales de estudio para la construccién del cluster (Trp)s — (H20)s6.
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(a) Energia=-3.026554 Hartrees (b) Energia=-3.055162 Hartrees

Figura C.6: Geometrias optimizadas para el cluster (Trp)s — (H20)a7 con Zpt.

= AL
(a) Energia=-3.045961 Hartrees (b) Energia=-3.049070 Hartrees

Figura C.7: Geometrias optimizadas para el cluster (Trp)s — (H20)27 con Zag™.
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(a) Energia=-4.008067 Hartrees (b) Energla=-4.074507 Hartrees

Figura C.8: Geometrias optimizadas para el cluster (Trp)y — (H20)3¢ con Zpt.

(a) Energia=-4.063375 Hartrees (b) Energia=-4.069972 Hartrees

Figura C.9: Geometrias optimizadas para el cluster (Trp)s — (H20)36 con Zag™.

Finalmente, para los cdlculos espectroscépicos de los clusters (Trp)s — (H20)1s,
(Trp)s— (H20)a7 y (Trp)s— (H20)36, se escogieron las geometrias con menor energia.



Apéndice D

Efecto de considerar moléculas de
agua como impurezas en el
disolvente acetona

Luego de obtener el cluster (Trp); — (C3HgO)17 se calculd el espectro de absorcion
(que se mostraron en el Capitulo 4) y se encontraron dos estados excitados en 324.9 y
333.89 nm, los cuales se acercan al valor experimental en 344 nm. Sin embargo, antes
de proponer la extensién del cluster (Trp); — (C3HgO)17 para modelar la concentra-
ciéon, es apropiado considerar algunas moléculas de agua en el cluster mas pequenos y
posteriormente en el mas grande, ya que es natural encontrar impurezas que corres-
ponden entre otras sustancias al agua. Esto con el fin de observar si las presencia de
algunas moléculas de agua generan algunas interacciones importantes que afecten la
fluorescencia del Trp en acetona.

D.1. Efecto de moléculas de agua en el espectro
de absorcién para el cluster (Trp); — (C3HgO)17

A continuacién en la Fig. D.1 se presentan dos casos de comparacién al incluir o
no moléculas de agua en el cluster mas pequeno. En el primer caso, se consideraron 1
molécula de Trp y 9 moléculas de acetona, (Trp),-(C3HgO)o, el cual genera un pico
en 310.6 nm, para este mismo caso se agregaron ahora 2 moléculas de agua, (Trp);-
(C3HgO)g-(H30)a, el efecto del agua es un corrimiento al azul, con un pico en 294.2
nm, alejando el espectro tedrico del experimental. En el segundo caso, se consideraron
1 molécula de T'rp y 17 moléculas de acetona, (Trp); — (C3HgO)17, €l cual genera un
pico en 300.58 nm y lineas de absorciéon con fuerza de oscilador relevantes alrededor
de 334 nm. Un caso similar a este fue con 18 moléculas de acetona y 2 moléculas de
agua, (Trp)1-(C3HgO)15-(H20)2, en el cual se mantiene muy cerca el pico maximo
en 310.3 nm, pero las contribuciones alrededor de 334 nm se hacen menos probables.
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Por lo tanto, las moléculas de agua no ayudan al cluster a obtener un resultado mas
cercano al experimental.

— (Tip),-(C,H,0),

— (Trp) -(C;H,0),-(H,0), |
- 294.21 344

344

— (Trp),-(G;H0) 4-(H,0),

Intensidad (u.a.)

7350 400 250 300 350 400
Longitud de onda (nm)

Figura D.1: Comparacién del espectro de excitacién experimental de Trp en acetona (curva violeta)
a Aemn = 381 nm, con espectros de absorcién de 1 molécula de Trp con y sin moléculas de agua
acompanadas de moléculas de acetona, como se describe en la parte superior de cada panel.

D.2. Efecto de moléculas de agua en el espectro
de absorcién para el cluster (Trp)s — (C3HgO)sy

Realizando una comparacién similar a la seccion anterior, pero ahora con 2 molécu-
las de acetona. Se estudié el caso de 2 moléculas de T'rp con 18 moléculas de acetona el
cual genera un pico en 304 nm, sobre este caso se agregaron 4 moléculas de agua y su
efecto fue un leve corrimiento al rojo de 2 nm, pero un deceso en la intensidad de absor-
cién. Luego, como es probable encontrar las moléculas de acetona y agua en posiciones
diferentes las cuales se estudiaron en los clusters (Trp)y—(C3HgO)15) — (H20)y— > G2
representando una segunda geometria, muestra el pico principal en 304.84 nm lo cual
no esta muy lejos del caso sin moléculas de agua, aunque aparecen pequenas transicio-
nes alrededor de 340 y 360 nm. En una tercera geometria, con las mismas moléculas se
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presenta un corrimiento al azul a 291 nm alejandose atin més del valor experimental.
Sin embargo, ninguno se acerca mejor que el caso de (Trp)y — (C3HgO)s4. Lo que
permite concluir que al nimero de moléculas consideradas, atin las moléculas de agua
no influyen de forma relevante a la absorcion.

— ), CHO) 344

— (Trp),-(C;H,0),-(H,0),->G1 ‘

8344

306.2 §

1 PR . 1 » —~— |
240 280 320 360 400 240 280 320 360 400

- (Trp)z—(C3H60)l8—(H20)4->G2‘

- (Trp)z-(C3H60)|8-(H20)4->G3‘

Intensidad (u.a.)

- 344

304.84

71 J‘l' 1)

= 344 -

240 300 360 420

300 360 420 300360 420

Longitud de onda (nm)

Figura D.2: Comparacién del espectro de excitacién experimental de Trp en acetona (curva violeta)
a Aemn = 381 nm, con espectros de absorcién de 2 molécula de Trp con y sin moléculas de agua
acompanadas de moléculas de acetona, como se describe en la parte superior de cada panel.






Apéndice E

Analisis de los orbitales
moleculares de 7Trp en ciclohexano
con dos métodos de solvatacion

Se estudiaron dos casos de solvatacion para ver la contribucion de las moléculas
de ciclohexano en la absorcion del sistema Trp-(CsHiz). Con el conférmero Nag™ se
optimizé al nivel PM6 y luego B3LYP/6-31+g(d,p), primero modelando el solvente
con PCM, y segundo, modelando el solvente con 2 moléculas de ciclohexano. En
ambos casos, se calculé el espectro UV-Vis usando TD-DFT/B3LYP/6-311+g(d,p),
el espectro fue comparado en la Fig. 3.8, sin embargo los estados excitados més
probables se presentan en la Tabla E.1 y los orbitales de los respectivos estados
excitados se comparan en la Fig. E.1, como se observa los orbitales HOMO-1, HOMO
y LUMO son iguales y se encuentran localizados principalmente en el grupo indol
del Trp. Mientras que los orbitales LUMO+1, LUMO+43 y LUMO++5 ya muestran
contribucion del medio ambiente, por ejemplo el orbital LUMO+1 distribuye la carga
en la cadena lateral del Trp y su alrededor, pero en el caso del solvente discreto
se alcanza a notar una conexion con una molécula de ciclohexano, pero este efecto
también es considerado en caso del solvente continuo. Y la longitud de onda de cada
transicion es muy cercana para ambos casos, lo que permite establecer que el solvente
PCM es suficiente para el cdlculo de absorcion, ademas que este modelo ofrece la
ventaja de considerar menos atomos en los clusters, los cuales requieren menor recurso
computacional.
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métodos de solvatacion

Tabla E.1: Energfas de transicién (E) en ¢V y longitud de onda (\) en nm, con fuerza de oscilador
(f) v la composicién de los orbitales que contribuyen a la transicién del Trp en ciclohexano, con dos
métodos de solvatacion.

Cluster Estado Excitacion Composicién E (eV) (A (nm)) f
de un
electréon
(T'rp)y — PCM S 92.22% H—L 4.45 (278.7) 0.0943
So 91.96 % H—L+1 4.65 (266.68) 0.0113
Ss 61.92% H-1—L 4.75 (260.85) 0.04182
20.18% H—L+3
S5 62.05 % H-2—L+1 5.27 (235.18) 0.0109
Ss 85.16 % H—L+5 5.57 (222.53) 0.0226
(T'rp); — (CsHia)a Si 92.71% H—L 4.45 (278.43) 0.1001
So 83.36 % H—L+1 4.70 (263.88) 0.0089
Ss 57.42% H-1—L 4.76 (260.2) 0.0470
18.51% H—L+4
Ss 59.04 % H—L+3 5.26 (235.848) 0.0082
Sg 85.20 % H—L+5 4.49 (225.90) 0.0078
0
Trp-PCM % i & 5 g 3% .. %
HOMO-1 HOMO LUMO LUMO+1 LUMO+3 LUMO+5
- #g %y, B o B
t #HE  FELFE S
Trp, -(GH,) > ; {
HOMO-1 HOMO LUMO LUMO+1 LUMO+3

Figura E.1: Comparacién de los orbitales moleculares involucrados en las transiciones mas relevantes
de Trp en ciclohexano modelado de de forma continua (PCM) y discreta (con dos moléculas de

ciclohexano).




Apéndice F

Analisis de posibles geometrias de
T'rp en ciclohexano

Para la construccién de los clusters en ciclohexano, similar al caso del agua
(apéndice C) se estudiaron dos geometrias iniciales para los clusters (Trp)y — (CsHi2),
(Trp)s — (CeHy2) v (T'rp)s — (CgHy2), presentadas en las Figs. F.1, F.2 y F.3.

|
y Ry,
| \
2 — ?f
/

) Geometria 1 (b) Geometria 2

7~

Figura F.1: Geometrias iniciales de estudio para la construccién del cluster (T'rp)s — (CsHiz).

st %

) Geometria 1 ) Geometria 2

Figura F.2: Geometrias iniciales de estudio para la construccién del cluster (T'rp)s — (CsHiz).
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N ALY
X %

) Geometria 1 ) Geometria 2

Figura F.3: Geometrias iniciales de estudio para la construccién del cluster (Trp)y — (CoHi2).

Las geometrias fueron optimizadas al nivel B3LYP/6-31+g(d,p), ya que lo permi-
ti6 el tamano del sistema, ain para el cluster mas grande. Las Figs. F.4, F.5 y F.6

presenta estas geometrias con sus respectivas energias.
o - e N

(a) Energia=-1372.865516 Hartrees (b) Energia=-1372.862643 Hartrees

Figura F.4: Geometrias optimizadas del cluster (Trp)s — (CsHia).

(a) Energia=-2059.301885 Hartrees (b) Energia=-2059.302217 Hartrees

Figura F.5: Geometrias optimizadas del cluster (Trp)s — (CsHiz).
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(a) Energia=-2745.734462Hartrees (b) Energia=-2745.743251 Hartrees

Figura F.6: Geometrias optimizadas del cluster (Trp)s — (CeH12).

En cada cluster se escogid la geometria con energia mas baja para los calculos de
absorcion.






Apéndice G

Fundamentos teoricos de los

modelos implementados en
LUMPAC

G.1. Proceso de optimizacién de geometria

La superficie de energia potencial (PES por sus siglas en inglés) consiste en una
superficie de la energia calculada (E) en funcién de los pardmetros geométricos de una
molécula (q), E = f(q1,42, - qn), donde n es el nimero de pardmetros geométricos.
Un punto estable en el PES se define por un punto plano en la superficie, representado
matemdaticamente por dE/dq = 0. Si d*E/dq¢* < 0, el punto estable es un estado
de transicién. Por el contrario, si d®E/dg* > 0, el punto estable corresponde a un
minimo de energia, generalmente un minimo local. El mas bajo de los minimos locales,
los minimos globales, generalmente define la geometria del estado fundamental més
estable de la molécula.

En general, el procedimiento de optimizacion de la geometria consiste en suminis-
trar una estructura molecular de entrada con parametros geométricos ¢y esperando
estar lo mas cerca posible del punto estable deseado. Esta geometria razonable se so-
mete luego a un algoritmo que altera sistematicamente las posiciones atémicas hasta
que se alcanza un punto estable minimo, definido por sus parametros geométricos g;.

Algunos métodos de calculo cuantico que se suelen usar para la optimizacion han
sido descritos en el Capitulo 2. El método de eleccién para realizar optimizaciones
geométricas depende principalmente del nimero de atomos presentes en el sistema
deseado.

Las geometrias del estado fundamental de los complejos de lantanidos se pueden
calcular mediante dos enfoques diferentes basados en la quimica cuédntica: i) DFT o
métodos ab initio con potenciales centrales efectivos (ECP por sus siglas en inglés)
para tratar los iones lantanidos, o ii) métodos semiempiricos. Entre todos los métodos
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ab initio evaluados, el método RHF / STO-3G que utiliza el potencial efectivo del
nucleo de MWB fue el mas eficiente para predecir el poliedro de coordinacién de los
complejos de lantanidos [102]. Este resultado confirma que los modelos Sparkle, que
demandan un esfuerzo computacional mucho menor, tienen mayor precisién en los
calculos y modelado, en comparacién con los ab initio / ECP [103].

En LUMPAC, los modelos Sparkle se utilizaran en el paso de optimizacién de
geometria porque dichos métodos tienen una excelente capacidad de prediccion de
geometria y también un costo computacional considerablemente bajo. Como resulta-
do, ahora proporcionaremos una descripcion detallada de estos modelos. El procedi-
miento de desarrollo del modelo Sparkle consiste en parametrizar un hamiltoniano
semiempirico, como AM1 o PM3, por ejemplo, en el que el ion lantanido se sustituye
por una carga puntual 4+3e. Esta carga puntual estd sujeta a un potencial repulsivo
exp(—ar), donde el pardametro o cuantifica el tamano del ion. Esta entidad mateméti-
ca se llama “sparkle”. Como el enlace entre Ln®* y los ligandos del 4tomo tiene un
alto caracter i6nico, se ha demostrado consistentemente que el modelo Sparkle es
adecuado.

Todos los modelos Sparkle publicados ( Sparkle / AM1, Sparkle / PM3, Sparkle
/ PM6, Sparkle / PM7 y Sparkle / RM1) estén disponibles en MOPAC(2009) [104].

G.2. Calculo de estados excitados

Los estados excitados singlete y triplete de la parte organica se pueden calcular
utilizando métodos basados en la teoria funcional de la densidad dependiente del
tiempo (TD-DFT) o mediante el método INDO / S semiempirico. Sin embargo, el
método TD-DFT sigue siendo inadecuado para tratar complejos con mas de 100
atomos, debido a su alta demanda de recursos computacionales.

En este contexto, las geometrias optimizadas por los modelos Sparkle se utilizan
para calcular los estados excitados singlete y triplete utilizando la interaccién de
configuracion simple (CIS) de INDO / S, que tiene una precisién de aproximadamente
1000 cm™* [93,105]. Este método se implementa en los programas ZINDO [93] y ORCA
[106]. En este procedimiento, un punto de carga +3 e representa el ion lantédnido [107].

G.3. Calculo de parametros de intensidad

Los pardmetros de intensidad, Q) (A =2, 4 y 6), se calculan mediante la teoria
de Judd-Ofelt (JO) [108,109]. Segun esta teoria, el ion central se ve afectado por los
atomos vecinos mas cercanos, a través de un campo eléctrico estatico también deno-
minado campo de cristal o ligando. Judd y Ofelt describieron, en trabajos indepen-
dientes, la importancia del mecanismo dipolo eléctrico para las transiciones 4f — 4f,
teniendo en cuenta solo la configuracion electronica 4", es decir, se desprecian las
interacciones interconfiguracionales 4f™ — 4f"~15d'. Por otro lado, el acoplamiento
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espin-orbita se trata en el marco del esquema de acoplamiento intermedio. La fuer-
za del dipolo de una transicién f-f de dipolo eléctrico (ED por sus siglas en inglés)
inducido entre los estados ® y @ viene dada por:

Dep=¢ Y QUe|UY|)P, (G.1)
A=2,4,6
donde e es la carga eléctrica del electrén, las funciones de onda ® y @’ son funciones
completas del acoplamiento intermedio, U* son las formas tensoriales irreducibles
del operador ED y €y son los pardmetros fenomenologicos JO, expresados en cm?,
los cuales describen la interaccion entre los atomos del lantanido y del ligando, y se
calculan mediante la ecuacion:

A+1(impares) t(todos) |B
/\tp|

O =(2A+1) Z >

t=A—1 p=—t

(2t +1) (G-2)
Un aspecto que es muy importante para la posible aplicacion de esta teoria es
conocer los valores que cada una de las variables de rango A, t y p que pueden asumir
en relacién con los demds. Como se puede ver en la ecuacién (G.2), por ejemplo,
cuando A es igual a 2, t serd igual a 1 y 3, mientras que los valores de p seran igual a
0,1, ..t
Los pardmetros B), se calculan mediante:

B/\tp - B)xtp + B)\tp (GB)

El primer término, se refiere solo a la contribucién del dipolo eléctrico forzado (ED),
y estan dadas por la ecuacion:

ed __ 2
Atp AE
El término AFE corresponde a la diferencia de energia entre los baricentros del estado
fundamental y la primera configuracion de estado excitado de paridad opuesta. Las
integrales radiales, (r*), se toman de la referencia [110], con una extrapolacién de
la cantidad (r®). Los valores de las integrales radiales para el ion Eu?" son (r?) =
0,9175au, (r*)y = 2,0200au, (r®) = 9,0390au, y (r®) = 110,0323au. Los términos
0(t, A) son factores numéricos asociados con cada ion lantdnido y se estiman a partir
de integrales radiales de célculos de Hartree-Fock. Los valores de 0(¢, \) son 6(1,2) =
—0,17; 6(3,2) = 0,345; 6(3,4) = 0,18; 0(5,4) = —0,24; 6(5,6) = —0,24, and 0(7,6) =
0,24, para el ion Eu™
Los parametros fyf,, son los denominados pardametros de campo de ligando de rango
impar y contienen una suma sobre los atomos circundantes, dados por la ecuacion:

A (e Ny, (G.4)

7t2< 47 )1/2622p‘(25 t+1 9§ Yt*( gb) (G5)
p 2%+ 1 ; j J Rt—i—l 71 Pi)s
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Ylf* son los armoénicos esféricos conjugados que dependen de las coordenadas esféricas
(6;, ¢;) de los dtomos del ligando j. De la ecuacién (G.5), el término p;(26;)" ! segtin el
Modelo de Superposicién Simple (SOM por sus siglas en inglés) [113,114] desarrollado
por O. Malta, formaliza ese campo cristalino hamiltoniano y se calcula adecuadamente
en funcién de la densidad de carga (—gep) entre el ion lantdnido y el j dtomo del
ligando.

El modelo SOM asume dos postulados [113]: i) el potencial de energia 4f es
generado por cargas, uniformemente distribuidas en una pequena region localizada
alrededor de los puntos medios de los enlaces quimicos lantanido-ligando; y ii) la
carga total en cada region es igual a —gep, donde el pardmetro p es proporcional a la
magnitud de la superposicion total entre el ion lantanido y los atomos del ligando. El
vector ﬁj representa la posicién j de los atomos del ligando, y el vector 7 representa
la posicion del electrén it del ion metélico central.

En otras palabras, el término p;(23;)"™! introduce una correccion a los parametros
del campo cristalino del modelo electrostéatico de carga puntual (PCEM por sus siglas
en inglés), tal que v,(PCEM) = p;(283;)""'7.(SOM). De esta forma, esta correccion
confiere un grado de covalencia al modelo de carga puntual a partir de la inclusién del
parametro p, ya que PCEM trata los enlaces atomo metal-ligando como un fenémeno
puramente electrostatico.

Las cargas efectivas estan en posiciones definidas a las distancias dadas por éj /20;.

El factor ; indica que las cargas efectivas no estdn exactamente en éj /2B;, dado por

1
IRE

B; (G.6)
El signo mas se utiliza cuando el baricentro de la region de superposicion se desplaza
hacia el ligando, lo que ocurre en el caso de los atomos coordinadores de oxigeno y
flior. El signo menos se utiliza cuando este baricentro se desplaza hacia el ion central,
como es el caso de los d&tomos coordinadores de nitrégeno y cloro.

La superposicion entre los orbitales 4 f y los orbitales de valencia de los j ligandos,
p;, se calcula mediante la ecuacién

R n
wzm«Rﬁ , (G.7)

donde pg es una constante igual a 0.05 y n es igual a 3,5 para los lantanidos. Ry es la
mas pequena entre todas las distancias entre dtomos de ligando y lantanidos.

El segundo término de la ecuacién (G.3) se refiere solo a la contribucién del aco-
plamiento dindmico (DC) y viene dada por la ecuacién

A+ 1)(2A+3))
22+ 1

1/2
B — - [ ] Y1 = o) IOV T an, (G)
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esta contribucién es complementaria a la del modelo de campo eléctrico estatico de
Judd-Ofelt, y fue considerada en primer lugar por Mason et al. [111]. El mecanismo de
acoplamiento dinamico, que es més importante que el mecanismo dipolo eléctrico para
algunas transiciones, se debe al alto gradiente del campo electromagnético generado
por los ligandos cuando interactian con un campo externo incidente. El mecanismo de
DC depende de la naturaleza de ambos ligandos y de la geometria de coordinacion, y
explica la hipersensibilidad en las transiciones 4 f —4f. La cantidad (1-0) es un campo
de proteccion debido a los orbitales 5s y 5p llenos de iones lantanidos, que tienen una
extension radial mayor que la de los orbitales 4f. Los valores de o) son g9 = 0,600,
oy = 0,139 y o4 = 0,100. (f||[CWV]||f) es un operador tensorial de rango A(\ = 2, 4y6)
con valores (3||C®]|3) = —1,366, (3||CW||3) = —1,128, y (3]|C©)||3) = —1,270 para
iones lantanidos. d; 11 es la funcién delta de Kronecker. Tal como, Bf\lgp es igual a 0
cuando t es diferente de A + 1 [112].

Los parametros F;(t =1,3,5 y 7), como el parametro 7;, también depende de la
geometria de coordinaciéon y del entorno quimico alrededor del ion lantanido, y esta
dada por la ecuacion:

4 \1/2 o
It — ( ) Syt 6)). (G.9)
P 2t + 1 > REFLTP

Las limitaciones en el cdlculo de los parametros de intensidad consisten en deter-
minar las cantidades, ”yfo y I’ ;f,. Como resultado, es necesario utilizar los parametros
de intensidad experimentales.

Los factores de carga y polarizabilidades, utilizados en los cédlculos de ’y; y F;,,
respectivamente, se ajustan para reproducir los parametros de intensidad experimen-
tales. Durante el procedimiento de ajuste, los parametros de intensidad calculados
(9259 de la geometria optimizada, obtenida del modelo Sparkle, se comparan con los
pardametros experimentales de intensidad (25"). La funcién de respuesta (F}.s,) estd
definido por la ecuacion:

Fresp = (51— QF7)? 4 (01 — Q77)? (G10)

G.4. Calculo de la tasa de emision radiativa

La tasa radiativa de emisién (A,qq), teniendo en cuenta los mecanismos dipolo
magnético y dipolo eléctrico forzado, viene dada por la ecuacién:

64rivd  [n(n? + 2)?

51 7 _
ACDo =" £y) 3h(2J + 1) 9

Sea + n3Smd , (G.ll)

donde h es la constante de Plank, 2J + 1 es la degeneracion del estado inicial, y n es
el indice de refraccion del medio, generalmente se supone que es igual a 1.5. Seg v Sina
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son los mecanismos de dipolo eléctrico forzado y dipolo magnético, respectivamente,
y estan dados por:

Sea =€ > U|CD|[UNV|[TF)) P, (G.12)
A=2,4,6
y
S = i (J'||L + 28]|J)? (G.13)
md — Ame? ) .

para la ecuacién (G.12) los elementos de la matriz al cuadrado (°Do||U®||"F,)?,
(O Do||[UD||TF)? vy (*Do||U®||7 Fs)? son iguales a 0.0032, 0.0023 y 0.0002, respectiva-
mente, para Fu®T [115]. De la ecuacion (G.13), m es la masa del electron, los elementos
de matriz se determinan de acuerdo con el mecanismo de acoplamiento intermedio.
La transiciéon Dy —7 F} es la tnica que no tiene contribuciones del mecanismo dipolo
eléctrico y se cuantificé teéricamente como S,,,q = 9,6 x 10™*2esu?em? [116].

Las transiciones *Dy —7 Fy (J =0, 3 y 5) estdn prohibidos por los mecanismos
dipolo magnético y dipolo eléctrico forzado, es decir, sus contribuciones son iguales a
0.

Las contribuciones de cada transiciéon a la tasa de radiaciéon de emision se calculan
mediante las relaciones de ramificacién, dadas por

Ao,

rad

Bog =

(G.14)

N

G.5. Calculo de tasas de transferencia de energia

El modelo tedrico utilizado para calcular la tasa de transferencia de energia entre
los ligandos organicos y el ion lantanido fue desarrollado por Malta y colaboradores
[117,118]. Segtin este modelo, las tasas de transferencia de energia, Wgr, estdn dados
por la suma de dos términos:

el término W' corresponde a la tasa de transferencia de energia obtenida en el
mecanismo multipolar y esta dada por

2 25y
Wi = 7F J' || UV |aT)?
ET h 2] +1)G Z%\@ UM ag)*+

47 e2Sy,
——F Q4! T || UM || G.16
A (2J—|— )GRG Z a H Ha > ( )

Las cantidades Q§¢ son las contribuciones del dipolo eléctrico a los parémetros de

intensidad, tenlendo en cuenta solo las contribuciones de los pardmetros B5y,.
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(o/ J'||[UN||a]) son elementos matriciales reducidos de los operadores tensoriales
U(l). Los parametros 7, se calculan mediante

A\2
= (ot s GO 30— ) (@17
de la ecuacién (G.16), J es el nimero cudntico del momento angular total del ion
lantanido, G es la degeneracion del estado inicial del ligando y a especifica el término
espectroscopico de los orbitales 4f. Sy, es la fuerza del dipolo asociada con las tran-
siciones ¢ — ¢ en los ligandos. La cantidad F' corresponde al factor dependiente de
la temperatura y contiene una suma de factores de Frank Condon, y se define por

1 [In2 AN
F=—\Zeap|— =) in2 1
A eep (h’YL> In ] : (G.18)

de esta ultima ecuacion hvyy es el ancho de banda del estado ligando a la mitad del
méximo (en cm™1), y A es la diferencia de energfa entre los estados donante y aceptor
implicados en el proceso de transferencia de energia. Para los complejos de lantanidos,
los estados donantes de energia corresponden a los estados excitados singlete y triplete,
mientras que los estados aceptores corresponden a los estados excitados con iones
lantdnidos. Los valores tipicos de I estéan en el rango de 102 — 103 erg™!

El segundo término de la ecuacién (G.15), se refiere a las tasas de transferencia de
energia obtenidas del mecanismo de intercambio y se calculan mediante la ecuacion

8r e’ (1—00)* 1, 1 1
em_ 1
Wer = shas R’ @ J[|S(levT)? E |s0\§ pz(K)sm(B)H (G19)

donde s, (m =-1, 0, 1) es el componente esférico del operador de espin del electrén
j en el ligando j. pz es la componente z de su operador dipolo, y S es el operador de
espin total del ion lantanido. Los valores tipicos del elemento de la matriz al cuadrado
del dipolo acoplado y los operadores de espin se encuentran en el rango 1073% — 10736
esucm? [119].

Malta propuso algunas correcciones para las ecuaciones de las tasas de transfe-
rencia de energfa en 2008 [119]. La primera corresponde a la suma de un factor de
apantallamiento, (1 —o4)? al primer término de la ecuacién (G.19). Esta contribucién
se habia descuidado inicialmente para el mecanismo dipolo-dipolo. El segundo corres-
ponde a la reposicién de la cantidad (1 — 0¢)? en la ecuacién (G.19) por la integral
de solapamiento (4f|L). Esta ultima correccién provoca un cambio de tres 6rdenes
en la magnitud de la tasa de transferencia de energia calculada por el mecanismo de
intercambio. No obstante, como estas tasas siguen siendo mucho mas altas que las ta-
sas radiativas y no radiativas, las conclusiones generales para el rendimiento cudntico
teérico obtenidas en trabajos anteriores siguen siendo vélidas [119].

Las tasas de transferencia de energia dependen de la diferencia de distancia entre
los estados donante y aceptor involucrados en el proceso de transferencia de energia.
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Esta distancia se conoce como Rj, y para su determinacion es necesario estimar los
coeficientes orbitales moleculares del atomo i (¢;) que contribuye a los estados del
ligando (triplete o singlete). Es importante conocer la distancia desde el dtomo i al
ion lanténido (R;). Las cantidades ¢; y R; se calculan con datos obtenidos de célculos
de estados excitados utilizando el método INDO / S semiempirico. De esta manera,
Ry esta dado por

2
i G R

5
i Gi

Ry = (G.20)

Las tasas de transferencia de energia (Wpr) se obtienen multiplicando la tasa de
transferencia (Wgr) por el factor de Boltzmann, exp(—|A|/kgT), considerando la
temperatura ambiente. A se refiere a la diferencia de energia entre los niveles donante
y aceptor, y kg es la constante de Boltzmann.

Las reglas de seleccion del momento angular total, J, de los estados 4 f del lantani-
do , son complementarios. Los estados excitados del europio que tienen mas probabi-
lidades de aceptar energia de ligandos a través del mecanismo de interaccion directa
de Coulomb son 5Dy, 5Lg, G y >D,. La transferencia de energia de los estados ex-
citados del ligando al nivel °D; est4 permitido por el mecanismo de interaccién de
intercambio (ec. (G.19)). Aunque la transferencia de energia al nivel Dy, en princi-
pio, esta prohibida por la interaccion directa o el mecanismo de intercambio, la regla
de seleccion puede ser relajada por una mezcla de los momentos angulares totales

(J) [118].

G.6. Calculo del rendimiento cuantico de emisio-
nes

El rendimiento cudntico de emisién se define como la relacién entre las intensidades
de luz emitida y absorbida, y estd dado por la ecuacion

ATa
g = “redho (G.21)

¥11So

donde 75 p, es la poblacion del nivel ° Dy, ¢ y 15, a la tasa de absorcién y la poblacién
del nivel singlete Sy, respectivamente. Los niveles de poblacién normalizados, 7, se
obtienen de las ecuaciones de velocidad apropiadas dadas por la ecuacién:

i#] i#]

dn.
% = - (Z VVJZ> nj + ZWij% (G.22)

siendo W;; o Wj; las tasas de transferencia entre los estados i y j, o los estados j e 1.
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La poblacién del nivel °Dy depende de la tasa de emisién no radiativa A,,.q, que
todavia no se puede calcular tedricamente. Sin embargo, A,,.q se puede cuantificar
mediante A,.q y el tiempo de vida experimental (7), de la forma

1
- = Arad + Anrad' (G23>
-

Debido a esto, el rendimiento cuantico de emision tedrico depende de la vida 1til del

experimento.
La informacién que se acaba de describir ha sido tomada de [120].
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