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Resumen 

El uso de compuestos fotoactivables como marcadores fluorescentes ha sido explorado 

en los últimos años. Variables como la longitud de onda empleada y el tipo de fuente de 

radiación necesaria están relacionadas con la estructura molecular del fluorógeno. Así, 

el desarrollo e implementación de nuevos sistemas capaces de realizar transformacio-

nes después de absorber luz, resulta de gran interés. Algunos retos por superar en este 

ámbito son lograr un mayor control espacial y la selectividad de la transformación.  

En este trabajo se diseñó y estudió un fluorógeno basado en un esqueleto de he-

micianina con un grupo azida unido a un sistema con conjugación extendida capaz de 

llevar a cabo una transformación inducida por la absorción simultánea de dos fotones. 

El compuesto 2-(4-(4-azidofenil)buta-1,3-dien-1-il)-1-(1-sulfonato)propilnafto[1,2-

d]tiazolio (hCy−N3) que se sintetizó y evaluó en este estudio fue diseñado para generar 

una especie fluorescente después de liberar N2 mediante una ruptura fotoinducida del 

grupo azida. El nitreno entonces generado reacciona con moléculas en el medio dando 

lugar a una molécula altamente fluorescente. En este sistema, el fluoróforo obtenido es 

la especie con un grupo nitro (−NO2), formado a partir de reacciones con O2 disuelto en 

el medio. 

 

Hemicianina en forma de azida estudiada. 

La capacidad de la azida para generar una especie fluorescente fue probada 

usando un láser continuo de 405 nm para inducir la transformación. La generación del 

fluoróforo y la desaparición de la azida fueron monitoreadas por medio de espectros-

copía de fluorescencia y absorción, respectivamente. La cantidad de molécula transfor-

mada puede ser controlada mediante el tiempo o la intensidad de irradiación. Al no 

apreciar una acumulación significativa de la especie fluorescente irradiando con otra 
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fuente de 460 nm, se encontró una participación de estados electrónicos excitados su-

periores (Sn, n > 1) en el proceso de disociación fotoquímica del grupo azida. Este resul-

tado fue apoyado con estudios computacionales que muestran al estado S2 como 

disociativo para el enlace −N−N2. El papel de estados excitados superiores en la ruptura 

del grupo azida también explican el rendimiento de obtención del fluoróforo de 

1.4 ⨯ 10−4, debido a la competencia cinética entre otros canales de desactivación del 

estado S2. 

La especie fluorescente generada posterior a la fotodisociación del grupo azida 

fue identificada como la forma nitrada empleando la técnica de conteo de fotones indi-

viduales correlacionados en tiempo. También se logró comprobar la formación del com-

puesto mediante cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas. La 

molécula en su forma nitro presenta un rendimiento de fluorescencia atípicamente alto 

(ΦF = 0.7) en comparación con otros compuestos nitroaromáticos (ΦF < 10−4). Este 

inusual comportamiento fue explicado con el modelado computacional de la molécula. 

Para ésta, el compuesto en su forma nitro el canal de desactivación de cruce entre sis-

temas, muy común en compuestos aromáticos nitrados, está desfavorecido o prohibido 

por la falta de coincidencia energética de un triplete receptor, Tn, con el estado emisivo 

(S1). Además, se encontró la generación de un estado con carácter de transferencia de 

carga en la molécula después de absorber radiación. Este estado es estabilizado por el 

disolvente, disminuyendo aún más la posibilidad de una desactivación no radiativa ha-

cia un estado triplete.  

La transformación de hCy−N3 mediante la absorción simultánea de dos fotones 

se comprobó empleando un láser de pulsos con duración de femtosegundos centrada 

en 800 nm. Esto se corroboró al observar una dependencia cuadrática de la cantidad de 

moléculas fluorescentes generadas como función de la intensidad de la irradiación. Di-

cho fenómeno tiene la ventaja de permitir un alto control espacial (del orden de un fem-

tolitro) y temporal de la conversión. Además, permite uso de fuentes de radiación en el 

infrarrojo cercano, menos perjudiciales para tejidos y células. 

Finalmente, la presencia de nanocristales o puntos cuánticos (QDs) de sulfuro de 

cadmio como antenas bifotónicas fue evaluada respecto a su capacidad de incrementar 
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la absorción no-lineal del sistema. Debido a su alto coeficiente de absorción bifotónica, 

los QDs son capaces de incrementar el rendimiento de disociación de hemicianinas en 

forma de azida ancladas a su superficie al trasferir la energía absorbida. El aumento en 

la producción de la especie fluorescente en el sistema punto cuántico/azida fue del do-

ble comparado con hCy−N3 aislada bajo las mismas condiciones de irradiación. El 

fluoróforo generado en este caso es el mismo que en los experimentos anteriores, el 

compuesto nitrado. 

El sistema presentado en este trabajo brinda un modelo de moléculas orgánicas 

pequeñas capaces de funcionar como fluorógenos activados mediante absorción de dos 

fotones empleando luz en el infrarrojo cercano. La eficiencia en la conversión de esta 

molécula aumenta hasta el doble al unirse a puntos cuánticos de CdS que desempeñan 

el papel de antenas bifotónicas. Los resultados del estudio de la hemicianina en forma 

de azida ofrecen una pauta para el diseño de marcadores fotoactivables con un gran 

control temporal y espacial en tres dimensiones utilizando fuentes de radiación láser 

pulsada en el infrarrojo cercano comercialmente disponibles. 
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Abstract 

Photoactivatable compounds as fluorescent probes have been explored in the last 

years. There are some design variables as used wavelength and the adequate irradia-

tion source are closely related to fluorogen chemical structure. Thus, the development 

and implementation of new molecular systems capable of undergoing a transformation 

upon light absorption are appealing. Some challenges to overcome in this field are the 

achievement of better spatial control in the sample or biological tissue, and the en-

hancement of selectivity for the transformation. 

 In the present work, we studied an aromatic hemicyanic azide-based fluorogen. 

This molecule can undergo a transformation upon two-photon absorption. The synthe-

sized compound: 2-(4-(4-azidophenyl)buta-1,3-dien-1-yl)-1-(1-sulfonate)propyl 

naphto[1,2-d]thiazolium (hCy−N3), was designed to yield a fluorescent species after N2 

release caused by the photocleavage of azide group bond. The resulting intermediaries 

nitrene can then easily react with the surrounding molecules to yield a highly fluores-

cent molecule. In this study, the attained fluorophore was the species with the nitro 

group, generated from reactions with dissolved oxygen in the medium. 

 

Hemicyanine based aromatic azide studied in this work. 

 The potential of this system to generate a fluorophore as a function of irradiation 

time was tested using a continuous wave laser at 405 nm to induce the transformation. 

The fluorophore appearance and the azide decrease were monitored by fluorescence 

and absorption spectroscopy, respectively. The amount of molecular transformation 

can be controlled through the irradiation time or intensity. The irradiation at a longer 

wavelength (460 nm) has non-significative accumulation for the fluorescent species. 

Thus, it was found that upper excited states (Sn, n > 1) are involved in azide photodis-

sociation. This result was supported by computational studies showing the S2 state as a 
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dissociative state for the −N−N2 bond. The role of this state in the azide bond breaking 

also explains the fluorophore production yield of 1.4 ⨯ 10−4, due to kinetic competition 

between S2 deactivation pathways and the dissociation.  

The photochemically obtained fluorescent species was identified as the respec-

tive nitro compound through the time-correlated single photon counting technique. 

The formation of the nitro molecule was also confirmed by high-performance liquid 

chromatography coupled with a mass spectrometer. The nitro species exhibits an atyp-

ically high fluorescence yield (ΦF = 0.7) compared to other nitroaromatic compounds 

(ΦF  < 10−4). This uncommon behaviour was explained by computational modelling of 

the nitro molecule. For this species, the intersystem crossing deactivation path is hin-

dered or forbidden due to the lack of a receiver triplet, Tn, with equivalent energy with 

respect to the emissive state. Also, a charge transfer state formation in the nitro form 

upon irradiation was found. This state is stabilized by interactions with the solvent, di-

minishing the chance of a non-radiative deactivation to a triplet state.  

The hCy−N3 transformation through non-linear excitation was demonstrated 

with femtosecond pulsed laser radiation at 800 nm to induce the −N−N2 cleavage. This 

was corroborated by analysing the quadratic dependence of generated fluorophores as 

a function of irradiation intensity. Two-photon absorption allows for high spatial and 

temporal control for the transformation. It also permits the use of near-infrared irradi-

ation sources that are less harmful to cells and tissues. 

Finally, the presence of sulphide cadmium quantum dots as two-photon absorp-

tion antennas was tested. Due to their large two-photon absorption cross-section, quan-

tum dots can increase the azide group dissociation yield for the molecules attached to 

their surface by transferring the energy absorbed by the nanocrystal. The increase in 

the fluorophore production yield for the quantum dot/azide system was 1.8 times com-

pared to the hCy−N3 alone under same irradiation conditions. The fluorescent species 

obtained in this case was the same as in previous experiments: the nitrated compound. 

The system in this work gives a new model for small organic molecules able to 

work as fluorogens activated through non-linear excitation using near-IR light sources. 
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The conversion efficiency for this molecule doubles when is attached to CdS quantum 

dots used as two-photon absorption antennas. The results obtained with the azide offer 

a guideline for the design of photoactivatable probes getting high temporal and spatial 

three-dimension control utilizing commercially available laser sources. 
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1. Introducción 

 

La posibilidad de emplear la radiación electromagnética como fuente de energía para 

controlar procesos moleculares es de gran interés debido a sus potenciales aplicacio-

nes. Una de las principales ventajas es el grado de control que se obtiene al utilizar luz 

con características adecuadas. Al irradiar una molécula se pueden inducir cambios en 

su estructura química relacionados con la nueva distribución electrónica y geométrica 

en estados electrónicos excitados a los que se accede.1–3 Estos cambios, reversibles o 

irreversibles, tienen aplicaciones como sensores,4,5 marcadores biológicos,6–8 interrup-

tores moleculares,9–11 dispositivos de almacenamiento de información,12,13 liberación 

selectiva de fármacos14,15 y más recientemente, como modelos artificiales de neuro-

nas.16 

 En los últimos años se ha explorado el control de las trasformaciones fotoindu-

cidas a través de variaciones en las estructuras moleculares.10,17,18 Ciertas variables 

como cambios en las longitudes de onda de absorción y emisión, o la adición o elimina-

ción de canales de desactivación de los estados excitados, pueden ser manipulados por 

modificaciones discretas en las moléculas.6,11,19 Estas propiedades en conjunto con la 

selección de la longitud de onda y la intensidad de las fuentes de irradiación brindan 

una gran posibilidad de controlar cambios específicos provocados por interacción con 

la luz.  

Uno de los principales campos de aplicación de este tipo de sistemas es la gene-

ración in situ de marcadores fluorescentes fotoactivables.20–23 Éstas son moléculas que 

al modificar su estructura química cambian drásticamente sus propiedades luminiscen-

tes.20,24–26 Este tipo de sistemas es empleado en técnicas de microscopía de fluorescen-

cia de súper-resolución7,18,27–29 debido a la necesidad de detectar y localizar emisores 

individuales. Al controlar que sólo una pequeña cantidad de las moléculas sufran una 

transformación al mismo tiempo, la separación entre ellas permite diferenciar la luz 

que emiten unas de la que emiten otras. Mediante ciertos esquemas matemáticos, la 

posición del emisor puede determinarse con una precisión de decenas de nanómetros, 
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lo cual es un orden de magnitud mejor que en la microscopía óptica limitada por difrac-

ción.3,30,31  

Hoy en día existe una variedad de marcadores empleados en microscopía de sú-

per-resolución, cada uno presenta ventajas y desventajas. Los más populares son las 

cianinas Cy5, Cy7 y Alexa647,9,32 colorantes enjaulados como fluoresceína y rodamina 

Q,25,33 además de algunas proteínas fluorescentes.25 Las principales desventajas se de-

ben al uso de agentes químicos34–36 o diferencias de potencial37 para inducir la trans-

formación. Estos métodos de activación tienen un control espacial muy limitado en 

comparación con el uso de fuentes de luz.27 Otra importante limitación de estas molé-

culas para su empleo en medios celulares o en tejidos es la longitud de onda necesaria 

para la activación, regularmente en la región del ultravioleta cercano.38–41 El uso de este 

intervalo de longitudes de onda puede causar daño en las células o tejidos, autofluores-

cencia de componentes celulares, poca penetración en el medio, entre otros efectos no 

deseados.10,27 

Otro grupo de moléculas capaces de realizar este tipo de transformaciones y que 

han sido empleadas en el esquema de microscopía de súper-resolución son los fluoró-

genos tipo azida precursores de compuestos “push-pull” (donador y aceptor de electro-

nes unidos por un puente con enlaces dobles conjugados).42–44 Las moléculas 

empleadas poseen una forma “obscura” la cual es convertida a una fluorescente des-

pués de ser irradiadas. Las azidas aromáticas (ver Fig. 1.1) son moléculas que llevan a 

cabo la ruptura fotoinducida del enlace −N−N2 dando lugar a un intermediario nitreno, 

una especie muy reactiva.45 La fotoquímica de las azidas aromáticas ha sido estudiada 

ampliamente,40,45–49 se conocen los productos más comunes de las reacciones del ni-

treno después de la fotodisociación (ver sección 3.2.1). Entre estos productos existen 

moléculas altamente fluorescentes.40,50,51 Al ser moléculas orgánicas pequeñas, la sín-

tesis y la variación de la estructura de estos fluorógenos es relativamente sencilla. Esta 

ventaja permite explorar modificaciones en su estructura que repercuten en su fotoquí-

mica y fotofísica. 
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Fig. 1.1. Conversión fotoinducida de una azida aromática. 

A pesar de todas las ventajas del uso de azidas aromáticas como fluorógenos, 

aún existen algunas características que se busca mejorar. El control en tres dimensiones 

de la trasformación resulta de gran interés tanto en aplicaciones relacionadas con mi-

croscopía de super-resolución como en terapéuticas. Poder acceder a diferentes planos 

de la muestra permite generar imágenes en tres dimensiones en microscopía y atacar 

un blanco biológico específico con precisión de decenas de nanómetros. 

 Una manera de  conseguir esto es llevando a cabo la disociación del grupo azida 

con luz de longitudes de onda mayores. La limitante de generar sistemas que se disocien 

con luz visible es la inestabilidad y sensibilidad de éstos,52 lo que dificulta su uso prác-

tico. Pero esta condición también se puede alcanzar mediante excitación no-lineal o ab-

sorción bifotónica (2PA, por sus siglas en inglés). En este proceso, una molécula absorbe 

dos fotones de manera simultánea.12,53–55 La energía total suministrada a la especie es 

igual a la suma de la energía de los fotones involucrados. Como una consecuencia del 

fenómeno, la longitud de onda empleada para promover la fotodisociación se encuentra 

en la región del infrarrojo cercano (NIR), superando muchas de las limitaciones inhe-

rentes al uso de luz UV.56,57 Sin embargo, la absorción bifotónica tiene requerimientos 

intrínsecos como la necesidad de una alta densidad espacial y temporal de fotones, mo-

léculas con una gran cantidad de enlaces π conjugados y en algunos casos, es necesario 

que exista un nivel electrónico con una energía similar a la de uno de los fotones em-

pleados.53,5859,60 

 La gran mayoría de las moléculas fotoactivables no poseen buenos coeficientes 

de absorción bifotónica por sí mismas, los valores típicos de sección trasversal de ab-

sorción bifotónica para estos interruptores fotoactivados es de 1−5 GM.  Esta baja pro-

babilidad para llevar a cabo absorción no-lineal se debe a que el diseño de estos 



Introducción 

4 
 

fluorógenos ha estado dirigido a mejorar el rendimiento de la transformación (isome-

rización, rotación, ruptura, etc.) y no a convertirlos en absorbedores bifotónicos.  

Una forma de incrementar la capacidad del sistema de absorber bifotónicamente 

es extendiendo la conjugación electrónica del sistema. La inclusión de dobles enlaces 

conjugados o anillos aromáticos sencillos o fusionados ha mostrado estar relacionada 

con un aumento de las propiedades bifotónicas de los sistemas. Otra modificación a la 

estructura molecular que beneficia esta propiedad es la inclusión de grupos electrodo-

nadores o electroatractores en los extremos de los sistemas π-conjugados.61 Sin em-

bargo, algunas de estas modificaciones pueden afectar el rendimiento de las 

trasformaciones fotoinducidas al punto de incluso inhibirlas totalmente. 

 Otra manera de brindar una alta probabilidad de absorción bifotónica a los 

fluorógenos sin alterar sus capacidades de foto activación es agregar un fragmento que 

cumpla las funciones de antena.57,60 En este esquema la antena se encarga de absorber 

los dos fotones simultáneamente y después trasferir la energía obtenida del proceso al 

fragmento que se transformará. Algunos ejemplos de antenas bifotónicas han sido con-

seguidos con sistemas orgánicos altamente conjugados,60 complejos metálicos basados 

en anillos de porfirina,57 nanopartículas62 y nanocristales.58,63 

 Los puntos cuánticos exhiben grandes ventajas de entre las opciones de antenas 

bifotónicas antes mencionadas. Los nanocristales o puntos cuánticos (QDs, por su acró-

nimo en inglés ‘Quantum Dots’) son sales de semiconductores de dimensiones nanomé-

tricas (2-10 nm de radio).64–66 Tales dimensiones les confieren propiedades ópticas 

tales como espectros de absorción y emisión entonables con el tamaño de la partí-

cula67,68 y espectros de emisión con bandas delgadas e intensas.64 Además, los QDs po-

seen elevados coeficientes de absorción bifotónica (104 GM) en comparación con los de 

moléculas orgánicas (10−400 GM) o compuestos organometálicos (102−103 GM).69–73 

La naturaleza del material los hace altamente resistentes a la fotodegradación,32,74 y 

permite la adsorción de moléculas en su periferia.32,75 Otra propiedad que posiciona a 

los puntos cuánticos como excelentes antenas es que pueden transferir energía eficien-

temente a estas especies unidas electrostáticamente a su superficie.76–79  
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 En este estudio se diseñó, sintetizó y evaluó un fluorógeno tipo azida aromática 

el cual lleva a cabo una transformación fotoinducida para convertirse en una especie 

nitrada fluorescente (ver Fig. 1.2). La molécula empleada presenta ventajas sobre otros 

esquemas de fotoconversión de azidas aromáticas al exhibir propiedades de absorción 

bifotónica por sí misma.  

 
Fig. 1.2. Transformación del fluorógeno tipo azida de este estudio por la absorción de dos fotones.  

 Además, la molécula presentada en este trabajo posee un grupo sulfonato 

(−SO3
−) que puede ser usado como manera de anclaje a la superficie de especies como 

puntos cuánticos. El uso de QDs en este trabajo como antenas, incrementando la proba-

bilidad de llevar a cabo absorción bifotónica y así aumentar la eficiencia del proceso de 

disociación mediante transferencia resonante de energía.59,75,80 El grupo −SO3
− también 

contribuye a aumentar la solubilidad de la molécula en medios polares, haciendo más 

fácil su entrada en ambientes fisiológicos. 

 Esta tesis presenta un esquema de excitación indirecta desde QDs a un fluoró-

geno tipo azida. La energía necesaria para la conversión del precursor se obtiene a tra-

vés de la transferencia de energía desde la antena que previamente ha absorbido dos 

fotones (ver Fig. 1.3). La importancia de desarrollar nuevos esquemas de fototransfor-

mación, en particular a través de excitaciones bifotónicas, para generar fluoróforos 

como éste expande las herramientas en áreas relacionadas con imagenología y en la 

generación de nuevos materiales. Dichas herramientas permiten incrementar la capa-

cidad de localizar y limitar la transformación en volúmenes muy pequeños con un con-

trol tridimensional absoluto de la posición donde se desea que se lleve a cabo. 
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Fig. 1.3. Transformación del sistema nanocristal/azida inducido por absorción bifotónica y trasferencia 

de energía. 

 El trabajo de esta tesis se presenta en el desarrollo de seis capítulos. En el pri-

mero se presentó un panorama general de los compuestos activados por la interacción 

con luz, se describió el sistema motivo de esta investigación y el esquema para inducir 

su trasformación. En el segundo apartado se plantea la hipótesis en torno a la que se 

desarrolla este trabajo y se definen los objetivos del mismo. En el capítulo 3 se estable-

cen los conceptos teóricos necesarios para entender mejor el modelo de fotoactivación 

propuesto en este trabajo y los resultados obtenidos. El cuarto capítulo describe los 

métodos y técnicas empleados en el diseño, síntesis y evaluación de la hemicianina en 

forma de azida y del composito punto cuántico/azida como fluorógenos activados bifo-

tónicamente. Así, en el capítulo 5 se presentan los resultados obtenidos del modelado 

del sistema y de los experimentos realizados. En este apartado también se realiza una 

interpretación de los datos obtenidos experimentalmente y los encontrados por cálcu-

los computacionales para, en conjunto, explicar la fotoquímica y fotofísica de las molé-

culas involucradas en el proceso. Por último, el sexto capítulo engloba las conclusiones 

a las que se llegaron en esta tesis y sus implicaciones en futuras investigaciones. 
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2. Hipótesis y Objetivos 

2.1. Hipótesis 

Tras la absorción de dos fotones el precursor de hemicianina con un grupo azida llevará 

a cabo una transformación en el estado excitado, dando origen a una especie fluores-

cente. 

La unión del fluorógeno azida a nanocristales o puntos cuánticos de sulfuro de 

cadmio incrementará la cantidad de fotoproducto generado por transferencia de ener-

gía desde éstos. 

 La posibilidad de excitar bifotónicamente estos sistemas permite el uso de fuen-

tes de luz en el infrarrojo cercano. Además, el fenómeno brinda un control espacial muy 

alto, lo que permite su activación selectiva en diferentes planos de la muestra en volú-

menes que pueden llegar a ser del orden de femtolitros. 

 

2.2. Objetivo General 

Sintetizar y evaluar una molécula altamente conjugada basada en una hemicianina con 

un grupo funcional azida como fluorógeno fotoactivable mediante absorción simultá-

nea de dos fotones y determinar la influencia de puntos cuánticos de CdS como antenas 

en el rendimiento de la transformación inducida bifotónicamente. 

Como fue mencionado anteriormente, la gran ventaja de este tipo de sistemas es 

la posibilidad de realizar absorción bifotónica que debido a la alta densidad de fotones 

necesaria, puede ser controlada en tres dimensiones. 

 

2.2.1. Objetivos Específicos 

• Sintetizar la hemicianina en forma de azida con grupos capaces de anclarse al 

nanocristal (sulfonato). 
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• Obtener espectros de absorción y emisión para la molécula con forma azida y los 

intermediarios en la síntesis, así como sus respectivos rendimientos de fluores-

cencia. 

• Evaluar el efecto de diferentes longitudes de onda de excitación en la conversión 

monofotónica de la hemicianina en forma de azida. 

• Determinar el efecto del tiempo de irradiación en la conversión inducida mono-

fotónicamente. 

• Comprobar la conversión de la hemicianina en forma de azida mediante absor-

ción bifotónica observando la formación del fluoróforo como función de la in-

tensidad de radiación. 

• Caracterizar el fotoproducto fluorescente final de la disociación del grupo azida. 

• Obtener los sistemas con las hemicianinas en forma de azida ancladas a los pun-

tos cuánticos de CdS. 

• Demostrar la transformación de la hemicianina en forma de azida debido a una 

transferencia de energía desde los puntos cuánticos después de una excitación 

bifotónica. 

• Medir el aumento en el rendimiento de la transformación inducida por la absor-

ción simultánea de dos fotones en presencia de puntos cuánticos de CdS. 
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3. Antecedentes 

En este capítulo se abordarán los conceptos necesarios para comprender los fenómenos 

que se presentan en estados electrónicamente excitados, relevantes en el funciona-

miento del sistema estudiado en este trabajo. Los modelos teóricos establecidos para 

explicar la promoción de una molécula a un estado electrónico de mayor energía y las 

diferentes rutas de desactivación que puede presentar dicho estado serán abordados. 

También se describirán el tipo de especies involucradas en este estudio como lo son los 

fluorógenos, las azidas aromáticas y los puntos cuánticos. Además, se explicará el fenó-

meno de trasferencia resonante de energía, presente en el complejo punto cuántico-

fluorógeno motivo de este estudio. Finalmente, se abordarán métodos computacionales 

para modelar los sistemas estudiados con el fin de explicar su comportamiento o pre-

decir sus propiedades. 

3.1. Estados electrónicamente excitados 

Los procesos estudiados en este trabajo tienen lugar en los estados electrónicos excita-

dos de las moléculas. Para comprender mejor cómo se accede a estos estados y fenóme-

nos como las trasformaciones inducidas por absorción de luz o de emisión, es necesario 

conocer una descripción de ellos.  

3.1.1. Absorción de radiación 

El primer proceso en la dinámica de estados excitados es la interacción del sistema con 

la radiación mediante el proceso de absorción de luz. Una molécula puede ser promo-

vida desde el estado electrónico basal a un estado electrónico excitado al absorber un 

fotón. Una condición necesaria es que el cambio de energía en la molécula y la frecuen-

cia de la luz debe estar relacionada mediante: 

ℎ𝜈 = 𝐸𝑓 − 𝐸𝑖 , (3.1) 

donde Ef y Ei son las energías del estado excitado y basal, respectivamente. Además, la 

molécula debe tener una interacción con el campo electromagnético. Para la mayoría 
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de las especies, el componente magnético del campo puede ser ignorado ya que las tran-

siciones generadas por él son, en general, mucho más débiles (105 veces) que las tran-

siciones del dipolo eléctrico. Así, sólo se considera la interacción del vector de campo 

eléctrico E y el dipolo eléctrico de la molécula.2 

 La absorción de luz puede ser explicada en términos de la teoría de perturbacio-

nes dependiente del tiempo. Si se tiene una molécula en un estado estacionario inicial, 

descrito por la función de onda Ψi, que cumple con:81 

𝐻̂0Ψi = 𝐸Ψ𝑖 . (3.2) 

Si el sistema es perturbado al ser expuesto a la luz, el vector eléctrico de la luz induce 

fuerzas oscilatorias en las partículas cargadas de la molécula. De esta manera, el opera-

dor Hamiltoniano Ĥ0 ya no describe la energía del sistema, tiene que ser reemplazado 

por (Ĥ0 + Ĥ’) donde Ĥ’ es el operador de la perturbación que considera el efecto de la 

radiación. 

 Las funciones propias de (Ĥ0 + Ĥ’) serán diferentes de la función de onda inicial 

Ψi y también serán dependientes del tiempo. Así: 

(𝐻̂0 + 𝐻̂′)Ψ(𝑥, 𝑡) = 𝐸 Ψ(𝑥, 𝑡). (3.3) 

 Estas nuevas funciones de onda pueden ser construidas en términos de las fun-

ciones de onda del sistema no perturbado: 

Ψ(𝑥, 𝑡) = ∑ 𝑎𝑘(𝑡)Ψ𝑘, (3.4) 

donde los coeficientes ak(t) de cada término proporcionan la dependencia temporal. 

 El efecto de la perturbación puede ser pensado como una combinación lineal de 

las funciones de onda iniciales del sistema con todas las otras posibles funciones de 

onda. En otras palabras, el estado inicial evoluciona con el tiempo a otros estados. Si la 

perturbación es removida después de un tiempo t, habrá una probabilidad de que el 

sistema se encuentre en un estado final Ψf diferente del inicial. Esta probabilidad está 

dada por el cuadrado del coeficiente af(t) de la ecuación (3.4). Este coeficiente nos in-
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dica la contribución de cada estado en la función de onda total en un tiempo determi-

nado. En otras palabras, nos da información acerca de la evolución temporal del sistema 

desde el estado basal a los estados excitados después de la perturbación. Además, nos 

indica cómo ese estado excitado transita por otros estados en su camino de regreso al 

estado basal. 

 El coeficiente af(t) es proporcional al momento dipolar de transición: 

[𝑎𝑓(𝑡)]
2

=
8𝜋3

3ℎ2
⟨Ψ𝑓|𝜇̂|Ψ𝑖⟩

2
𝜌(𝜈𝑓𝑖 )𝑡 (3.5) 

donde ρ(νfi) es la densidad de radiación por unidad de volumen a la frecuencia νfi co-

rrespondiente a la transición, t es el tiempo y 𝜇̂ es el operador de momento dipolar, 

𝜇̂ = 𝑒 ∑ 𝒓𝑗, (3.6) 

donde e es la carga del electrón y rj es el vector de distancia desde el j-ésimo electrón al 

centro de la carga positiva de la molécula. 

 De acuerdo con la aproximación de Born-Oppenheimer, la absorción de luz su-

cede en una escala de tiempo mucho más breve que la escala de tiempo de los movi-

mientos nucleares. De esta forma, la función de onda total Ψ puede ser factorizada en 

una función de onda electrónica ψ y una función de onda nuclear (vibracional) θ. Así, el 

momento dipolar de transición (MDT) está dado por 

𝑀𝐷𝑇 = ∫ 𝜓𝑓𝜃𝑓𝜇̂𝜓𝑖𝜃𝑖𝑑𝜏. (3.7) 

 Como el operador de momento dipolar se considera independiente de las coor-

denadas nucleares, opera sólo para las funciones de onda electrónicas. La ecuación (3.7) 

puede ser escrita de la forma: 

𝑀𝐷𝑇 = ∫ 𝜓𝑓𝜇̂𝜓𝑖𝑑𝜏𝑒 ∫ 𝜃𝑓𝜃𝑖𝑑𝜏𝑁 . (3.8) 

Con una aproximación más, ψ puede ser factorizada en un producto de funciones de 

onda de un electrón 𝜙𝑖  (orbitales) y su función de espín correspondiente σi. Los orbita-

les son los mismos en ambos estados y se considera que la transición involucra sólo un 

electrón. El momento dipolar de transición entonces se expresa, 
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𝑀𝐷𝑇 = ∫ 𝜙𝑓𝜇̂𝜙𝑖𝑑𝜏𝑒 ∫ 𝜎𝑓𝜎𝑖𝑑𝜏𝑠 ∫ 𝜃𝑓𝜃𝑖𝑑𝜏𝑁. (3.9) 

 El primer término es conocido como el momento dipolar de transición electró-

nico (μif), cuyo valor depende de la simetría y traslape de los orbitales iniciales y finales. 

El segundo término es la integral de espín, cuyos valores dependen de los estados de 

espín inicial y final del electrón promovido. El tercer término, la integral de traslape de 

las funciones de onda inicial y final de las vibraciones nucleares, es la base del principio 

de Franck-Condon. 

 Cada uno de estos términos contribuye al valor de af(t) y la solución de cada una 

de las ecuaciones propone reglas de selección relacionadas con la probabilidad de que 

la transición se lleve a cabo. El valor de los coeficientes af(t) determinará la probabili-

dad del sistema de absorber un fotón para llegar a un estado excitado y rapidez de que 

éste migre a otros estados y la probabilidad para que cada uno de estos fenómenos su-

ceda. En el trabajo desarrollado en esta tesis, una manera de observar la influencia de 

estos coeficientes es mediante los tiempos de decaimiento de los estados excitados de 

las diferentes especies involucradas en el proceso y principalmente en el rendimiento 

de la transformación fotoinducida del fluorógeno tipo azida aromática, motivo de este 

estudio. 

3.1.1.1. Absorción bifotónica 

Uno de los propósitos del estudio aquí presentado es el diseño de un sistema capaz de 

sufrir una transformación con un alto control espacial y temporal. Una forma de lograr 

esto es mediante la absorción simultánea de dos fotones.  

Regularmente, en el proceso de interacción luz-materia, una molécula absorbe un 

fotón, siendo promovida a un estado electrónico excitado. Pero con intensidades de luz 

lo suficientemente altas, como las obtenidas mediante fuentes láser, una molécula 

puede absorber dos o incluso más fotones de manera simultánea. La probabilidad de 

que estos procesos multifotónicos sucedan es considerablemente menor al aumentar el 

número de fotones requeridos por unidad de volumen y unidad de tiempo. 
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En el caso de la excitación bifotónica (Fig. 3.1), un primer fotón excita a la molé-

cula a un estado virtual, si otro fotón llega a la molécula dentro del tiempo de la primera 

interacción (~10−16 s) puede ser absorbido. Tanto el estado inicial (S0) como el final (Sn) 

son “reales”. Los dos fotones pueden tener frecuencias iguales o diferentes y la suma de 

sus energías es igual a la diferencia de energía entre los estados basal y excitado.2 La 

excitación simultánea puede ser usada para acceder a estados excitados prohibidos por 

simetría, porque para la absorción bifotónica, las transiciones g → g y u → u están per-

mitidas.81 En los procesos de excitación con dos fotones, la probabilidad de absorción 

de los éstos por la molécula depende cuadráticamente de la intensidad de la luz. Como 

resultado de esta dependencia, si un material es excitado bifotónicamante, se obtiene 

una alta resolución espacial debido a que el efecto decrece muy rápidamente desde el 

centro del haz hacia su periferia.54,57 Esta propiedad es explotada en varias aplicaciones 

como terapia fotodinámica, estereolitografía, holografía, principalmente.12,53,59,82 

 
Fig. 3.1. Esquema del proceso de absorción bifotónica comparado con el de absorción monofotó-
nica. El fenómeno monofotónico (izquierda abajo) se da en todo el camino óptico del haz de irra-
diación, mientras que la absorción bifotónica (izquierda arriba) sólo acurre en el foco del haz de 

luz láser pulsada. En el diagrama de Jablonski simplificado (derecha),  estado virtual es mostrado 
con líneas punteadas. 

 

La descripción matemática del fenómeno fue desarrollada por Maria Göpper-

Mayer55 y parte de considerar la polarización de los materiales en función del campo 

eléctrico: 

𝑃 = 𝑃(1) + 𝑃(2) + 𝑃(3) + ⋯ = 𝜀0(𝜒(1)𝑬 + 𝜒(2)𝑬2 + 𝜒(3)𝑬3 + ⋯ ), (3.10) 
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donde P(i) es la polarización (momento dipolar por unidad de volumen) de i-ésimo or-

den, ε0 la constante dieléctrica en el vacío, E es el campo eléctrico y χ(i) es la susceptibi-

lidad de orden i. Las susceptibilidades de diferentes ordenes están involucradas en 

fenómenos como:83 

• χ(1): propiedades de óptica lineal.  

• χ(2): generación de segundo armónico, suma de frecuencias, rectificación óptica, 

efecto optoeléctrico. 

• χ(3): generación de tercer armónico, refracción no-lineal, absorción bifotónica, 

efecto Raman estimulado, mezcla de cuatro ondas, esparcimiento Brillouin. 

Como puede observarse en la (3.10), la polarizabilidad de primer orden está 

afectada por el campo eléctrico y la susceptibilidad de primer orden, sólo se requiere 

de una frecuencia, ω, para describir la interacción. En el caso de P(2), al tener dependen-

cia de E2, se requiere de una frecuencia adicional, igual o diferente, para describir la 

interacción. La resultante en este caso será una tercera frecuencia involucrada con el 

valor de la suma de las dos frecuencias anteriores. Finalmente, el caso de las polariza-

ciones de tercer orden, como las que se involucran en el proceso de absorción bifotó-

nica, al requerir de E3, necesitan de 3 frecuencias, iguales o diferentes, que entren en 

juego. Además, aparece una cuarta frecuencia como resultante.83 

Para un proceso en el cual los dos fotones absorbidos poseen la misma energía, 

a una frecuencia específica ω, el coeficiente de absorción bifotónica es proporcional a 

la parte imaginaria de χ(3): 

𝛼2(𝜔) =
3𝜔

2𝑛2𝑐2𝜀0
 Im(𝜒3(−𝜔; 𝜔, −𝜔, 𝜔)), (3.11) 

donde n es el índice de refracción, c es la velocidad de la luz. Para caracterizar la absor-

ción bifotónica de moléculas individuales, se define la sección trasversal de absorción 

bifotónica, δ2PA(ω) como: 

𝛿2𝑃𝐴(𝜔) =
ℏ𝜔𝛼2

𝑁
=

3ℏ𝜔2

2𝑛2𝑐2𝜀0𝑁
Im (𝜒(3)(−𝜔; 𝜔, −𝜔, 𝜔)), (3.12) 
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donde ħ es la constante de Planck reducida y N es el número de moléculas por unidad 

de volumen. Esta magnitud está dada en unidades Goppert-Mayer (GM) en honor a la 

descubridora del fenómeno. Los GM equivalen a 1 ⨯ 10−50 cm4∙s∙fotón−1∙molécula−1. 

En 1971 Orr y Ward desarrollaron la aproximación de suma sobre los estados 

para obtener χ(3).84 En el caso de absorción bifotónica, tres estados son suficientes para 

describir la transición: el estado basal (i), el estado final (f) y un estado intermedio (e). 

Se considera que las transiciones i ↔ e y e ↔ f están permitidas por el momento dipolar 

de transición eléctrico μie y μef son diferentes de cero. La transición i ↔ f está prohibida 

μif = 0. 

Si se considera luz linealmente polarizada:84 

𝜒(3)(2𝑃𝐴) =
2𝑁

3! 𝜀0
{

𝜇𝑖𝑒Δ𝜇Δ𝜇𝜇𝑒𝑖

(Ω𝑒𝑖 − ℏ𝜔)(Ω𝑒𝑖 − 2ℏ𝜔)(Ω𝑒𝑖 − ℏ𝜔)

+
𝜇𝑖𝑓Δ𝜇Δ𝜇𝜇𝑓𝑖

(Ω𝑒𝑖
∗ − ℏ𝜔)(Ω𝑒𝑖 − 2ℏ𝜔)(Ω𝑒𝑖 − ℏ𝜔)

}

+
2𝑁

3! 𝜀0
{

𝜇𝑖𝑒𝜇̅𝑒𝑓𝜇̅𝑓𝑒𝜇𝑒𝑖

(Ω𝑒𝑖 − ℏ𝜔)(Ω𝑓𝑖 − 2ℏ𝜔)(Ω𝑒𝑖 − ℏ𝜔)

+
𝜇𝑖𝑒 𝜇̅𝑒𝑓𝜇̅𝑓𝑒𝜇𝑒𝑖

(Ω𝑒𝑖
∗ − ℏ𝜔)(Ω𝑓𝑖 − 2ℏ𝜔)(Ω𝑒𝑖 − ℏ𝜔)

}

−
2𝑁

3! 𝜀0
{

𝜇𝑖𝑒𝜇𝑒𝑖𝜇𝑖𝑒𝜇𝑒𝑖

(Ω𝑒𝑖 − ℏ𝜔)(Ω𝑓𝑖 − ℏ𝜔)(Ω𝑒𝑖 − ℏ𝜔)

+
𝜇𝑖𝑒𝜇𝑒𝑖𝜇𝑖𝑒 𝜇𝑒𝑖

(Ω𝑒𝑖 − ℏ𝜔)(Ω𝑓𝑖
∗  − ℏ𝜔)(Ω𝑒𝑖 − ℏ𝜔)

} 

(3.13) 

donde μjk son los momentos dipolares de transición entre los estados j y k, Δμ es la di-

ferencia entre los dipolos permanentes, Ω𝑗𝑘 = ℏ𝜔𝑗𝑘 − 𝑖Γ𝑗𝑘 y Ω𝑗𝑘
∗ = ℏ𝜔𝑗𝑘 + 𝑖Γ𝑗𝑘. Γjk es el 

ancho de banda de la transición. 

A partir de la ecuación (3.13) podemos diferenciar tres grupos de componentes. 

Los primeros dos son llamados términos dipolares, son diferentes de cero si Δμ ≠ 0. Si 

consideramos la condición de resonancia: 
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Im (𝜒(3)(2𝑃𝐴𝐷)) =
𝑁𝜇𝑖𝑒

2 Δ𝜇2

3! 𝜀0Γ𝑒𝑖

(ℏ𝜔𝑒𝑖)2

[(
ℏ𝜔𝑒𝑖

2
)

2

+ Γ𝑒𝑖
2 ]

2. 
(3.14) 

Cuando Δμ ≠ 0, el término dipolar contribuye a la absorción bifotónica. En el caso de 

moléculas centrosimétricas, Δμ = 0. 

 Lo términos tercero y cuarto son llamados de absorción bifotónica, que involu-

cran los tres estados. Si consideramos la condición de resonancia para la absorción de 

dos fotones de la misma longitud de onda, ℏω = ℏ𝜔𝑓𝑖 /2, y suponiendo una banda de 

absorción estrecha, Γ𝑒𝑖 ≪ [ℏ(ω − 𝜔𝑓𝑖 /2)]/2, se tiene: 

Im (𝜒(3)(2𝑃𝐴𝑇)) =
4𝑁𝜇𝑖𝑒

2 𝜇𝑒𝑓
2

3! 𝜀0Γ𝑓𝑖

1

(ℏ𝜔𝑒𝑖 −
ℏ𝜔𝑓𝑖

2 )
2. 

(3.15) 

 Los últimos dos términos de la ecuación (3.13) son conocidos como términos 

negativos. No contribuyen a la absorción bifotónica si la energía del fotón está lejos del 

límite de la absorción de un fotón. En transiciones cercanas contribuye y se relaciona 

con la saturación virtual, desfavoreciendo la transición. 

 Así, δ2PA(ω), incluyendo los términos dipolar y de absorción de dos fotones se 

presenta: 

𝛿2𝑃𝐴(𝜔) =
1

5𝑐2ℏ𝑛2𝜀0
2

(ℏ𝜔)2

(ℏ𝜔𝑒𝑖 − ℏ𝜔)2 + Γ𝑒𝑖
2

× [
|𝜇𝑒𝑖|2|Δ𝜇|2Γ𝑒𝑖

(ℏ𝜔𝑒𝑖 − 2ℏ𝜔)2 + Γ𝑒𝑖
2 +

|𝜇𝑒𝑖|2|𝜇𝑒𝑓|
2
Γ𝑓𝑖

(ℏ𝜔𝑓𝑖 − 2ℏ𝜔)
2

+ Γ𝑓𝑖
2

]. 

(3.16) 

 Los espectros de absorción bifotónica típicamente tienen varias bandas que co-

rresponden a diferentes estados finales pero el mismo estado intermedio. 

 Aspectos importantes que se deben de considerar en el diseño de sistemas con 

buenas propiedades de absorción bifotónica de acuerdo con esta descripción matemá-

tica son:85 
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• Aumentar el valor de los momentos dipolares de transición: Esto puede ser lo-

grado aumentando la longitud de los puentes π, introduciendo grupos donado-

res o aceptores de electrones. En moléculas centrosimétricas, aumentando la di-

ferencia entre los momentos dipolares permanentes. 

• Maximizar los términos resonantes: Se consigue al acercarse a la energía de re-

sonancia entre el estado basal e intermedio. Si el estado intermedio se encuentra 

cerca de la mitad de energía del estado final, se consigue una condición de doble 

resonancia. 

• Reducir el ancho de banda de la transición de absorción monofotónica (Γei). 

El primer punto es sencillo de conseguir al diseñar la molécula con las caracte-

rísticas mencionadas. Los otros dos puntos requieren de un mejor conocimiento del 

sistema molecular y los espectros de absorción característicos para la familia de com-

puestos a los que pertenece la molécula a probar. Algunos de estos grupos con formas 

de las bandas espectrales conocidas son las cianinas,86 escuaraminas,87 porfirinas,61 en-

tre otras. 

El diseño de moléculas con altas secciones transversales de absorción bifotónica 

ha tenido un auge importante debido a la gran gama de herramientas sintéticas con las 

que se cuenta hoy en día. Cada vez es más sencillo crear moléculas más complejas y con 

grupos funcionales orientados en posiciones específicas.  

3.1.2. Procesos fotofísicos 

Después de absorber luz, el estado electrónicamente excitado generado es un sistema 

de alta energía y fuera del equilibrio, por esta razón su desactivación sucede rápida-

mente. Cuando el sistema se encuentra en solución, la energía en exceso del sistema es 

eliminada mediante varios canales, a través de estados vibroelectrónicos de la misma 

molécula de regreso al estado basal (procesos fotofísicos), o con la formación de otras 

especies (procesos fotoquímicos; ver sección 3.1.3). Todas estas rutas de desactivación 

son realizadas con diferente eficiencia dependiendo de la velocidad característica de 

cada proceso. Dicho lo anterior, se puede inferir que todas las moléculas presentan es-

tos canales de desactivación en mayor o menor medida y conocer las velocidades a las 
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que estos diferentes procesos suceden permite entender la compleja dinámica de los 

estados excitados de la especie en cuestión. Además, el diseño de nuevas moléculas con 

procesos controlados por la absorción de luz como la azida en forma de hemicianina de 

este estudio, requiere tomar en cuenta estos canales que compiten con el de la disocia-

ción. 

Los procesos fotofísicos pueden a su vez ser divididos en radiativos o no radia-

tivos. Una forma de esquematizar este proceso es mediante un diagrama de Jablonski 

(Fig. 3.2).2,88 En este diagrama se muestran los estados electrónicos singuletes (Sn), tri-

pletes (Tn) y sus respetivos niveles vibracionales. Los procesos que involucran la absor-

ción o emisión de un fotón, incluida la absorción, son mostrados con flechas rectas. Los 

procesos en los que no involucran radiación son indicados con flechas onduladas. 

 

Fig. 3.2. Diagrama de Jablonski de fenómenos fotofísicos relevantes. 
Absorción (flechas azules), relajación vibracional, conversión interna, cruce entre sistemas, fluorescen-

cia (flechas verdes guiones) y fosforescencia (flechas rojas puntos). 
 

La absorción de un fotón generalmente da lugar a un estado excitado en un nivel 

vibracional elevado. En solución, las moléculas excitadas vibracionalmente tienden a 

disipar esa energía en exceso por interacciones con moléculas de disolvente a su alre-

dedor hasta llegar al estado vibracional de menor energía (v = 0) dentro del mismo es-

tado electrónico. Este proceso se conoce como relajación vibracional. Las constantes 

cinéticas típicas de este proceso en solución son 1013 s−1. La relajación vibracional es el 

proceso de desactivación más rápido en el estado excitado, por esta razón todos los 

procesos, físicos o químicos suceden desde estados excitados vibracionalmente en 

equilibrio.1 

 



Antecedentes 

19 
 

Las transiciones no radiativas ocurren entre niveles vibracionales isoenergéticos 

de diferentes estados electrónicos. Como no existe un cambio en la energía total del 

sistema, no hay emisión de fotones en el proceso y se representan como líneas horizon-

tales onduladas en el diagrama de Jablonski. Los procesos de desactivación no radiati-

vos pueden ser entre estados de igual o diferente multiplicidad de espín, son llamados 

conversión interna y cruce entre sistemas, respectivamente (Fig. 3.2). 

La constante cinética para las transiciones no radiativas isoenergéticas está dada 

por la regla de oro de Fermi: 

𝑘𝑛𝑟 = (
2𝜋

ℏ
) ⟨𝜙𝑓𝜎𝑓|𝐻̂′|𝜙𝑖𝜎𝑖⟩

2
∑⟨𝜃𝑓,𝑛|𝜃𝑖,0⟩

2

𝑛

 (3.17) 

donde Ĥ’ es una perturbación adecuada que promueve la transición.2 El acoplamiento 

entre el estado vibracional del estado electrónico de partida, θi,0, y el de los estados vi-

bracionales superiores de algún estado receptor, θf,n, al ser cada vez más próximos entre 

sí, pueden aproximarse a un cuasi-continuo e integrar esas probabilidades en una den-

sidad de estados a la energía respectiva (ρ(E)) que considera todas las contribuciones 

en un intervalo de energías. Considerando también Hfi como el elemento de matriz que 

acopla los estados inicial y final, la ecuación de la regla de oro de Fermi se reduce: 

𝑘𝑛𝑟 = (
2𝜋

ℏ
) |𝑯𝑓𝑖|

2
𝜌(𝐸) (3.18) 

 Uno de los canales de desactivación no radiativos con los que compite la fotodi-

sociación de la hemicianina en forma de azida es la conversión interna. Como se men-

cionó anteriormente, la ruptura del enlace N−N2 se da en el estado S2, por lo que la 

conversión al estado S1 es la limitante principal del proceso. Para la conversión interna, 

Ĥ’ es el operador de energía cinética nuclear Ĥci.89  

𝐻̂𝑐𝑖 = 𝐻̂𝑒 + 𝑇̂𝑁 = 𝐻̂𝑒 − ∑
ℏ2

2𝜇𝑘
 

𝜕2

𝜕𝑅𝑘
2

𝑘

 (3.19) 

donde Ĥe es el hamiltoniano electrónico, ŤN es la parte nuclear de la energía cinética, μk 

es la masa del núcleo k y Rk sus coordenadas. 
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El elemento de matriz ⟨𝜙𝑓|𝐻̂𝑐𝑖|𝜙𝑖⟩ es diferente de cero si 𝜙𝑓 y 𝜙𝑖  pertenecen a la misma 

representación irreducible.90 La conversión interna entre estados excitados superiores 

(Sn ⇝ S1, Tn ⇝ T1) es extremadamente rápida, usualmente con constantes cinéticas de 

alrededor de 1012 s−1.1,2 Esta rapidez ocasiona que los procesos radiativos o transfor-

maciones químicas sucedan desde el estado excitado de menor energía (S1). Este fenó-

meno se conoce como Regla de Kasha.91 

Otro fenómeno de desactivación no radiativa importante en la comprensión del 

sistema de estudio es el cruce entre sistemas debido a la predisposición de los com-

puestos aromáticos nitrados de desactivarse de esta manera. El fluoróforo obtenido 

como resultado de este estudio es un compuesto nitroaromático que no cumple con esta 

característica, pero es importante comprender los factores para que el cruce entre sis-

temas sea eficiente o no. En este caso, Ĥ’ es el operador espín-orbita (ĤSO):92 

𝐻̂𝑆𝑂 =
1

2𝑚𝑒
2𝑐2

∑ ∑
𝑍𝐼

𝑒𝑓𝑓

𝑟𝑖𝐼
3 𝒍̂𝑖 ∙ 𝒔̂𝑖

𝑖𝑙

 (3.20) 

Donde 𝒍̂𝑖 es el operador de momento angular y 𝒔̂𝑖  es el operador de espín, ambos para 

el electrón i; 𝑍𝐼
𝑒𝑓𝑓

 es la carga nuclear efectiva del núcleo I, me la masa del electrón en 

reposo, c la velocidad de la luz y riI es la posición del electrón i respecto al núcleo I. 

En moléculas orgánicas, los estados excitados de baja energía frecuentemente 

resultan de las transiciones n → π* o π → π*, por lo tanto, tienen un papel importante 

en el cruce entre sistemas. Para este proceso no radiativo, las reglas de El-Sayed rigen 

si las transiciones son permitidas o prohibidas:92 

(𝑛, 𝜋∗)1 ↔ (𝜋, 𝜋∗)3 , (𝑛, 𝜋∗)3 ↔ (𝜋, 𝜋∗)1  

(𝑛, 𝜋∗)1 ↮ (𝑛, 𝜋∗)3 , (𝜋, 𝜋∗)1 ↮ (𝜋, 𝜋∗)3  

Sin embargo, incluso los procesos prohibidos pueden ocurrir, aunque con una 

constante cinética menor. Esto se debe a acoplamientos vibracionales. El cruce entre 

sistemas entre estados los excitados (S1 ⇝ Tn), es moderadamente rápido con constan-

tes de 109−108 s−1.1 
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Los procesos de desactivación radiativos involucran la emisión de un fotón. Ya 

que en esta tesis se estudió un sistema capaz de transformarse de una forma no emisiva 

a una emisiva, la descripción de los canales de desactivación radiativos resulta impor-

tante. Los procesos de absorción y emisión también pueden ser estudiados en términos 

de los coeficientes de Einstein. Tomando en cuenta que el equilibrio térmico las pobla-

ciones en los dos estados electrónicos no puede ser igual, se introduce el concepto de 

emisión espontánea, descrita por: 

𝐴21 =
64𝜋4𝜈21

3

3ℎ𝑐3
 ⟨Ψ2|𝜇̂|Ψ1⟩2 (3.21) 

donde ν es la frecuencia de la transición. En este caso, las reglas de selección menciona-

das anteriormente siguen siendo válidas para la emisión.2 

Las desactivaciones radiativas pueden clasificarse de acuerdo con la multiplicidad 

de los estados involucrados en la transición. Se llama fluorescencia a la emisión permi-

tida por espín, por ejemplo, de un estado S1 a un S0. El termino fosforescencia aplica 

para las emisiones prohibidas por la regla se selección de espín como la que ocurre 

desde un estado T1 al S0.  

Cada uno de los procesos mencionados anteriormente exhibe constantes de rapi-

dez características. Las transiciones prohibidas por espín generalmente tienen cons-

tantes mucho menores que las de los procesos en los que intervienen estados de igual 

multiplicidad:89  

• Conversión interna:  1014−1012 s−1. 

• Cruce entre sistemas: 106−108 s−1. 

• Fluorescencia: 108−1010 s−1. 

• Fosforescencia: 103−1 s−1. 

Cada uno de estos procesos puede ser representado en el diagrama de Jablonski 

(Fig. 3.2) que considera una sola especie química. Todos estos procesos suceden a la par 

de canales de desactivación fotoquímicos que cambian la identidad de la molécula. La 
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probabilidad de que ocurran dependerá de los valores para las constantes de rapidez 

de cada uno. 

3.1.3. Transformaciones químicas en estados excitados 

Como fue mencionado anteriormente, en este trabajo se busca diseñar y probar una 

molécula capaz de realizar un cambio en su estructura química después de ser irra-

diada. En este trabajo, la azida aromática obtenida es capaz de convertirse en otra es-

pecie en el estado excitado al romperse el enlace −N−N2. Las reacciones fotoquímicas 

son otro canal de desactivación que tiene el estado excitado en el que la energía absor-

bida es empleada para romper, formar o rotar enlaces. 

 Los estados excitados pueden llegar a desactivarse también por una variedad de 

procesos químicos, con cambios en la estructura o en la composición de la especie que 

absorbió energía. Debido a que los estados excitados poseen una alta energía, se espera 

que posean una reactividad mayor a la de sus estados basales correspondientes. Este 

cambio está asociado con las diferencias en la estructura electrónica entre ambos esta-

dos. Vale la pena pensar a los estados excitados como especies químicas diferentes, con 

una reactividad específica.89 Esta reactividad está también influida por la forma de las 

superficies de energía potencial de los estados electrónicos excitados, que general-

mente presentan barreras energéticas más pequeñas que los estados basales respecti-

vos. 

Las reacciones fotoquímicas pueden ser representadas a través de las superficies de 

energía potencial que describan el cambio de energía en el sistema como función de un 

cambio en las coordenadas nucleares. Representaciones en dos dimensiones de estas 

superficies (Fig. 3.3) permiten visualizar las desactivaciones radiativas y no radiativas, 

además de la evolución de la fotorreacción de reactivos a productos.2 
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Fig. 3.3. Tres tipos de reacciones fotoquímicas. 

En el ejemplo anterior (Fig. 3.3) se esquematizan tres casos importantes de fotorreac-

ciones: 

a) Reacciones que se completan en el estado excitado. Pueden seguirse por la emi-

sión del fotoproducto. Este tipo de reacciones son llamadas adiabáticas. Entre 

ellas se encuentran las trasferencias de protones intramoleculares, formaciones 

de enlaces y las disociaciones. 

b) Reacciones que comienzan en el estado excitado y terminan en el producto en 

estado basal por el cruce entre las dos superficies (intersección cónica). En estas 

reacciones diabáticas o no adiabáticas, no se puede observar el intermediario en 

el estado excitado. Dentro de este tipo de reacciones se encuentran el cambio de 

espín en complejos de Fe(II) o las fotoisomerizaciones cis-trans. 

c) Reacciones que forman un intermediario en el estado basal. Radicales libres for-

mados o pares zwitterionicos que retienen gran parte de la energía de excitación 

son ejemplos de estas reacciones. 

Las fotorreacciones de interés en este trabajo se encuentran en el caso a), las 

fotodisociaciones directas. En este tipo de procesos, la excitación electrónica redistri-

buye la densidad electrónica de orbitales moleculares enlazantes a regiones de antien-

lace en la molécula. Esto ocasiona que las repulsiones entre los núcleos involucrados 

aumenten. Posteriormente, la molécula evoluciona en la superficie de energía potencial 
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del estado excitado (ver Fig. 3.4), modificando su geometría para minimizar la energía 

del sistema. En muchas moléculas se llega a un mínimo en esta superficie, desde donde 

pueden llevarse a cabo procesos como los mencionados en el apartado anterior. Sin em-

bargo, en estados excitados disociativos este mínimo no existe o es muy poco profundo, 

ocasionando que la molécula evolucione en la coordenada de enlace hasta llegar a la 

disociación completa.89 

 
Fig. 3.4. Curvas de energía potencial del estado basal y excitado para una molécula que se fotodisocia. 

Generalmente se requiere de energías altas para llegar a estos estados electró-

nicos disociativos. Pero moléculas con gran tensión estructural como ciclobutenos,93 

espiropiranos94 y diaryletenos95 tienen estados excitados disociativos de baja energía. 

Otro grupo de moléculas con esta propiedad son ozono o las azidas aromáticas.45 

3.1.4. Competencia cinética 

A partir de la información que se ha detallado en los apartados anteriores, es posible 

comprender que los procesos de desactivación de los estados excitados son diversos y 

suceden simultáneamente. Todos estos fenómenos suceden en escalas de tiempo muy 

variadas que van desde las decenas de femtosegundos hasta los microsegundos. El co-

nocer y comprender las constantes cinéticas de cada uno de los procesos y como com-

piten unas con otras, nos permite diseñar sistemas en los cuales alguna de estos canales 

de desactivación sea favorecido o prohibido. 
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En términos generales, se abordaron tres tipos de procesos de desactivación del 

estado excitado: desactivación no radiativa, desactivación radiativa y reacción química. 

Sus constantes de rapidez específicas y la competencia cinética entre ellas resulta de 

vital importancia para determinar el comportamiento del estado excitado de una molé-

cula.2 Como se verá más adelante, en el sistema presentado en esta tesis, la competencia 

entre los diferentes canales de desactivación definen la eficiencia con la que el proceso 

de fotólisis del grupo azida se llevará a cabo. Además, el análisis cinético resulta de gran 

importancia en la determinación de las propiedades fluorescentes del fotoproducto ge-

nerado. 

Un estado excitado decaerá de acuerdo con una cinética de primer orden con un 

tiempo de vida τ característico, dado por la ec: 

𝜏 =
1

𝑘𝑟𝑎𝑑 + 𝑘𝑛𝑟 + 𝑘𝑓𝑞 + ⋯
=

1

∑ 𝑘𝑖𝑖
, (3.22) 

donde ki representan las constantes de rapidez cinéticas para los diferentes procesos 

de desactivación. El tiempo de vida del estado excitado representa el tiempo requerido 

para reducir el número de moléculas en el estado excitado a 1/e de su valor inicial y 

puede ser determinado experimentalmente siguiendo el decaimiento de alguna canti-

dad proporcional al número de moléculas en el estado excitado como la fluorescencia. 

 La probabilidad de cada proceso de desactivación está relacionada con su cons-

tante cinética. Para cada proceso, el rendimiento de ese fenómeno particular (Φi) está 

definido como la relación entre el número de moléculas que realizan el proceso i y el 

número de fotones absorbidos. En este caso, Φi es proporcional a la constan cinética del 

proceso y su relación con el resto de las canales de desactivación: 

Φ𝑖 =
𝑘𝑖

𝑘𝑟𝑎𝑑 + 𝑘𝑛𝑟 + 𝑘𝑓𝑞 + ⋯
=

𝑘𝑖

∑ 𝑘𝑗𝑗
. (3.23) 

La determinación de estos rendimientos requiere la medición de los productos: 

fotones emitidos, concentración de nuevas especies, etc. y el número de fotones absor-

bidos inicialmente. Para estas mediciones se debe emplear alguna fuente de luz mono-

cromática para evitar la contribución de otros fenómenos en la determinación. 
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La dinámica completa de los estados excitados considera los diferentes canales de des-

activación de la molécula (Fig. 3.5). Así, en principio, el comportamiento real de una 

molécula en el estado excitado es resultado de un sistema complejo de procesos que 

suceden de manera paralela y consecutiva que compiten entre sí. La rapidez extrema 

de algunos procesos como la conversión interna o la duración muy larga de otros como 

el cruce entre sistemas, hace que la descripción pueda simplificarse en gran medida. En 

muchos casos, una evaluación de los factores que afectan la cinética del proceso en un 

estado electrónico en particular da la posibilidad de explicar y en algunos casos prede-

cir el comportamiento fotofísico y fotoquímico de los sistemas. 

 
Fig. 3.5. Representación esquemática del proceso de desactivación de los estados excitados de hCy−N3. 

 

3.2. Fluorógenos y fluoróforos 

El objetivo principal de este trabajo es la obtención de una azida aromática o sistema 

compuesto con un punto cuántico que sea convertido de una especie con un bajo ren-

dimiento de fluorescencia a otra con buenas propiedades emisivas. Las especies capa-

ces de llevar a cabo este tipo de transformaciones son conocidas como fluorógenos. 

Estas especies precursoras pueden ser activadas mediante mecanismos muy diversos 

como factores químicos como pH, agentes oxidantes, enzimas o la unión a algún analito. 

Otro grupo de fluorógenos son activados por medios físicos como corrientes eléctricas 

o radiación electromagnética. 

Los fluorógenos transformados por la absorción de luz resultan relevantes de-

bido al control obtenido mediante esta activación por la posibilidad de modular la lon-

gitud de onda de excitación y el área de irradiación. Estos interruptores fotoinducidos 
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fueron concebidos originalmente para su uso en dispositivos ópticos de almacena-

miento de datos, pero han tenido una gran relevancia en otros campos como microsco-

pía de fluorescencia, en particular en aplicaciones de microscopía de super-

resolución.85 

El diseño de las moléculas debe procurar maximizar el rendimiento de esta 

transformación. La mayor cantidad de fotones empleados resultará en la obtención de 

la especie fluorescente, con lo que se requerirán potencias menores en la fuente de luz. 

Los fluorógenos pueden exhibir transiciones de la forma no fluorescente a la fluores-

cente de forma reversible o irreversible como se muestra en la Fig. 3.6.10 

 
Fig. 3.6. Tipos de fluorógenos: (a) fotoconvertibles, (b) fotoactivables y (c) por transferencia de energía 

a una especie fotocrómica. 

Algunos mecanismos de conversión son: 

a) Fluorógenos fotoconvertibles: son activados reversiblemente entre el es-

tado fluorescente (F) y el no fluorescente (O). Este grupo incluye espiropi-

ranos y moléculas con fotoisomerizaciones cis-trans. En este caso, es 

deseable que los espectros de absorción de ambas especies se encuentren 

en regiones diferentes del espectro para poder controlar el sentido de la 

trasformación. 
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b) Fluorógenos fotoactivables: (b1) son activados irreversiblemente a un es-

tado fluorescente (F) o (b2) a una especie con emisión en una región dife-

rente del espectro electromagnético (F´). En el primer caso, también es 

deseable que los espectros de emisión del fluorógeno y el fluoróforo sean 

diferenciables con el fin de activar la transformación o realizar una lectura 

de la fluorescencia de manera independiente. Para el segundo escenario, 

también se busca que los espectros de emisión aparezcan en regiones dife-

rentes y que no haya traslape entre los espectros de absorción y emisión de 

una y otra especie. Algunos ejemplos de este tipo de fluorógenos son las 

azidas aromáticas, fluoróforos enjaulados como cumarinas y fluoresceínas. 

c) Sistemas activados por transferencia resonante de energía en los que un 

fluoróforo (F) cede la energía absorbida a un compuesto fotocrómico capaz 

de transformarse (P). En este cao sí se busca que el espectro de emisión del 

donador se traslape con el del aceptor de energía para hacer el proceso de 

transferencia más eficiente. 

Los fluorógenos fotoactivables una vez convertidos a su forma brillante pueden 

presentar fenómenos de apagamiento también causados por la luz absorbida. El apaga-

miento está dictado por una competencia cinética entre varios canales de desactivación 

del estado excitado. La extinción de la fluorescencia puede implicar otra transformación 

fotoquímica ahora del fluoróforo, habitualmente por la generación de especies muy 

reactivas como radicales libres.53.  

3.2.1. Fluorógenos tipo azida 

Un grupo particular de moléculas que llevan a cabo una trasformación química después 

de absorber radiación y que sirvieron de modelo para la molécula estudiada en este 

trabajo son las azidas, especies que contienen el grupo −N=N⊕=N⊖.45 De entre ellas, las 

azidas aromáticas (Fig. 3.7) generan un gran interés por su mayor estabilidad térmica 

respecto a sus contrapartes alifáticas, lo que facilita su manipulación y su aplicación.46 

Además, los productos obtenidos de estas reacciones pueden resultar en especies fluo-

rescentes, a partir de las azidas que regularmente no lo son.50 La fotoquímica de estas 
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especies resulta influenciada por las propiedades electrónicas de la molécula,40 los gru-

pos funcionales presentes en ella96,97 y los productos obtenidos dependen del medio en 

el que se encuentra.45 

 
Fig. 3.7. Fototransformación de una azida aromática. R2 y R3 = alquilo, arilo, H, O. 

 

Después de absorber un fotón, la molécula es promovida a un estado excitado 

con un carácter disociativo. La transición responsable involucra a los orbitales molecu-

lares π y σ* presentes en los tres átomos de nitrógeno. Esta transición debilita el enlace 

entre los átomos de nitrógeno R−N−N2, donde R es el anillo aromático (Fig. 3.8). Este 

hecho es conocido como predisociación. Posteriormente el sistema evoluciona en esa 

superficie de energía potencial disociativa para dar lugar al respectivo nitreno R−N: y a 

una molécula de nitrógeno N2. 40 

 
Fig. 3.8. Esquema de las curvas de energía potencial de las azidas al fotodisociarse (a) y orbital σ* invo-

lucrado la transición. 

Esta evolución en la superficie de energía potencial genera cambios geométricos 

importantes en el grupo azida además del alargamiento del enlace N−N2. Por lo general 

el estado disociativo presenta un mínimo poco marcado en el cual el ángulo formado 

por los tres átomos de nitrógeno cambia de ser prácticamente 180° a reducirse hasta 

140-120° como se muestra en la Fig. 3.8. Esta geometría sugiere la posterior disociación 
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de la azida ya que coloca al fragmento N2 listo para ser liberado como una molécula de 

nitrógeno gaseoso. 

El nitreno generado es una especie muy reactiva, análogo a un carbeno. El átomo 

de nitrógeno posee sólo 5 electrones de valencia, lo que lo convierte en un electrófilo.45 

De estos electrones en el átomo de N en la molécula, dos se encuentran en orbitales p 

degenerados, lo que permite que los nitrenos puedan presentar multiplicad singulete o 

triplete. Después de la fotólisis de la azida, el nitreno generado conserva la multiplici-

dad singulete y rápidamente pierde energía en forma de calor para después llevar a 

cabo transformaciones desde su estado singulete o triplete. Las temperaturas elevadas 

favorecen las reacciones del nitreno intermediario en estado singulete, mientras que 

las bajas temperaturas están asociadas a reacciones con el nitreno triplete. 

La variedad de productos generados a partir del nitreno es vasta y como se men-

cionó, depende del medio en el que se realice la disociación del grupo azida. Los pro-

ductos más comunes encontrados para reacciones de nitrenos aromáticos en solución 

se muestran en la Fig. 3.9. Estas reacciones van desde expansiones en el anillo aromá-

tico para producir cetenimidas (1) en disolventes como pentano o hexano a tempera-

tura ambiente a partir del nitreno singulete. También desde este estado se pueden 

producir reacciones de inserción con disolventes como alcoholes para general oximas 

(2) y O-alquil u O-aril oximas. Los nitrenos también pueden abstraer dos átomos de 

hidrógeno del disolvente, para generar aminas aromáticas (3). Si el nitreno logra esta-

bilizarse hasta su forma triplete antes de reaccionar, se pueden formar dímeros que 

llevan a la obtención de azocompuestos (4). Finalmente, el estado triplete del nitreno 

también puede reaccionar con O2 disuelto en el medio y generar los compuestos nitro 

(5) o nitroso (6) respectivos.45 



Antecedentes 

31 
 

 
Fig. 3.9. Fotoquímica de las azidas aromáticas en solución. 

Como puede observarse, los nitrenos pueden brindar una amplia gama de pro-

ductos y la proporción entre ellos puede ser controlada, hasta cierto punto, con el medio 

de reacción. Otro parámetro que se ha buscado modificar es que esta transformación se 

lleve a cabo al irradiar con luz en el visible. La mayoría de las azidas aromáticas estu-

diadas tienen bandas de absorción en el UV cercano.46 Al aumentar la conjugación del 

sistema se obtiene un corrimiento batocrómico de la banda de absorción de las azidas, 

que puede llegar hasta longitudes de onda en el intervalo del visible. Sin embargo, un 

aumento en la conjugación del sistema causa una disminución en el rendimiento de la 

fotólisis del grupo azida. Estudios teóricos y experimentales previos para el rendi-

miento de fotodisociación de azidas aromáticas neutras (Φ) y cargadas (Φ+1) han esta-

blecido límites en la cantidad de electrones en orbitales π conjugados para que el 

sistema sea fotoactivo.38,39 Un resumen de estos resultados se muestra en la Tabla 3.1. 
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Tabla 3.1. Efecto del tamaño del sistema π y la carga en el rendimiento de fotodisociación de azidas 
aromáticas. 

Tamaño del 
sistema π 

6e− 14e− 22e− ≥26e− 

Rendimiento Φ, Φ+1 > 0.5 Φ, Φ+1 > 0.1 
Φ > 0.1 

Φ+1 < 0.01 
Φ, Φ+1 < 0.01 

Efecto de la 
carga 

Φ > Φ+1 Φ ~ Φ+1 Φ ≫ Φ+1 Φ ~ Φ+1 

 

Esta información debe de ser considerada en el diseño de sistemas fotoactiva-

bles con el grupo azida, como el caso del fluorógeno hCy−N3 diseñado. El sistema con-

tiene 20 e− π, que de acuerdo con la Tabla 3.1, permite que presente fotodisociación de 

ser irradiado. 

Otra aproximación para aumentar la sensibilidad de las azidas a ser disociadas 

por luz visible es el uso de sensibilizadores (S), que pueden actuar por trasferencia de 

energía o transferencia de electrones (Fig. 3.10). En ambos casos se consigue la degra-

dación de la azida.40 Sin embargo, los productos finales después de la disociación pue-

den ser diferentes para cada mecanismo de sensibilización. 

 
Fig. 3.10. Uso de sensibilizadores (S) para promover la disociación de azidas aromáticas (ArN3) por 

trasferencia de energía (arriba) o transferencia de carga (abajo). 

 Este es uno de los esquemas planteados en este trabajo para conseguir la diso-

ciación de la azida, mediante trasferencia de energía desde un punto cuántico. La dife-

rencia principal es que el QD además de ceder la energía absorbida, será excitado 

bifotónicamente presentando una elevada sección transversal, presentando las venta-

jas ya mencionadas para este modelo de absorción. 

 Es importante mencionar que sistemas basados en azidas aromáticas precurso-

ras de compuestos donador-aceptor han comenzado a ser explorados como fluoróge-

nos.42 Ejemplos de estos sistemas se muestran en la Fig. 3.11. Las especies obtenidas 
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principalmente en estos casos son las especies aminas que presentan una alta fluores-

cencia.  

 
Fig. 3.11. Algunas azidas aromáticas empleadas como fluorógenos. 

También se han encontrado derivados nitrados a partir de la fotólisis de azidas, 

este tipo de compuestos tiende a ser especies obscuras al igual que las azidas. En estos 

casos se ha empleado la enzima nitroreductasa para producir una reducción del grupo 

nitro a su forma fluorescente amina.51 La enzima tiene otra ventaja adicional, la depen-

dencia de NADH o FADH como cofactores. Estas formas reducidas se encuentran en 

grandes concentraciones en células cancerosas,98 con lo que el fluorógeno se convierte 

además de un marcador en microscopia, en un sensor para este tipo de células. 

Sin embargo, el uso de estos fluorógenos azida aún está limitado por la energía 

de la radiación necesaria para su trasformación además de la falta de control en tres 

dimensiones de su activación. El sistema hCy−N3/QD pretende saldar esas deficiencias. 

El composito propuesto en este trabajo presenta una alta probabilidad de absorber dos 

fotones de manera simultánea debido al punto cuántico que funge de antena (ver sec-

ción 3.3). Esta propiedad brinda la posibilidad de su uso en medios biológicos. La radia-

ción absorbida por el punto cuántico se encuentra en el infrarrojo cercano, donde los 

tejidos y células son transparentes. La dependencia cuadrática del coeficiente de absor-

ción bifotónica con la intensidad de irradiación (ver sección 3.1.1.1) ocasiona que la 

trasformación sólo suceda en el foco de un haz enfocado. Esto permite acceder selecti-

vamente a diferentes planos en la muestra y poder realizar una reconstrucción tridi-

mensional de la muestra. Estas propiedades presentes en el sistema diseñado son de 

gran utilidad en el marco de la microscopía de super-resolución. 

3.2.2. Compuestos polimetínicos hemicianina 

Uno de los compuestos obtenidos de la fotolisis de azidas aromáticas es la amina aro-

mática respectiva (Fig. 3.9). En el caso de la molécula hCy−N3, la forma amina 
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(hCy−NH2) pertenece a una familia de moléculas denominadas hemicianinas. La forma 

general de las hemicianinas se muestra en la Fig. 3.12. Son moléculas asimétricas con 

un anillo aromático con un átomo de nitrógeno cuarternizado en un extremo y una 

amina aromática en el otro, unidas por una cadena de átomos de carbono con dobles 

enlaces conjugados que resultan en un sistema con un número par de electrones π 

donde los electrones del nitrógeno del grupo amina también participan en la conjuga-

ción. El anillo con el átomo de nitrógeno puede contener otros heteroátomos como oxí-

geno y azufre.99 

 
Fig. 3.12. Estructura general de las hemicianinas. X = S, O, C(CH3)2.  

Debido a esta conjugación extendida, las hemicianinas poseen buenas propiedades 

tanto para absorber luz como para fluorescer. Este tipo de moléculas ha sido empleada 

ampliamente como marcadores biológicos o colorantes debido a su solubilidad en me-

dios polares. También se ha encontrado que son sensibles al pH o a la presencia de iones 

metálicos, con lo cual también se han utilizado como sensores colorimétricos. 

3.2.3. Compuestos nitroaromáticos 

En la molécula diseñada y estudiada en este trabajo, el fotoproducto fluorescente gene-

rado mayoritariamente fue la especie nitro respectiva, es por ello importante hablar 

brevemente de las propiedades fotofísicas de este tipo de moléculas. Los estados exci-

tados de los compuestos nitroaromáticos tienden a realizar cruces entre sistemas ul-

trarrápidos del orden de decenas de femtosegundos. Esta desactivación tan eficiente 

ocasiona que muchos de estos compuestos no presenten fluorescencia significativa 

(ΦF < 10−4).51,100 El cruce entre sistemas es un proceso prohibido por la regla de selec-

ción de espín, el comportamiento de este tipo de moléculas es explicado debido a la 

contribución del término de acoplamiento espín-orbita en el hamiltoniano de la regla 

de oro de Fermi (seción 3.1.2).  
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El cruce entre sistemas involucra cambios en el momento angular de espín y el 

momento angular orbital de manera que el momento angular total es conservado. Por 

ello, las transiciones en las que sólo cambia el momento angular de espín están prohi-

bidas.92 Si los orbitales que participan en la transición están localizados en el mismo 

átomo, existe una posibilidad de que el acoplamiento espín-orbita tenga un valor im-

portante. Esto da lugar a las reglas de El-Sayed antes mencionadas (sección 3.1.2). En 

la Fig. 3.13 se muestran dos tipos de transiciones para compuestos nitroaromáticos. 

 
Fig. 3.13. Diagrama de los estados involucrados en cruces entre sistemas. 

Algunas de las aplicaciones de los compuestos nitroaromáticos es como precur-

sores de especies fluorescentes por reducciones selectivas que convierten a los com-

puestos en sus formas aminas fluorescentes o que al modificar la estructura electrónica 

liberan fluoróforos enjaulados. Estas trasformaciones selectivas pueden ser llevadas a 

cabo por enzimas en presencia de ciertos cofactores como NADH y FADH.51  

En la literatura existen ejemplos de compuestos nitroaromáticos que presentan 

fluorescencia, en la mayoría de estos casos, este comportamiento inusual es explicado 

por la falta de un triplete receptor con el carácter adecuado para cumplir con las reglas 

de Al-Sayed.101,102 La ausencia o mejor dicho, falta de coincidencia energética de este 

triplete ocurre en compuestos del tipo donador-aceptor, cuya excitación tiende a gene-

rar estados emisivos que son estabilizados por el medio, disminuyendo su energía en 

comparación con el triplete antes mencionado (Fig. 3.13).103,104  
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3.3.  Puntos cuánticos 

Uno de los materiales capaces de absorber más de un fotón de manera simultánea y 

además de transferir esta energía a especies a su alrededor son los puntos cuántico o 

nanocristales semiconductores. 69,76 Estas características los hacen ideales como ante-

nas bifotónicas. En este estudio se empelaron puntos cuánticos de CdS para incremen-

tar el rendimiento de fotodisociación del grupo azida por absorción de dos fotones. 

 Un punto cuántico (QD por sus siglas en inglés, Quantum Dot) es un semiconduc-

tor inorgánico de dimensiones nanométricas (2-10 nm). Su composición varía de 

acuerdo con las propiedades emisivas y de absorción que se deseen, pero en general 

son sales (calcogenuros) de metales de transición simples o mixtas. Entre los más usa-

dos se encuentran: CdSe, CdTe, CdS, ZnS, ZnSe, PbS, PbSe, principalmente. Entre los pun-

tos cuánticos con una cubierta se encuentran: ZnS/CdSe, PbSe/Te, CdSe/CdTe, entre 

otros.64 

 Las propiedades de estos puntos cuánticos provienen precisamente de su ta-

maño, al ser tan pequeños presentan fenómenos de confinamiento cuántico que los di-

ferencian de un semiconductor en bulto. Éstos se caracterizan porque sus propiedades 

ópticas y electrónicas dependen de su tamaño. El confinamiento cuántico sucede 

cuando las partículas tienen un tamaño por debajo del radio de Bohr del excitón gene-

rado, así que éste se encuentra confinado espacialmente. El radio de Bohr es caracterís-

tico para cada material y es una medida de la extensión de la función de onda del excitón 

en el arreglo cristalino. El valor del radio de Bohr para CdSe es 6 nm, mientras que para 

CdS es de 2.8 nm.2 

3.3.1. Características físicas 

Para conservar su estructura nanométrica, los puntos cuánticos requieren de surfac-

tantes o tensoactivos que eviten la aglomeración de las partículas, con lo que se perde-

rían las propiedades adquiridas por el confinamiento cuántico. Generalmente estos 

estabilizantes cuentan en uno de sus extremos con grupos capaces de anclarse a la su-

perficie del punto cuántico mediante diversos tipos de interacciones y una forma de 
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proteger estéricamente al punto cuántico64. En la Tabla 3.2 se muestran los surfactantes 

más comunes en puntos cuánticos.65 

Tabla 3.2. Principales recubrimientos de puntos cuánticos semiconductores. 

Estrategia de recubri-
miento 

Mecanismo de in-
teracción 

Ejemplos 

Tiolados Enlace dativo tiol 
• Ácidos mercaptocarbónicos 
• Etilenglicoles tioalquilados 

Sulfonatos y carboxilatos 
Interacciones elec-

trostáticas 
• Derivados de ácidos grasos 

Capa de silanos o dendrí-
meros 

Capa entrecruzada 
• Mercaptoprilsilanoles 
• Dendrímeros de aminas 

Interacciones hidrofóbi-
cas 

Interacciones hidro-
fóbicas/hidrofílicas 

• Micelas de fosfatidicolina 
• Polímeros de ácido acrílico 

modificados 

Fosfinas funcionalizadas interdigitación • Posfinas oligoméricas 

Polímeros anfifílicos 
Interacciones hidro-
fóbicas/hidrofílicas 

• Polímeros anfifílicos de tres 
bloques 

Sacáridos anfifílicos 
Interacciones hidro-
fóbicas/hidrofílicas 

• Sacáridos anfifílicos 

 

Además de especies sintéticas, los puntos cuánticos también pueden estar ro-

deados de proteínas o péptidos que cumplen las mismas funciones. Los surfactantes 

también pueden modificar la solubilidad del punto cuántico al cambiar los grupos fun-

cionales externos.73 

Los puntos cuánticos han sido empleados como marcadores biológicos in vitro e 

in vivo, debido a su tamaño pueden interactuar con células o tejidos. Como fue mencio-

nado, el recubrimiento del QD además de promover la solubilidad de la partícula en el 

medio fisiológico, puede prevenir la toxicidad de estas.74 Los nanocristales estabiliza-

dos electrostáticamente tienden a ser más pequeños que los estabilizados estérica-

mente, lo que permite el uso de los primeros en aplicaciones biológicas. Los QDs 

estabilizados estéricamente pueden ser muy grandes para entrar en células, pero son 

menos sensibles a efectos del pH o fuerza iónica.73 
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3.3.2. Propiedades ópticas de los puntos cuánticos 

Para que el sistema azida/QD funcione eficientemente como fluorógeno es necesario 

que la trasferencia de energía desde el punto cuántico a la azida suceda de forma efi-

ciente. Un parámetro para que esto suceda es lograr que la emisión del punto cuántico 

se traslape con la absorción de la azida. Por ello es importante conocer las variables que 

afectan la absorción y emisión de puntos cuánticos. Las propiedades ópticas de los pun-

tos cuánticos son controladas por el material del que están constituidos, el tamaño de 

la partícula y su distribución (dispersión) y la química de su superficie, en especial los 

enlaces que favorecen el decaimiento no radiativo. Entre estas propiedades se encuen-

tran la posición espectral, el ancho de las bandas de absorción y emisión, el desplaza-

miento de Stokes, el coeficiente de absortividad molar y el rendimiento de 

fluorescencia.73 

Los intervalos de emisión para puntos cuánticos de diferente composición apa-

recen en Fig. 3.14. La gran variedad en la composición de los puntos cuánticos cubre 

por completo el espectro visible y parte del infrarrojo y del ultravioleta. Esta gran ver-

satilidad brinda una amplia gama de aplicaciones para los nanocristales que van desde 

marcadores biológicos hasta dispositivos electrónicos.79,105 

 
Fig. 3.14. Intervalos de emisión para las principales especies de puntos cuánticos semiconductores 

Los puntos cuánticos suelen tener absorciones que incrementan gradualmente 

en longitudes de onda más cortas a su primera banda excitónica y sus emisiones son 

estrechas y simétricas (20-30 nm). La longitud de onda de absorción y emisión de los 

puntos cuánticos puede ser modificada al cambiar el tamaño de la nanopartícula. En 

general, QD con un radio mayor absorben y emiten en longitudes de onda mayores. El 
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ancho en la banda de emisión depende principalmente de la dispersión en los tamaños 

de los QDs.80 En este trabajo se emplearon puntos cuánticos de CdS, debido a la longitud 

de onda de emisión de los mismo más cercana al UV,75 necesaria para activar a la hemi-

cianina en forma de azida. 

Otra propiedad relevante de los puntos cuánticos es su alta probabilidad de rea-

lizar absorción bifotónica o multifotónica.59 Se han realizado una gran cantidad de es-

tudios midiendo las secciones trasversales de absorción bifotónica(δ2PA) para puntos 

cuánticos de CdS, CdSe, ZnS, PbS. Todos ellos presentan valores de δ2PA entre 

104−105 GM, considerablemente mayores a los de las moléculas orgánicas que llegan a 

presentar valores entre 1−103 GM.61 La morfología de los puntos cuánticos también in-

fluye en la probabilidad de absorción bifotónica. Se ha encontrado que, en general, las 

formas esféricas presentan valores mayores que las elipsoidales. Un caso particular lo 

conforman los nanorodillos, en los que se prefiere la absorción de tres fotones.106 

Los puntos cuánticos de CdS poseen valores de sección transversal de absorción 

bifotónica de entre 103 a 105 GM, en particular los puntos cuánticos que emiten alrede-

dor de 410 nm como los empleados en este trabajo reportan una δ2PA = 104 GM a 

800 nm.107 Al contar con una longitud de onda de activación en el infrarrojo cercano, 

pueden ser excitados de manera selectiva en medios celulares y tejidos, donde este tipo 

de radicación tiene una gran penetrabilidad comparada con luz visible. 

Además de buenos coeficientes de absorción monofotónicos y bifotónicos, ren-

dimientos de emisión elevados con bandas finas, los puntos cuánticos poseen una alta 

fotorresistencia. Comúnmente los QDs pueden llevar a cabo miles de ciclos de excita-

ción sin degradarse a diferencia de las moléculas orgánicas. Estas especies también po-

seen un fenómeno en el en el cual es conocido como “titileo”. En este caso, los puntos 

cuánticos son atrapados en un estado obscuro por cierto tiempo (ms−s), lo que dismi-

nuye su rendimiento de luminiscencia.10 

3.3.3. Transferencia resonante de energía 

Como fue mencionado anteriormente, las excitaciones electrónicas pueden darse de 

manera directa o a través de un grupo auxiliar (antena). Los puntos cuánticos han sido 
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explotados exitosamente como donadores en transferencia resonante de energía (TRE) 

con moléculas orgánicas como aceptores, debido a una emisión que puede ser modu-

lada para traslaparse con la banda de absorción del aceptor. En nuestro sistema, la tras-

ferencia resonante de energía ocurre con el punto cuántico actuando como donador de 

energía y la hemicianina en forma de azida tiene el papel de aceptor de energía. 

 Existen evidencias que señalan que los puntos cuánticos son capaces de transfe-

rir energía a moléculas orgánicas en un mecanismo de interacciones dipolo-dipolo o 

multipolo-multipolo. Esto se comprobó estudiando la dependencia de la eficiencia de la 

trasferencia en función de la temperatura108,109 En esta aproximación (Fig. 3.15), una 

especie aceptora (A) accede a un estado electrónico excitado utilizando la energía ob-

tenida de la desactivación de una molécula donadora excitada (D). Para el caso de la 

transferencia resonante de energía (TRE), no hay fotones emitidos o absorbidos invo-

lucrados en el proceso, la interacción entre las especies involucradas son acoplamientos 

electrostáticos entre los dipolos de las especies. Esta aproximación se conoce como la 

formulación de Förster.76,81 

 

Fig. 3.15. Esquema para la transferencia resonante de energía entre un donador (D) y un aceptor (A). 

 La descripción matemática para la trasferencia de energía comienza definiendo 

dos funciones de onda para los estados inicial y final del sistema. El primero con el do-

nador excitado y el aceptor en estado basal y en la segunda la energía ya ha migrado 

teniendo un aceptor excitado y un donador desactivado. 
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Ψ𝑖 = Ψ𝐷(𝑒)Ψ𝐴(𝑏) (3.24) 

Ψ𝑓 = Ψ𝐷(𝑏)Ψ𝐴(𝑎)  (3.25) 

Mientras ambas moléculas no interactúen, el Hamiltoniano total del sistema será 

igual a la suma de los hamiltonianos individuales: 

𝐻̂ = 𝐻̂𝐷 + 𝐻̂𝐴. (3.26) 

En este caso, ambas funciones de onda son funciones propias del hamiltoniano 

total y los dos estados tienen la misma energía, ED + EA. Esto significa que son estados 

estacionarios y que la excitación no tiende a migrar de una especie a otra de manera 

espontánea. 

 La función de onda del sistema también puede ser escrita de la manera: 

Ψ = 𝐶𝐷Ψ𝐷 + 𝐶𝐴Ψ𝐴 (3.27) 

donde Ci es la probabilidad de que la molécula i esté excitada. |CD|2 + |CA|2 = 1. Estos 

coeficientes permanecerán con valores de 1 o 0 en el sistema sin interactuar. 

Cuando se permite que las moléculas interactúen entre sí, un nuevo término se 

agrega al Hamiltoniano: 

𝐻̂ = 𝐻̂𝐷 + 𝐻̂𝐴 + 𝐻̂𝐷𝐴. (3.28) 

Esta perturbación permite que el sistema se mueva entre Ψi y Ψf. Esto se conoce 

como transferencia de energía resonante. 

 Considerando que a t = 0, CD = 1 y CA = 0, la rapidez con que la excitación cambia 

del donador al aceptor,  

𝜕𝐶𝐴

𝜕𝑡
= −

𝑖

ℏ
𝑯𝐷𝐴 e

𝑖(𝐸𝑓−𝐸𝑖)𝑡

ℏ , (3.29) 

donde Ei y Ef son las energías de Ψi y Ψf y HDA es el elemento de matriz de la interacción 

⟨Ψ𝑓|𝐻̂𝐷𝐴|Ψ𝑖⟩. Para encontrar la probabilidad de que la excitación aparezca en A después 

de un intervalo corto de tiempo (τ), se tiene que obtener CA(τ) integrando (3.45) desde 

t = 0 hasta τ. 
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Si HDA es independiente del tiempo, integrando en tiempos tempranos: 

𝐶2(𝜏) = 𝑯𝐷𝐴

1 − e
𝑖(𝐸𝑓−𝐸𝑖)𝑡

ℏ

𝐸𝑓 − 𝐸𝑖
. (3.30) 

 

A partir de (3.30) se puede deducir que |CA(τ)|2 tiene una magnitud significativa 

sólo cuando |Ef−Ei| tiende a cero. Este se conoce como condición de resonancia.  

Considerando que en una gran cantidad de pares D-A, las diferencias de energía serán 

ligeramente diferentes y que se pueden acceder a muchos diferentes estados vibracio-

nales de Ψf, se llega a una ecuación análoga a la Regla de oro de Fermi para la constante 

cinética de la trasferencia de energía: 

𝑘𝑇𝐸𝑅 =
2𝜋

ℏ
∫ |𝑯𝐷𝐴|2𝜚𝑓(𝐸𝑖)𝜚𝑖(𝐸𝑖)𝑑𝐸1

∞

−∞

. (3.31) 

El elemento de matriz puede escribirse separando la parte electrónica (ϕi) de la 

nuclear (θi): 

𝑯𝐷𝐴 = ⟨Ψ𝐷(𝑒)Ψ𝐴(𝑏)|𝐻̂𝐷𝐴|Ψ𝐷(𝑏)Ψ𝐴(𝑎)⟩

= ⟨𝜙𝐷(𝑒)𝜙𝐴(𝑏)|𝐻̂𝐷𝐴|𝜙𝐷(𝑏)𝜙𝐴(𝑎)⟩⟨𝜃𝐷(𝑒)𝜃𝐴(𝑏)|𝜃𝐷(𝑏)𝜃𝐴(𝑎)⟩

= 𝑯𝐷𝐴(𝑒𝑙)⟨𝜃𝐷(𝑒)𝜃𝐴(𝑏)|𝜃𝐷(𝑏)𝜃𝐴(𝑎)⟩. 

(3.32) 

En esta aproximación el Hamiltoniano de interacción es la interacción Coulóm-

bica. 

𝑯𝐷𝐴(𝑒𝑙) = ⟨𝜙𝐷(𝑒)𝜙𝐴(𝑏)|𝐻̂𝐷𝐴|𝜙𝐷(𝑏)𝜙𝐴(𝑎)⟩

≈ (
𝑓2

𝑛2
) ∫ ∫ 𝜙𝐷(𝑒)

∗ 𝜙𝐴(𝑏)
∗ 𝑒2

𝑟21
𝜙𝐷(𝑏)𝜙𝐴(𝑎)𝑑𝑟1𝑑𝑟2, 

(3.33) 

donde e es la carga del electrón, r12 es la distancia entre el electrón 1 (en D) y el electrón 

2 en (A), los parámetros de integración dr1 y dr2 son las coordenadas de los electrones. 

El factor (f2/n2) representa una aproximación del efecto del campo local y el apantalla-

miento dieléctrico en un medio con índice de refracción n. 
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Ya que en HDA(el) las contribuciones más importantes son las dipolo-dipolo, el 

operador de interacción puede ser representado con el operador dipolo-dipolo para di-

polos puntuales: 

𝑉̂𝐷𝐴 =
𝑓2

𝑛2
[(𝜇̂𝐷 ∙ 𝜇̂𝐴)|𝑹𝐴𝐷|−3 − 3( 𝜇̂𝐷 ∙ 𝑹𝐷𝐴)( 𝜇̂𝐴 ∙ 𝑅𝐴𝐷)|𝑹𝐴𝐷|−5], (3.34) 

 

donde 𝜇̂𝐷 y 𝜇̂𝐴 son los operadores de dipolo para los electrones en las molécula y RAD es 

el vector entre el centro de los dos dipolos (Fig. 3.16). Bajo esta aproximación, el ele-

mento de matriz HDA(el) se convierte en: 

𝑯𝐷𝐴(𝑒𝑙) =
𝑓2

𝑛2
(

⟨𝜙𝐷(𝑒)|𝜇̂𝐷|𝜙𝐷(𝑏)⟩ ∙ ⟨𝜙𝐴(𝑏)|𝜇̂𝐴|𝜙𝐴(𝑎)⟩

|𝑹𝐴𝐷|3

− 3
(⟨𝜙𝐷(𝑒)|𝜇̂𝐷|𝜙𝐷(𝑏)⟩ ∙ 𝑅𝐴𝐷) ∙ (⟨𝜙𝐴(𝑏)|𝜇̂𝐴|𝜙𝐴(𝑎)⟩ ∙ 𝑹𝐴𝐷)

|𝑹𝐴𝐷|5
)

=
𝑓2

𝑛2
[√𝐷𝑒𝑏(𝐷)√𝐷𝑒𝑏(𝐴)(cos 𝛾 − 3 cos 𝛼 cos 𝛽)|𝑹𝐴𝐷|−3]

=
𝑓2

𝑛2
[√𝐷𝑒𝑏(𝐷)√𝐷𝑒𝑏(𝐴)𝜿|𝑹𝐴𝐷|−3] 

(3.35) 

Aquí, Deb(D) y Deb(A) son las fuerzas de dipolo las transiciones, γ es el ángulo entre los dos 

dipolos de transición, α y β son los ángulos entre los dipolos de transición y el vector 

RAD. κ = (cos γ – 3 cos α cos β). 

 
Fig. 3.16. Vector de distancia entre los dos dipolos de transición del donador y del aceptor. 
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 El factor de orientación κ puede tomar valores entre −2 y +2 dependiendo de los 

ángulos, para moléculas orientadas aleatoriamente el valor es 2/3; HDA(el) puede ser po-

sitivo, negativo o cero. 

Por otra parte, si ponderamos de la población de los niveles vibracionales repre-

sentados por las funciones de onda nucleares (θi) de acuerdo con una distribución de 

Boltzman apropiada, obtenemos los factores de Franck-Condon ponderados térmica-

mente(Θi). Considerando la emisión del donador: 

𝐷21(𝐷)ΘD(𝐸)𝜚𝐷(𝐸)𝑑𝐸 = (
3ℏ𝑐3ΦD

32𝜋3𝑛𝑓2𝜏𝐷
)

𝐹𝐷(𝜈)𝜈3

∫ 𝐹𝐷(𝜈)𝑑𝜈
, (3.36) 

donde ΦD es el rendimiento de fluorescencia del donador, τD el tiempo de vida de fluo-

rescencia del donador y FD es la constante cinética de fluorescencia a la frecuencia ν. 

Para el espectro de absorción del aceptor se tiene: 

𝐷21(𝐴)ΘA(𝐸)𝜚𝐴(𝐸) = 𝐷21(𝐴)ΘA(𝐸)
𝜚𝐴(𝜈)

ℎ
=

1

ℎ
(

3000 ln(10) 𝑛ℎ𝑐

8𝜋3𝑓2𝑁𝑎
)

𝜀𝐴(𝜈)

𝜈
. (3.37) 

Sustituyendo las expresiones para HDA(el) (3.51) y los espectros de emisión (3.52) 

y absorción (3.53) en kTRE (3.47), resulta: 

𝑘𝑇𝑅𝐸

=
2𝜋

ℏ

𝑓4

𝑛4
 κ2|𝑅𝐴𝐷|−6 (

3000 ln(10) 𝑛ℎ𝑐

8𝜋3𝑓2𝑁𝑎ℎ
) (

3ℏ𝑐3ΦD

32𝜋3𝑛𝑓2𝜏𝐷
)

∫ 𝐹𝐷(𝜈)𝜀𝐴(𝜈)𝜈−4𝑑𝜈

∫ 𝐹𝐷(𝜈)𝑑𝜈
. 

(3.38) 

Agrupando las constantes finalmente tenemos: 

𝑘𝑇𝑅𝐸 = (
9000 ln(10) 𝜅2𝑐4Φ𝐷

128𝜋5𝑛4𝑁𝑎𝜏𝐷
) |𝑅𝐴𝐷|−6 𝐽, (3.39) 

donde J es la integral de traslape entre el espectro de absorción del aceptor y el de emi-

sión del donador. Es muy importante notar que el tratamiento de Förster termina in-

cluyendo variables que pueden ser determinadas experimentalmente. Esta 

aproximación representa un punto de encuentro entre las mediciones experimentales 

y el tratamiento mecánico-cuántico. 

En la actualidad de han estudiado otras aproximaciones más detalladas para mo-

delar la trasferencia de energía desde puntos cuánticos; sin embargo, la aproximación 
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de Förster resulta un modelo simple pero de gran utilidad y tiene una buena concor-

dancia con los resultados experimentales obtenidos con moléculas orgánicas como 

aceptores.110 

Para obtener TREs eficientes, se debe evitar que la banda de absorción de ambas 

especies se traslape y así evitar reabsorción. Otro aspecto que considerar es la distancia 

entre el punto cuántico y la molécula, principalmente por las moléculas de recubri-

miento que pueden influir en aumentar la distancia entre el donador y aceptor. 

3.4. Radiación láser 

En este trabajo se emplearon diversas fuentes de radiación, entre las que destacan los 

láseres. En láser empleado para promover las trasformaciones monofotónicas fue ele-

gido debido a su energía de excitación y la posibilidad de controlar su potencia. Otro 

láser usado fue uno de pulsos en femtosegundos en el proceso de excitación bifotónica, 

ya que era capaz de cumplir l requerimiento de proveer de una alta densidad de fotones 

tanto especial como temporalmente. A continuación, se describen las generalidades del 

funcionamiento de este tipo de sistemas, primero el caso continuo y posteriormente en 

de la generación de pulsos ultracortos. 

El término láser proviene del acrónimo inglés Light Amplification by Stimulated 

Emission of Radiation, y como el nombre lo indica, es un dispositivo que consigue au-

mentar la intensidad de un haz de radiación electromagnética a partir del fenómeno de 

emisión estimulada. Las principales características de la radiación láser son la direccio-

nalidad, la momocromaticidad, la coherencia y la intensidad. 

Para la generación de luz láser se requiere de:89  

• Fuente de bombeo: Fuente externa de energía que incide sobre el medio de ga-

nancia, puede ser una lámpara, otro láser, el paso de una corriente eléctrica. 

• Cavidad resonante: Delimitada por dos espejos donde se coloca el medio activo. 

• Medio de ganancia o activo: Se encarga de aumentar la intensidad de la radiación, 

en él se lleva a cabo el fenómeno de inversión de la población. 
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El principio de funcionamiento es esquematizado en la Fig. 3.17. El material activo es 

colocado en una cavidad delimitada por dos espejos, uno totalmente reflejante y otro 

parcialmente. La fuente de bombeo excita el material activo, provocando la inversión 

de población necesaria. Una vez que esta condición es alcanzada, cualquier fotón emi-

tido por el material causará emisión estimulada en el material desde las especies exci-

tadas en su vecindad. Los espejos permiten que los fotones generados recorran la 

cavidad y amplifiquen la emisión estimulada.2 

 
Fig. 3.17. Componentes básicos de un sistema láser. 

Para que el efecto láser suceda, es necesario que exista una inversión de la población, 

que se refiere a la existencia de un número mayor de átomos o moléculas en un estado 

energético superior que en el estado inferior.  

Para generar la inversión de la población se necesita de una fuente que proporcione la 

energía para llevar al sistema a un estado de mayor energía desde donde suceda la emi-

sión estimulada. Este proceso es imposible de llevarse a cabo en un sistema de dos ni-

veles, por lo que se requiere de un sistema con un mayor número de niveles 

energéticos.111 

Para explicar el proceso de bombeo óptico y la inversión de la población se considera 

un sistema de tres niveles mostrado en la Fig. 3.18, en el que existe un nivel Ei, con 

energía mayor a los niveles Em y En de la transición láser. 
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Fig. 3.18. Diagrama de las transiciones en un sistema láser de tres niveles. Ei es la energía del estado Ni, 
Em es la energía del estado Nm, En es la energía del estado Nn, RP es la transición al estado superior, γin es 

la constante de rapidez de la transición i-n, γim es la constante de rapidez de la transición i-m. 

Para que la inversión de la población ocurra entre los niveles involucrados en la 

emisión láser, n y m, al llevar al sistema a un estado Ni, la velocidad de desactivación al 

estado superior del láser, γim, debe ser mayor que la del estado inferior, γin. Además, la 

transición Nm → Nn debe ser lenta, de esta manera se asegura que siempre existan áto-

mos o moléculas en el nivel Nm, induciendo la inversión de la población en este par de 

niveles. 

3.4.1. Pulsos ultracortos 

Como fue mencionado, una condición para que la absorción bifotónica se lleve a cabo 

es la presencia de una alta densidad de fotones, una manera de lograr esta condición es 

mediante el uso de fuentes de luz pulsadas. Entre más breves sean los pulsos, la con-

centración de fotones es mayor. 

Cuando el proceso de bombeo de un láser se lleva a cabo de manera constante, 

se obtiene una salida de radiación continua, y funciona en un régimen de onda continua 

(cw). Si el bombeo es intermitente, después de alcanzar la inversión de la población, el 

láser se descarga rápidamente y el proceso se repite, entonces el láser funciona en un 

régimen de pulsos (p).89 

Es posible transformar un láser de onda continua en uno pulsado y también re-

ducir la duración de los pulsos de un láser ya pulsado. Para esto se utilizan principal-

mente tres métodos: 89,111 

• Vaciado de la cavidad 
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• Conmutación de pérdidas (Q-switching) 

• Amarre de modos (mode-locking): Consiste en provocar la interferencia construc-

tiva de un gran número de modos de radiación que oscilan con la misma fase en 

el interior de la cavidad. Se logran pulsos ultracortos con duraciones de picose-

gundos e incluso llegando a decenas de femtosegundos. Hasta ahora esta es la 

única técnica capaz de generar pulsos tan breves. 

El sistema utilizado para generar los pulsos ultracortos utilizados en los experi-

mentos realizados en este trabajo fue un Oscilador de Titanio:Zafiro. Un análisis deta-

llado de funcionamiento se encuentra en el Apéndice 1. 

3.5. Métodos Computacionales 

En este trabajo también se realizaron cálculos computacionales para estudiar el com-

portamiento de azida aromática y su propensión a la disociación en estados excitados 

a través del análisis del cambio en la densidad electrónica y el estudio de las superficies 

de energía potencial. También se explicó el alto rendimiento de fluorescencia de la 

forma nitro con un análisis del orden energético de sus estados electrónicos excitados 

singulete y triplete; además de los orbitales de Kohn-Sham involucrados en las transi-

ciones hacia los estados mencionados. 

  En este trabajo se realizaron cálculos empleando la teoría de funcionales de la 

densidad (DFT) y su versión dependiente del tiempo (TDDFT). A continuación, se ex-

plican ambas teorías con las que se obtuvo información del estado basal (DFT) y estados 

excitados (TDDFT) de las moléculas mencionadas.  

3.5.1. Teoría de funcionales de la densidad 

Hohenberg y Kohn probaron un teorema que establece que para moléculas con estados 

basales no degenerados, la energía, la función de onda y las demás propiedades electró-

nicas son determinadas únicamente por la densidad electrónica de ese estado ρ0(x,y,z) 

por lo que se puede decir que la energía del estado basal E0 es un funcional de la densi-

dad electrónica.112 
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𝐸0 = 𝐸0[𝜌0]. (3.40) 

Si se considera el Hamiltoniano de una molécula de n electrones se tiene: 

𝐻 =
1

2
∑ ∇𝑖

2

𝑛

𝑖=1

+ ∑ ν(𝒓𝑖)

𝑛

𝑖=1

+ ∑ ∑
1

𝒓𝑖𝑗
𝑖>𝑗𝑗

, (3.41) 

donde el valor ν(ri) es la energía potencial entre el electrón i y los núcleos, que depende 

de las coordenadas (r) del electrón i y de las coordenadas nucleares. Pero al utilizar el 

teorema de Borhn-Oppenheimer, ν(ri) sólo depende de las coordenadas electrónicas, lo 

que se conoce como el potencial externo que actúa sobre el electrón i, ya que tiene un 

origen externo al sistema de electrones. 

 Una vez que se establece el potencial externo ν(ri) y el número de electrones n 

en el sistema, se puede determinar la función de onda y la energía de la molécula al so-

lucionar la ecuación de Schrödinger.  

Hohenberg y Kohn demostraron que la densidad electrónica contiene toda la informa-

ción necesaria para describir al sistema.  

Dado que el Hamiltoniano es la suma de la energía cinética y la energía potencial se 

tiene que: 

𝐸 = 𝑇̅ + 𝑉̅𝑛𝑒 + 𝑉̅𝑒𝑒 . (3.42) 

Cuando se introduce el teorema de Hohenberg y Kohn, se encuentra que todos 

estos términos son dependientes de la densidad, por lo que se llega a la ecuación si-

guiente: 

𝐸0 = 𝐸𝑣[𝜌0] = 𝑇 ̅[𝜌0] + 𝑉̅𝑛𝑒[𝜌0] + 𝑉̅𝑒𝑒 [𝜌0], (3.43) 

en donde Ev es la energía que depende del potencial externo. De la última ecuación se 

conoce la cantidad 𝑉̅𝑛𝑒[𝜌0], pero no las cantidades 𝑇 ̅[𝜌0] + 𝑉̅𝑒𝑒[𝜌0]. Cada una de las can-

tidades son propiedades promedio obtenidas de la densidad electrónica.  

𝐸0 = 𝐸𝑣[𝜌0] = ∫ 𝜌0(𝒓)𝑣(𝒓)𝑑𝒓 + 𝑇 ̅[𝜌0] + 𝑉̅𝑒𝑒[𝜌0]. (3.44) 
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Sin embargo, otro teorema propuesto por Hohenberg y Kohn establece que se 

puede encontrar la energía molecular empleado el método variacional mediante la si-

guiente expresión: 

∫ 𝜌0(𝒓)𝑣(𝒓)𝑑𝒓 + 𝑇 ̅[𝜌0] + 𝑉̅𝑒𝑒[𝜌0] ≥ 𝐸𝑣[𝜌0]. (3.45) 

 En principio, se puede calcular la energía sin que se requiera el cálculo de la fun-

ción de onda; no obstante, el teorema aquí analizado no indica cómo calcular E0 a partir 

de solamente ρ0 cuando se conoce el funcional Ev[ρ]. Con la finalidad de resolver este 

problema Kohn y Sham propusieron un método.  

Kohn y Sahm consideran un sistema de referencia ficticio (descrito por la letra 

S) y denominado sistema no interactuante de n electrones, los cuales experimentan el 

mismo potencial externo vs(ri) que es una cantidad elegida de tal manera que la densi-

dad sea igual a la densidad electrónica exacta de la molécula en estudio; es decir: ρs = ρ0 

mientras que el hamiltoniano del sistema de partículas no interactuantes tiene la forma. 

𝐻𝑠 = ∑ [−
1

2
∇𝑖

2 + 𝑣𝑠(𝒓𝑖)]

𝑛

𝑖=1

= ∑ ℎ𝑖
𝑘𝑠

𝑛

𝑖=1

, (3.46) 

en donde ℎ𝑖
𝑘𝑠 es el hamiltoniano de Kohn-Sham de un electrón. 

 Como el sistema de referencia S está formado de partículas no interactuantes, es 

posible separar el efecto de cada una y, se obtiene una función de onda del sistema de 

referencia en el estado basal ψx,0, donde la parte espacial ℎ𝑖
𝑘𝑠(𝒓𝑖) de cada orbital es fun-

ción propia del hamiltoniano ℎ𝑖
𝑘𝑠, que depende sólo de un electrón. Con esto es posible 

obtener la ecuación de valores propios siguiente: 

ℎ𝑖
𝑘𝑠𝜃𝑖

𝑘𝑠 = 𝜀𝑖
𝑘𝑠𝜃𝑖

𝑘𝑠 , (3.47) 

en donde 𝜀𝑖
𝑘𝑠 es la energía del orbital de Kohn Sham.  

 Considerando el sistema de referencia se pueden definir las diferencias entre 

este sistema y el sistema real como: 

Δ𝑇[𝜌 ] = 𝑇[𝜌 ] − 𝑇𝑠[𝜌 ]. (3.48) 
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De la misma manera se establece la diferencia siguiente: 

Δ𝑉𝑒𝑒[𝜌] = 𝑉𝑒𝑒[𝜌] −
1

2
∬

𝜌(𝒓1)𝜌(𝒓2)

𝒓1,2
𝑑𝒓1𝑑𝒓2, (3.49) 

donde r1,2 es la distancia entre los puntos r1(x1, y1, z1) y r2(x2, y2, z2), mientras que la 

cantidad correspondiente a la doble integral es la expresión clásica para la repulsión 

electrostática entre los electrones, si se consideran sumergidos en una distribución de 

carga continua con densidad electrónica ρ. La integración sobre dr1 y la multiplicación 

por ½ produce la energía de repulsión total. De esta manera es posible escribir la si-

guiente expresión: 

Eυ[𝜌 ] = ∫ 𝜌0(𝒓)𝑣(𝒓)𝑑𝒓 + 𝑇𝑠[𝜌 ] +
1

2
∬

𝜌(𝒓1)𝜌(𝒓2)

𝒓1,2
𝑑𝒓1𝑑𝒓2 + Δ𝑇 [𝜌 ]

+ Δ𝑉𝑒𝑒[𝜌 ]. 

(3.50) 

 En esta ecuación los funcionales ΔT[ρ] + ΔVee[ρ] no se conocen y es en este punto 

en donde dichas cantidades se incluyen en la definición de un nuevo funcional, el fun-

cional de energía de intercambio y correlación de la siguiente manera: 

𝐸𝑥𝑐[𝜌 ] = Δ𝑇 [𝜌 ] + Δ𝑉𝑒𝑒[𝜌 ]. (3.51) 

La energía de intercambio y correlación Exc contiene los términos siguientes: la 

energía de correlación cinética, la energía de intercambio y la energía de correlación 

coulómbica. De esta manera se puede reescribir el funcional de la forma siguiente: 

Eυ[𝜌 ] = ∫ 𝜌0(𝒓)𝑣(𝒓)𝑑𝒓 + 𝑇𝑠[𝜌 ] +
1

2
∬

𝜌(𝒓1)𝜌(𝒓2)

𝒓1,2
𝑑𝒓1𝑑𝒓2 + 𝐸𝑥𝑐[𝜌]. (3.52) 

Los tres primeros términos pueden ser evaluados a partir de la densidad electrónica y 

en ellos se encuentran contribuciones de la energía del estado basal. Sin embargo, el 

cuarto término no puede evaluarse con la misma facilidad. 

Para poder resolver completamente estas ecuaciones se necesita, primero, de-

terminar la densidad electrónica del estado basal y, dado que la densidad electrónica 

del sistema de referencia se define como la densidad electrónica de la molécula real en 

su estado basal, se tiene que ρ0 = ρs. 
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La densidad electrónica para un sistema de n partículas que se expresa como un 

determinante de Kohn-Sham de espín-orbitales se obtiene por la siguiente relación: 

𝜌 = 𝜌0 = ∑|𝜃𝑖
𝑘𝑠|

2
𝑛

𝑖=1

, (3.53) 

∫ 𝜌0(𝒓)𝑣(𝒓)𝑑𝒓 = − ∑
𝜌(𝒓1)

𝒓1𝛼

 

𝛼

𝑑𝒓1. (3.54) 

Ahora bien, la ecuación (3.54) puede evaluarse si se cuenta con la densidad elec-

trónica, el término Ts es la energía cinética del sistema de electrones no interactuantes 

con una función de onda ψs, igual a un determinante de Slater de orbitales de Kohn-

Sham ortonormales, por lo que se tiene: 

𝑇𝑠[𝜌] = −
1

2
⟨𝜓𝑠| ∑ ∇𝑖

2
𝛼 |𝜓𝑠⟩, (3.55) 

𝑇𝑠[𝜌] = −
1

2
∑⟨𝜃𝑖

𝑘𝑠(1)|∇ 
2|𝜃𝑖

𝑘𝑠(1)⟩

𝑖

, (3.56) 

 Utilizando la parte espacial de los espín-orbitales se obtiene la expresión (3.56), 

de esta manera se puede reescribir la ecuación (3.52) de la forma siguiente: 

𝐸0 = − ∑ 𝑍𝛼 ∫
𝜌(𝒓1)

𝒓1,𝛼
𝑑𝒓1

𝛼

+
1

2
∑⟨𝜃𝑖

𝑘𝑠(1)|∇ 
2|𝜃𝑖

𝑘𝑠(1)⟩

𝑖

+
1

2
∬

𝜌(𝒓1)𝜌(𝒓2)

𝒓1,2
𝑑𝒓1𝑑𝒓2 + 𝐸𝑥𝑐[𝜌]. 

(3.57) 

 Así es posible determinar E0 a partir de la densidad, siempre y cuando se puedan 

encontrar los orbitales de Kohn-Sham 𝜃𝑖
𝑘𝑠  y se conozca el funcional Exc. 

Los orbitales de Kohn-Sham 𝜃𝑖
𝑘𝑠  son los orbitales para el sistema ficticio de electrones 

no interactuantes y no tienen un significado físico, su utilidad es la de permitir que la 

densidad molecular exacta del estado basal pueda ser calculada.  

Los orbitales de Kohn-Sham se obtienen siguiendo el teorema de Hohenberg y Kohn 

que propone que la energía del estado basal se puede encontrar por el método varia-
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cional; es decir, cambiando la densidad con el fin de minimizar Eυ[ρ], lo que es equiva-

lente a variar los orbitales 𝜃𝑖
𝑘𝑠  para determinar la densidad y satisfacer el sistema de 

ecuaciones siguiente: 

[−
1

2
∇𝑖

2 − ∑
𝑍𝛼

𝑟𝑖,𝛼
+ ∫

𝜌(𝑟2)

𝑟1,2
𝑑𝑟2 + 𝑉𝑥𝑐] 𝜃𝑖

𝑘𝑠 = 𝜀𝑖
𝑘𝑠𝜃𝑖

𝑘𝑠 . (3.58) 

 El potencial de intercambio y correlación Vxc es la derivada del funcional de la 

energía de intercambio y correlación Exc: 

𝑉𝑥𝑐 =
𝛿𝐸𝑥𝑐[𝜌(𝒓)]

𝛿𝜌(𝒓)
. (3.59) 

 En este punto el problema que se presenta es que el funcional Exc[ρ] no se conoce. 

3.5.2. Teoría de funcionales de la densidad dependiente del 

tiempo 

Una vez abordada la Teoría de Funcionales de la Densidad, se explica la aproximación 

dependiente del tiempo de esta teoría. Esta teoría es capaz de estudiar fenómenos como 

la interacción de la materia con una perturbación dependiente del tiempo como la ra-

diación electromagnética. 

 La teoría de funcionales de la densidad dependiente del tiempo parte del teo-

rema de Runge-Gross,113 en el cual se generaliza el teorema de Hohenberg-Kohn114 

ahora para densidades y potenciales dependientes del tiempo. Demostraron que la den-

sidad electrónica dependiente del tiempo ρ(r,t) determina el potencial externo depen-

diente del tiempo V(r,t), una correspondencia uno a uno en el sistema. Esto implica que, 

conociendo la densidad del sistema, el potencial externo queda determinado y así todas 

las propiedades del sistema.115 

 Otra condición es establecer la existencia de un principio variacional análogo al 

teorema de Hohenberg-Kohn. Si la función de onda dependiente del tiempo Ψ(r,t) es 

solución de la ecuación de Schrödinger dependiente del tiempo cuando Ψ(r,t0) = Ψ(r), 

entonces la función de onda corresponde a un punto estacionario en la integral de ac-

ción A[ρ] que es funcional de la densidad electrónica. 
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𝐴[𝜌] = ∫ 𝑑𝑡 ⟨Ψ[𝜌](𝒓, 𝑡)|𝑖
𝜕
𝜕𝑡 − 𝐻̂(𝒓, 𝑡)|Ψ[𝜌](𝒓, 𝑡)⟩

𝑡1

𝑡0

. (3.60) 

A partir de ella se puede obtener la densidad electrónica por medio de la ecua-

ción de Euler, en la cual la integral de acción es estacionaria respecto a la densidad 

𝛿𝐴[𝜌]

𝛿𝜌(𝒓, 𝑡)
= 0. (3.61) 

Por otro lado, la integral de acción para el sistema puede dividirse en dos partes, 

una independiente al potencial externo B[ρ] y otra dependiente de él: 

𝐴[𝜌] = 𝐵[𝜌] − ∫ 𝑑𝑡
𝑡1

𝑡0

∫ 𝑑3𝒓 𝜌(𝒓, 𝑡)𝑣(𝒓, 𝑡), (3.62) 

donde 

𝐵[𝜌] = ∫ 𝑑𝑡
𝑡1

𝑡0

⟨Ψ[𝜌](𝒓, 𝑡)|𝑖
𝜕
𝜕𝑡 − 𝑇̂(𝒓) − 𝑉̂𝑒𝑒(𝒓)|Ψ[𝜌](𝒓, 𝑡)⟩. (3.63) 

Por otro lado, el funcional puede ser escrito como 

𝐴𝑆[𝜌] = 𝐵𝑆[𝜌] − ∫ 𝑑𝑡
𝑡1

𝑡0

∫ 𝑑3𝒓 𝜌(𝒓, 𝑡)𝑣𝑒𝑥𝑡(𝒓, 𝑡). (3.64) 

Tomando una analogía con las ecuaciones de Kohn-Sham independientes del 

tiempo, se establece un sistema de electrones no interactuantes dependientes del 

tiempo con un potencial externo vKS(r,t), tal que la densidad ρs(r,t) es igual a la densidad 

electrónica exacta del sistema interactuante real ρ(r,t). 

 El sistema no interactuante de Kohn-Sham satisface la ecuación: 

𝑖
𝜕

𝜕𝑡
𝜃𝑖

𝐾𝑆(𝒓, 𝑡) = [−
∇2

2
+ 𝑣𝐾𝑆(𝒓, 𝑡)] 𝜃𝑖

𝐾𝑆(𝒓, 𝑡),  (3.65) 

donde 𝜃𝑖
𝐾𝑆  corresponde a los orbitales de Kohn-Sham del sistema no interactuante, a 

patir de los cuales se puede encontrar la densidad del sistema real de acuerdo con: 

𝜌(𝑟, 𝑡) = ∑|𝜃𝑖
𝐾𝑆(𝒓, 𝑡)|

2
𝑁

𝑖=1

. (3.66) 

 Análogo al estado basal, vKS se descompone en tres términos: 
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𝑣𝐾𝑆(𝒓, 𝑡) = 𝑣𝑒𝑥𝑡(𝒓, 𝑡) + ∫ 𝑑3
𝒓′𝜌(𝒓′, 𝑡)

|𝒓 − 𝒓′|
+ 𝑣𝑋𝐶 (𝒓, 𝑡), (3.67) 

vext(r,t) es el campo externo dependiente del tiempo, el segundo término es el potencial 

de Hartree dependiente del tiempo describiendo la interacción de distribuciones de 

carga eléctricas clásicas, mientras que el tercer término es el potencial de correlación e 

intercambio. 

Sustituyendo (3.67) en (3.65), tomando en cuenta el punto estacionario (t0) se 

obtienen las ecuaciones de Kohnn-Sham dependientes del tiempo: 

𝑖
𝜕

𝜕𝑡
𝜃𝑖

𝐾𝑆(𝒓, 𝑡) = [−
∇2

2
+ 𝑣𝑒𝑥𝑡(𝒓, 𝑡) + ∫ 𝑑3

𝒓′𝜌(𝒓′, 𝑡)

|𝒓 − 𝒓′|
+

𝛿𝐴𝑋𝐶 [𝜌]

𝛿𝜌(𝒓, 𝑡)
] 𝜃𝑖

𝐾𝑆(𝒓, 𝑡) (3.68) 

Para poder obtener las energías de excitación y las fuerzas de oscilador corres-

pondientes, se emplea el análisis de respuesta lineal de las ecuaciones dependientes del 

tiempo (3.68). En el caso que la perturbación dependiente del tiempo es pequeña, no es 

necesario resolver las ecuaciones completamente, lo que permite obtener resultados 

con un menor costo computacional.  

Hoy en día existe una amplia variedad de funcionales de la densidad, cada uno 

con sus pros y contras. Algunos de ellos han sido diseñados para modelar ciertas inter-

acciones o fenómenos de manera precisa. En el caso de las energías de excitación elec-

trónica y propiedades de moléculas en estados electrónicos excitados, algunos de los 

funcionales comúnmente empleados son PBE0, SVN5, LC-LYP, τHCTH-hyb.116–118 Esta 

clase de funcionales presenta buenos resultados en comparación con datos experimen-

tales. Sin embargo, otras características que se deben de tomar en cuenta además de la 

precisión son el costo computacional y la descripción del fenómeno. 

 En este trabajo se decidió emplear el funcional híbrido CAM−B3LYP,116 en el que 

se implementa el método de atenuación Coulómbico. El funcional CAM−B3LYP ha sido 

ampliamente usado en el cálculo de estados excitados, dando muy buenos resultados 

para moléculas polimetínicas cargadas como las que son estudiadas en este trabajo.119 

Su uso en conjunto con modelos de disolvente implícito ha dado muy buenos resultados 

en la determinación de energías de excitación y propiedades de estados electrónicos 
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excitados (errores ~5 % respecto al experimento). La principal diferencia con su pre-

decesor B3LYP es que la funcional toma en cuenta interacciones a largo alcance para el 

potencial de intercambio. Estas características le permiten describir mejores polariza-

ciones encadenas largas, excitaciones empleando TDDFT dando una mejor descripción 

a estados de Rydberg y excitaciones con carácter de trasferencia de carga.  

El funciona CAM−B3LYP consiste en una interacción de intercambio a corto al-

cance de 0.19 Hartree-Fock (HF) y 0.81 de Becke (B88). En el intervalo de largo alcance, 

tiene un 0.65 de HF y un 0.35 de B88. La región intermedia está descrita por una función 

de error estándar con un parámetro de 0.33. 

 En este modelo, las interacciones a largo alcance se modelan con el potencial de 

intercambio con la forma:116 

1

𝑟12
=

1 − erf(𝜇𝑟12)

𝑟12
+

erf(𝜇𝑟12)

𝑟12
. (3.69) 

El primer término toma en cuenta las interacciones a corto alcance y el segundo corres-

ponde a las de largo alcance. La clave es que en este esquema la interacción de inter-

cambio DFT es incluida en el primer término y las interacciones de intercambio orbital-

orbital- de largo alcance se describen con una integral de intercambio complementaria. 

 Generalizando la ecuación con dos parámetros se tiene:  

1

𝑟12
=

1 − [𝛼 + 𝛽 ∙ erf(𝜁𝑟12)

𝑟12
+

𝛼 + 𝛽 ∙ erf(𝜁𝑟12)

𝑟12
 (3.70) 

donde 0 ≤ α + β ≤ 1, 0 ≤ α ≤ 1 y 0 ≤ β ≤ 1; erf es la función error, r12 son las coordenadas 

del electrón y ζ es un parámetro que determina la contribución de cada parte. Este mé-

todo de atenuación Coulómbico incorpora un parámetro más en la aproximación de 

B3LYP para la energía de intercambio: 

𝐸𝑋 = (1 − 𝛼)𝐸𝑋
𝑆𝑙𝑎𝑡𝑒𝑟 + 𝛼𝐸𝑋

𝐻𝐹 + 𝑐𝐵88Δ𝐸𝑋
𝐵8 (3.71) 
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donde se observa que el valor de α en la ecuación es 1 y el de β es 0. Al agregar un nuevo 

parámetro se aumenta la flexibilidad del sistema en los regímenes de corto y largo al-

cance, permitiendo una mejor descripción del sistema. En la Fig. 3.19 se observa el cam-

bio en la contribución del intercambio de Hartree-Fock (HF) en función de la distancia. 

 
Fig. 3.19. Esquema de las contribuciones a la energía de intercambio de r12−1, dividido como HF y DFT 

para los funcionales (a) B3LYP y (b) CAM-B3LYP. 

 

 En el estudio realizado la influencia del disolvente es de gran importancia, no 

sólo porque los experimentos fueron realizados en solución, sino que en este tipo de 

moléculas (cargadas y con conjugación extendida) el disolvente tiene un papel impor-

tante en la energía de excitación y la dinámica de los estados excitados. La aproximación 

empleada para estudiar el disolvente en este trabajo fue el modelo de polarización del 

continuo (PCM, por sus siglas en inglés). El modelo busca representar el disolvente 

como campo reactivo que responde a la densidad electrónica del soluto y no como mo-

léculas individuales. Al realizar esta consideración, los cálculos son menos costosos 

desde el punto de vista computacional.120 

Los medios continuos para modelar disolventes describen los diferentes grados 

de libertad de las partículas que lo constituyen como funciones de distribución. Los mo-

delos de polarización continua son un acercamiento intermedio entre un modelo elec-

trónico para una molécula y un modelo continuo para un gran número de moléculas. 

Para el cálculo de la energía libre de la solución el sistema es considerado un 

sistema ideal con un líquido puro en equilibrio respecto a condiciones de temperatura 
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y presión, y un número adecuado de electrones y núcleos no interactuantes para des-

cribir al soluto con energía cinética cero.120 La energía libre de la solución resulta en-

tonces:  

𝐺𝑠𝑜𝑙 = 𝐺𝑒𝑙 + 𝐺𝑟𝑒𝑝 + 𝐺𝑑𝑖𝑠 + 𝐺𝑐𝑎𝑣 + 𝐺𝑡𝑚 , (3.72) 

donde Gel es la energía libre electrostática, Grep la energía libre de repulsión, Gdis la ener-

gía libre de dispersión, Gcav la energía libre de la generación de la cavidad y Gtm es la 

energía libre del movimiento térmico. Todas estas energías son calculadas a partir de 

modelos de funciones de partición del sistema. 

 El disolvente juega un papel importante en la estabilización del sistema, en el 

caso del sistema “push-pull” de la forma nitro obtenida de la fotoconversión de la azida, 

donde el disolvente se encarga de estabilizar el estado excitado, disminuyendo su ener-

gía. Es por eso que considerar un modelo de disolvente es de gran importancia en el 

modelado de moléculas polares o sensibles al medio. 

Este tratamiento del disolvente como un medio continuo permite realizar cálcu-

los computacionales de manera más rápida y con resultados más cercanos a los valores 

experimentales.121 Por esta razón, este modelo fue elegido para calcular geometrías y 

energías de la molécula cuando se encuentra en solución. 
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4. Metodología 

 

Como pudo observarse en el capítulo anterior (sección 3.2), para que un compuesto 

pueda ser un fluorógeno fotoactivado eficiente debe de cumplir con características es-

pectrales y una dinámica de sus estados excitados en la que la transformación química 

sea favorecida. Estas propiedades están estrechamente ligadas a la estructura química 

de la molécula. Si a éstas agregamos los requerimientos para obtener coeficientes de 

absorción bifotónica considerables, el diseño molecular se convierte en un reto. En este 

apartado se abordará la lógica empleada al proponer un sistema que pueda actuar como 

un fluorógeno tipo azida aromática y que además presente una alta probabilidad de 

realizar absorción de dos fotones.  

Así mismo, en el capítulo se describirán los recursos empleados para definir al 

sistema con el uso de cálculos computacionales. También se abordará el esquema de 

síntesis del sistema elegido y la caracterización espectroscópica del producto y los in-

termediarios. Además, se detallarán los experimentos que demuestren su capacidad 

para transformarse en una especie fluorescente mediante la absorción de luz, tanto de 

manera monofotónica como bifotónica. Finalmente, se expondrán los estudios de trans-

formación de la hemicianina en forma de azida por transferencia de energía desde pun-

tos cuánticos de CdS empleados para aumentar la capacidad de absorción no lineal del 

sistema. 

4.1. Diseño del sistema 

Un fluorógeno debe contar con un grupo capaz de transformarse después de absorber 

radiación electromagnética con energía suficiente. Las azidas tienen esta capacidad de 

transformación al disociarse después de ser irradiadas, liberando N2. Si además están 

unidas a una estructura adecuada con anillos aromáticos y grupos electrodonadores o 

electroatractores y dobles enlaces conjugados; pueden dar origen a fotoproductos alta-

mente fluorescentes. La presencia de este sistema π-conjugado también contribuye al 

aumento en la probabilidad de absorción bifotónica. 



Metodología 

60 
 

Con la ayuda de estudios computacionales es posible también conocer, con cierto 

grado de certidumbre, la naturaleza de un sistema propuesto antes de llevar a cabo su 

síntesis en el laboratorio. Por esta razón el modelado y cálculo de las propiedades del 

sistema ideado también fueron realizados como será descrito en la siguiente sección. 

En el diseño del sistema se considera que el cromóforo tenga propiedades aso-

ciadas a la excitación no-lineal; también es posible considerar agregar una antena bifo-

tónica al fluorógeno para mejorar su capacidad de absorción bifotónica. Considerando 

la necesidad de mantener a la azida y a la antena muy próximas entre sí para lograr 

transferir eficientemente la energía absorbida, se debe elegir la manera de mantener 

ambos fragmentos unidos. En este estudio se eligieron puntos cuánticos de sulfuro de 

cadmio como antenas bifotónicas de acuerdo con las características mencionadas en la 

sección 3.3. La forma de mantener a la azida cerca de la antena para favorecer la trans-

ferencia de energía es mediante atracción electrostática entre ellas.73,76 Para favorecer 

la asociación, se eligió al grupo sulfonato, debido a su alta afinidad con puntos cuánticos 

que contienen Cd.64,73,75,76,109 

Teniendo todo esto en cuenta, un sistema que cumple con las características de 

poseer un grupo capaz de fototransformarse en un fluoróforo, con una estructura alta-

mente conjugada que favorezca la absorción en longitudes de onda mayores y una ma-

nera de anclarse a puntos cuánticos es la 2-(4-(4-azidofenil)buta-1,3-dien-1-il-(3-sulfo-

nato)propilnafto[1,2-d]tiazolio, que será nombrada en este trabajo como hCy−N3 (Fig. 

4.1). 

 

Fig. 4.1. Hemicianina en forma de azida hCy−N3. 
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El segundo fragmento del sistema lo componen los nanocristales que servirán 

para aumentar la probabilidad de absorción bifotónica, transfiriendo la energía absor-

bida a la molécula hCy−N3. Para elegir adecuadamente a estos cristales, es necesario 

conocer el espectro de absorción de la azida. Uno de los requerimientos para que la 

trasferencia de energía se lleve a cabo es el traslape entre el espectro de emisión del 

donador y el de absorción del aceptor (sección 3.3.3). La versatilidad de los puntos 

cuánticos permite tener una amplia gama de longitudes de onda de absorción y emisión.  

4.2. Métodos computacionales 

Estudios realizador por Budyka38,39,122 señalan que al aumentar la cantidad de electro-

nes π en el sistema, las azidas pueden perder sus facultades para fotodisociarse. Con el 

fin de tratar de predecir la capacidad de la molécula diseñada (hCy−N3) para sufrir una 

ruptura del enlace −N-N2 del grupo azida al ser irradiada, se modelaron el estado basal 

y los primeros estados excitados de las principales especies involucradas. Estas espe-

cies fueron la forma azida (hCy−N3), nitro (hCy−NO2) y amina (hCy−NH2). La selección 

se realizó de acuerdo a los posibles fotoproductos de la disociación de azidas aromáti-

cas en medios polares y próticos.42,51 Todos los cálculos computacionales presentados 

en este estudio fueron realizados con la paquetería Gaussian 09®.123 

4.2.1. Cálculos en el estado basal 

Para conocer las geometrías de las tres especies involucradas, se realizaron optimiza-

ciones de las geometrías de las moléculas hCy−NO2, hCy−NH2 y hCy−N3. Con el propó-

sito de verificar que las geometrías encontradas anteriormente se tratan de mínimos 

en la superficie de energía potencial, se realizaron cálculos de las frecuencias vibracio-

nales asociadas a las conformaciones encontradas.  

 El nivel de teoría empleado para obtener las geometrías de equilibrio y energías 

de las moléculas involucradas fue un método basado en la Teoría de Funcionales de la 

Densidad (DFT), con el funcional CAM−B3LYP,116 y el conjunto base de Pople 

6−311++G(d,p).124 Además, se consideró el disolvente como un campo continuo reac-

tivo empleando el modelo PCM (sección 3.5) para describir metanol.120 
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4.2.2. Cálculos en el estado excitado 

Como fue mencionado anteriormente, la interacción de la materia con radiación elec-

tromagnética suficientemente energética puede generar estados electrónicamente ex-

citados (ver sección 3.1). Por esta razón fue necesario también el cálculo de las 

propiedades de los sistemas al sufrir perturbaciones de este tipo. De esta manera es 

posible estudiar el comportamiento de la molécula hCy−N3 y su capacidad para foto-

transformarse. Una vez obtenidas las geometrías de las tres especies en estado basal, 

se procedió a realizar cálculos de sus estados excitados empleando la Teoría de Funcio-

nales de la Densidad Dependiente del tiempo (TDDFT, ver sección 3.5.2). 

 En este segundo conjunto de cálculos el funcional utilizado fue también 

CAM−B3LYP y el conjunto base 6−311++G(d,p). Para el cálculo de las energías de exci-

tación se utilizó el modelo PCM para considerar el efecto del disolvente (metanol) em-

pleando la aproximación del estado específico implementada en Gaussian 09.121 Con 

este funcional y metodología combinados se han encontrado muy buenos resultados en 

la descripción de las energías de excitación y emisión de moléculas cargadas tipo hemi-

cianinas y cianinas con errores menores al 5 % respecto a los datos experimenta-

les.112,119 

 Con el fin de localizar la transición electrónica responsable de dar origen al es-

tado disociativo del grupo azida, se calcularon las energías de excitación verticales de 

los primeros estados excitados singulete (S1 y S2). La transición que da lugar al estado 

disociativo involucra una transición (π → σNN*) localizada en el grupo azida.38,39,45,97 

Posteriormente se calcularon las curvas de energía potencial para los estados basal (S0), 

S1 y S2 para la coordenada del enlace −N−N2 del grupo azida como manera de corrobo-

rar el estado disociativo encontrado. 

 Para las moléculas hCy−NH2 y hCy−NO2 se calcularon también las energías de 

excitación en metanol. En el caso de la especie nitro también se encontró la energía de 

excitación de los estados electrónicos singuletes y tripletes excitados con el fin de iden-

tificar el orden de las transiciones y los orbitales involucrados en estas. 
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4.3. Síntesis del fluorógeno (hCy−N3) 
 

Una vez que las características necesarias del sistema han sido determinadas y los es-

tudios computacionales sugieren su factibilidad como fluorógeno, se procedió a sinte-

tizar el sistema de la hemicianina en forma de azida hCy-N3 (Fig. 4.1). Para conseguirlo, 

se emplearon metodologías ligeramente modificadas respecto a publicaciones anterio-

res para otras hemicianinas y azidas. 

 La obtención de la molécula hCy−N3 se llevó a cabo una síntesis de tres pasos 

que se muestra en la Fig. 4.2. El primero es un acoplamiento tipo Knovenagel,99 obte-

niendo un compuesto altamente conjugado con un grupo nitro (hCy−NO2), seguido de 

una reducción de dicho grupo para obtener la especie con grupo amina (hCy−NH2).125 

Finalmente, un acoplamiento con sales de diazonio fue realizado para obtener la azida 

respectiva.42,50 Los detalles de cada uno de los pasos de síntesis y la caracterización de 

los productos se presentan en el Apéndice 2. 

 

Fig. 4.2. Síntesis de la hemicianina en forma de azida hCy-N3. 
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4.4. Espectroscopía de absorción y fluorescencia 

Una vez obtenida la molécula deseada (hCy−N3) y los demás intermediarios (hCy−NO2 

y hCy−NH2) es necesario conocer sus características espectrales en el intervalo del ul-

travioleta-visible, que es la región del espectro electromagnético con energía suficiente 

para generar estados electrónicamente excitados de este conjunto de moléculas. Cono-

cer las longitudes de onda de los máximos y la forma de los espectros de absorción y 

emisión brindan pautas acerca de las fuentes de radiación a emplear y las posibles apli-

caciones del sistema. Además, esta información resulta necesaria para elegir el tipo de 

puntos cuánticos adecuados para realizar la transferencia de energía de manera efi-

ciente.  

Los espectros de absorción fueron obtenidos en un espectrofotómetro Cary 50 de 

Varian. En este mismo equipo se realizaron las determinaciones de los coeficientes de 

absortividad molar de las especies. Para el caso de los espectros de emisión y determi-

nación de rendimientos de fluorescencia (ΦF), se empleó un fluorímetro Cary Eclipse de 

Varian. Los ΦF fueron determinados comparándolos con un estándar:  

Φ𝐹 = Φ𝐹𝐸𝑠𝑡

𝐼

𝐼𝐸𝑠𝑡

𝑂𝐷𝐸𝑠𝑡

𝑂𝐷

𝑛2

𝑛𝐸𝑠𝑡
2 . (4.1) 

Donde Φ𝐹𝐸𝑠𝑡
 es el rendimiento de fluorescencia del estándar, I e IEst son las intensidades 

de fluorescencia integradas de la muestra y el estándar, OD y ODEst son las densidades 

ópticas de la muestra y el estándar, y n y nEst son los índices de refracción. Para hCy−N3 

y hCy−NO2 se empleó Rodamina 6G (ΦF = 0.93),126 mientras que para hCy−NH2 se eligió 

Azul Nilo A (ΦF = 0.27).127 Todos los espectros para cada una de las especies fueron me-

didos en soluciones de metanol en celdas de cuarzo de 1 cm. 

4.5. Tiempos de decaimiento radiativos 

Otra de las propiedades importantes para caracterizar a las especies derivadas de he-

micianina es conocer sus tiempos de vida de fluorescencia. Estos datos resultan útiles 

para determinar las potenciales aplicaciones de los posibles productos generados des-

pués de la irradiación de hCy-N3. Para este propósito se empleó la técnica de conteo de 

fotones individuales correlacionados en tiempo (TCSPC, por sus siglas en inglés).128 
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para analizar las especies hCy−NO2 y hCy−NH2, que son los fotoproductos más comunes 

en la disociación de azidas aromáticas en solución.38,40,44,45,51,122,129–132 

 Brevemente, la técnica consiste en excitar a la muestra con un pulso de luz de 

picosegundos, tiempo después la muestra emite un fotón. El tiempo de arribo de este 

fotón es registrado. El proceso es repetido un gran número de ocasiones consiguiendo 

un histograma con la distribución de los tiempos de decaimiento de la muestra (Fig. 

4.3).128,133 Una condición importante en esta técnica es que debe de detectarse no más 

de un fotón por cada 100 eventos de excitación. Esto se debe a que cuando se registran 

una mayor proporción de eventos de detección, el histograma obtenido está sesgado a 

tiempos de decaimiento cortos. 

 

Fig. 4.3. Principio de la técnica de TCSPC. 

En este estudio, los tiempos de vida mediante la técnica TCSPC fueron obtenidos 

en un arreglo para un microscopio confocal de imagen por tiempo de vida de fluores-

cencia (FLIM, por sus siglas en inglés) diseñado y construido en nuestro grupo de in-

vestigación (ver Fig. 4.4). El sistema consiste en un láser pulsado de 405 nm (LDH-D-C-

405, 403 nm, 54 ps FWHM, PicoQuant) que es enfocado a una celda de cuarzo de 1 cm 
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mediante un objetivo con f = 6.1 mm y AN 0.25. La fluorescencia recolectada pasa a tra-

vés de un espejo dicróico (ED) de paso de longitud de onda larga de 485 nm, un filtro 

Notch (FN) de 405 nm y un filtro emisión (FE) de paso de longitud de onda larga de 

425 nm, con el fin de eliminar luz remanente de la excitación. Posteriormente, la fluo-

rescencia es enfocada a un fotodiodo de avalancha (FDA) de 50 μm (PD-050-CTE, Micro 

Photon Devices). El controlador del láser (PDL-800-D, PicoQuant) y el FDA fueron co-

nectados a una tarjeta para TCSPC (PicoHarp 300, PicoQuant). La intensidad del láser 

fue controlada para obtener menos del 1 % de eventos de detección a una frecuencia 

de repetición de 10 MHz. La función de respuesta instrumental (IRF) fue determinada 

empleando Allura Red recristalizado en metanol como estándar (Sigma-Aldrich). Los 

datos de los experimentos fueron ajustados usando el software SymphoTime 64 (Pico-

Quant) mediante el algoritmo de iteración numérico de Levenberg-Marquardt.134 

 

 

Fig. 4.4. Arreglo óptico para la determinación de los tiempos de vida mediante la técnica TCSPC. 
ED, espejo dicroico; EI, espejo; FN, filtro Notch; FE, filtro de emisión; FDA, fotodiodo de avalancha. 
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4.6. Fotodisociaión de la hemicianina en forma de azida 

Uno de los objetivos de este estudio es demostrar la capacidad de la azida (hCy−N3) 

para sufrir una disociación al ser irradiada y posteriormente generar un fluoróforo. 

Para comprobar este fenómeno se llevaron a cabo experimentos con fuentes de luz de 

diferentes longitudes de onda e intensidades. Cada una de las fuentes permite acceder 

a diferentes estados electrónicos o esquemas de excitación (monofotónico o bifotó-

nico). 

4.6.1. Conversión monofotónica 

Para corroborar que la azida hCy−N3 es susceptible de sufrir una transformación foto-

inducida y generar una especie fluorescente se realizaron experimentos empleando 

longitudes de onda de irradiación para producir transiciones a estados electrónicos ex-

citados. En los experimentos se estudió además la influencia del tiempo de irradiación 

y la longitud de onda de excitación en el rendimiento de fotoconversión. 

 Para observar el efecto del tiempo de irradiación en la degradación de la azida, 

un conjunto de soluciones de hCy−N3 (2 mL, 10−6 M) fueron irradiadas con un láser 

continuo de 405 nm (PicoQuant LDH-D-C-405) con una potencia promedio de 15 mW 

variando los tiempos de exposición a 1, 2, 5, 10, 30, 60 y 90 min. Estos tiempos corres-

ponden a los valores de energía depositada al sistema de 0.8, 2.1, 4.2, 8.4, 25, 50 y 75 J, 

respectivamente. Para esta estimación se tomó en cuenta la reflectancia de la celda. Se 

tomaron espectros de absorción y emisión para cada tiempo de irradiación.  

Además, se realizaron experimentos para determinar la influencia del oxígeno 

disuelto en las soluciones en los productos finales de las posibles reacciones del nitreno 

fotogenerado (hCy−N:). Se efectuaron experimentos con muestras burbujeadas con ar-

gón por 10 min con el mismo láser continuo de 405 nm, una potencia de 15 mW. Tam-

bién se variaron los tiempos de irradiación de 1 a 90 min. 

Por otro lado, para observar el rendimiento de la fotoconversión como función 

de la longitud de onda de irradiación, se llevaron a cabo experimentos con una fuente 
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de luz adicional. Se consideró que, para los experimentos a longitudes de onda diferen-

tes, existiera el mismo flujo de fotones. El objetivo de este estudio es esclarecer el papel 

de estados excitados superiores en la fotodisociación del grupo azida de hCy−N3. 

Para los experimentos alrededor de 460 nm, se irradiaron soluciones de hCy−N3 

(absorbancia de 0.08 a 460 nm) en una celda de cuarzo de 1 cm. Se emplearon 3.2 μW 

de una fuente de luz blanca estabilizada (SLS201L, THORLABS) con un filtro de paso de 

banda centrado en 460 nm para lograr acceder sólo al primer estado excitado de la he-

micianina en forma de azida. La Fig. 4.5 muestra cómo la luz transmitida por el filtro 

sólo puede lograr transiciones al estado electrónico excitado de más baja energía. El haz 

de salida fue enfocado a la celda con un lente de f = 50 mm. La potencia del haz fue me-

dida después del filtro, en la distancia focal. Las muestras fueron irradiadas por 1, 2, 5, 

10 y 30 minutos. Se tomaron espectros de absorción y emisión antes y después de cada 

experimento. 

 
Fig. 4.5. Comparación entre el espectro de absorción de hCy−N3 y el filtro de paso de banda a 460 nm 

que permite la excitación sólo del estado S1. 

En el caso de la irradiación con una fuente de 405 nm, las soluciones de hCy−N3 

(absorbancia = 0.08 a 405 nm) en una celda de cuarzo de 1 cm, fueron irradiadas con 

3.6 μW de un láser de onda continua de 405 nm (LDH-D-C-405, PicoQuant), variando el 

tiempo de irradiación de 1, 2, 5, 30 y 60 minutos. Los espectros de absorción y emisión 

fueron tomados para cada tiempo de irradiación. 
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4.6.2. Conversión bifotónica 

Uno de los intereses de este estudio es que el un fluorógeno tipo azida diseñado sea 

capaz de sufrir una transformación mediante absorción bifotónica. Este esquema de ex-

citación brinda ventajas en el control espacial de la misma y la energía de la fuente de 

irradiación (ver sección 3.1.1.1). 

 Con el propósito de estudiar la transformación de hCy−N3, inducida por una ab-

sorción simultánea de dos fotones, se llevaron a cabo experimentos en la región del in-

frarrojo cercano. Un conjunto de soluciones de 2 mL hCy−N3 10−6 M en metanol se irra-

diaron por 2 minutos en una celda de cuarzo de 1 cm con un láser de Ti:Zafiro (790 nm) 

con pulsos ultracortos (150 fs) variando la intensidad del haz (105 – 107 W∙cm−2). El lá-

ser fue enfocado en la muestra por un microscopio de objetivo con NA 0.25 y f = 6.1 mm. 

La intensidad instantánea fue controlada con un filtro de densidad neutral variable. La 

intensidad del haz de excitación fue medida antes y después de cada experimento. Se 

tomaron los espectros de absorción y emisión correspondientes a cada una de las po-

tencias de irradiación. 

4.7. Fotoconversión del sistema punto cuántico-hemicianina 

Una forma de inducir o incrementar la capacidad del sistema de absorber dos fotones 

es mediante la inclusión de una antena. En el caso de la hemicianina en forma de azida 

de este estudio las especies que fungen como absorbedores bifotónicos son puntos 

cuánticos (Quantum Dots, QDs) semiconductores de sulfuro de cadmio. 

 Se realizaron experimentos para evaluar los QDs de CdS como antenas bifotóni-

cas aumentando la eficiencia en la producción de la especie fluorescente. Este proceso 

está derivado de la transferencia de energía desde el QD a hCy−N3, que provoca la diso-

ciación del enlace azida y la generación del nitreno hCy−N:, antes mencionado. 

4.7.1. Conversión inducida por transferencia de energía 

Como se mostró en la sección 3.3.3, uno de los factores que más influyen en la eficiencia 

de la transferencia d energía es la distancia entre los momentos dipolares de transición 
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de las especies involucradas. Tomando esto en cuenta, el primer paso para emplear los 

QDs de CdS como antenas bifotónicas es lograr que la molécula a la que se quiere trans-

ferir la energía, en este caso la hCy−N3, se encuentre cerca de éstos.  

 El grupo sulfonato considerado en el diseño de la hemicianina en forma de azida 

permite que la molécula sea capaz de anclarse en la superficie de los puntos cuánticos 

desplazando algunos de los ligantes nativos. 

Una vez confirmada la unión de la molécula con el punto cuántico, se procedió a 

estimar el incremento en la eficiencia de la producción del fluoróforo en presencia del 

QD. Para este fin, soluciones de 2 mL de hCy−N3 (10−6 M) con puntos cuánticos de CdS 

(6.15 ⨯ 10−7 M) adquiridos en MKNano Inc. fueron irradiadas por 1 min con un láser de 

Ti:Zafiro pulsado de femtosegundos (150 fs, 800 nm) enfocado con un objetivo de mi-

croscopio (0.25 NA, f = 6.1 mm) variando la intensidad entre 105−107 W∙cm−2 con 

ayuda de un filtro de densidad neutral variable. Previo a realizar los experimentos de 

irradiación, las soluciones se mantuvieron en la obscuridad por 20 min para alcanzar el 

equilibrio de asociación QD-CdS/hCy−N3. Las condiciones de irradiación (lente obje-

tivo, agitación, tipo de celda) fueron las mismas que en los experimentos de excitación 

bifotónica de hCy−N3 (sección 4.6.2). 

Por último, variar la proporción entre QD-CdS y hCy−N3 puede llevar a un au-

mento en la obtención del fotoproducto fluorescente, además del aumento en la pro-

babilidad de absorción de dos fotones gracias a los puntos cuánticos. Para encontrar la 

relación óptima se preparó un conjunto de soluciones de hCy−N3 (2 mL) 1.6 ⨯ 10−6 M 

con diferentes concentraciones de QD-CdS que fueron de 2.6 x 10−8 a 5.3 ⨯ 10−7 M, ade-

más de una muestra blanco en ausencia de puntos cuánticos. Estas soluciones fueron irra-

diadas con un láser pulsado de femtosegundos enfocado en una celda de cuarzo de 1 cm por 

1 min a 2.2 ⨯ 106 W∙cm−2. Todas las soluciones fueron conservadas en la obscuridad por 

20 min antes de ser irradiadas para alcanzar el equilibrio de asociación QD-CdS/hCy−N3. La 

duración de los pulsos láser, la longitud de onda central y el objetivo del microscopio 

fueron las mismas que en los experimentos anteriores. 
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5. Resultados y Discusión 

En el capítulo anterior se describieron los métodos empleados para estudiar a la hemi-

cianina en forma de azida hCy−N3 y al sistema formado por ésta con puntos cuánticos 

(QDs) de CdS. Con los experimentos descritos se busca evaluar su viabilidad como 

fluoróforos activados mediante excitación bifotónica. En este apartado se expondrán 

los resultados de dichos experimentos y de los estudios computacionales realizados, se 

ahondará en las implicaciones de estos resultados y la relación entre ellos. 

5.1. Estudios teóricos 

Como fue mencionado anteriormente, el modelado computacional de la hemicianina en 

forma de azida y sus transiciones a estados electrónicos excitados brindan una guía 

para conocer la capacidad de la molécula diseñada para efectuar una transformación 

inducida por la absorción de luz. Estudios teóricos previos de azidas aromáticas han 

establecido un límite en la capacidad de estas moléculas para sufrir fotodisociación con-

forme al número de electrones π presentes en enlaces conjugados de estos sistemas.38 

Para azidas aromáticas cargadas como la del presente trabajo, este límite está estable-

cido en 20 electrones π.122,129 Esta es una de las razones por las que un estudio teórico 

previo del sistema resulta de gran utilidad. 

5.1.1. Energía de excitación y transiciones electrónicas 

Después de realizar la optimización de la geometría de hCy−N3 en estado basal, se cal-

cularon las energías de las transiciones electrónicas que dan origen a los estados elec-

trónicamente excitados y se analizaron los orbitales involucrados en ellas. Estos 

cálculos dan información relacionada con la existencia de un estado que promueve la 

disociación del enlace azida en la molécula. Estudios anteriores realizados por los gru-

pos de Budyka,38,40 Platz46,49,135 y Hadad41,97 establecen que esta transición involucra 

los orbitales σ y π* localizados en los átomos de nitrógeno del grupo azida. 
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 En la Fig. 5.1 se muestran las diferencias de densidades electrónicas para las 

transiciones que dan origen a los dos primeros estados excitados singulete. Los resul-

tados muestran que la primera transición permitida es al singulete S1 (f = 2.17) y tiene 

una energía de 2.82 eV. Al observar la Fig. 5.1 (abajo) notamos que se trata de una tran-

sición de tipo π-π*. Los cambios en la densidad electrónica ocurren principalmente en 

el puente polimetínico entre los anillos aromáticos. De acuerdo con los estudios citados 

previamente, este tipo de transición no da origen al estado disociativo buscado. 

 

Fig. 5.1. Diferencia de densidades electrónicas para las transiciones a los estados excitados S1 y S2. 
Los valores de las isosuperficies son +0.002 u.a. para el color rojo y −0.002 u.a. para el color azul. El ni-

vel de teoría TDDFT/CAM−B3LYP/6-311G++(d,p) con metanol PCM. 
 

 Por otra parte, para la transición al estado S2 se obtuvo una energía de 3.95 eV 

(f = 0.060). El análisis de las diferencias de densidades electrónicas de la Fig. 5.1 indica 

que en este caso la transición está localizada en el grupo azida. Notamos una disminu-

ción de la densidad electrónica a lo largo del eje de enlace entre los átomos de nitrógeno 

y una concentración en regiones de antienlace. Esta evidencia indica que, desde el punto 

de vista de los cálculos teóricos, el estado que propicia la ruptura del enlace −N−N2 es 

el S2, a diferencia de un gran número de azidas aromáticas reportadas cuyo estado di-

sociativo es el S1.40,46 
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 La participación de un estado electrónico excitado superior en la disociación del 

grupo azida involucra una dinámica del estado excitado donde además del canal foto-

químico, también existe una competencia con otros canales de desactivación como la 

conversión interna.96  

5.1.2. Superficies de energía potencial 

En busca de un análisis más a fondo del papel del estado S2 en la fotoquímica de la mo-

lécula hCy−N3 se realizaron optimizaciones de las estructuras en los estados excitados 

S1 y S2 con el fin de observar cambios geométricos. Estos cambios también ocurren prin-

cipalmente en el grupo azida al encontrarse en un estado excitado proclive a la disocia-

ción del grupo azida.41,97 Los parámetros a analizar serán las distancias de enlace C−N 

entre el anillo aromático y el grupo azida, y N−N2. Otro parámetro que tiene un gran 

cambio es el ángulo formado por los átomos de nitrógeno del grupo azida.40 

 En la Fig. 5.2 se muestran los resultados de las optimizaciones geométricas de 

los estados electrónicos antes mencionados. En el estado basal, el ángulo formado por 

los tres átomos de nitrógeno es de 173 °, similar a estudios previos para azidas aromá-

ticas.38,97 En el estado S1 este ángulo y las distancias de enlace C−N y N−N2 se conservan 

prácticamente sin cambios, indicando una poca participación del grupo azida en la re-

lajación del estado excitado hacia el mínimo en su superficie de energía potencial. Por 

el contrario, la geometría optimizada del estado S2 muestra importantes cambios en 

estos parámetros. El ángulo ∡NNN disminuye hasta 124 ° y la distancia C−N disminuye 

ligeramente de 1.41 Å a 1.34 Å. Además, la distancia entre los átomos de nitrógeno 

N−N2 aumenta considerablemente, yendo de 1.23 Å hasta 1.43 Å. 
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Fig. 5.2. Detalle del grupo azida en las estructuras optimizadas para los estados basal (S0) y primer (S1) 
y segundo (S2) singuletes excitados al nivel TDDFT/CAM−B3LYP/6-311G++(d,p) con metanol PCM. Los 

ángulos y distancias de enlace se presentan en grados [°] y angstroms [Å], respectivamente. 
 

  

Los cambios mostrados por el grupo azida en el estado S2 sugieren un debilita-

miento del enlace N−N2 a la par de un fortalecimiento del enlace C−N, según los cambios 

en las distancias de enlace y en el ángulo antes mencionado. Estas diferencias encon-

tradas para la las geometrías optimizadas en los diferentes estados electrónicos tam-

bién apuntan al estado S2 como precursor de la liberación de N2 y la generación del 

nitreno hCy−N: que dará origen a la especie fluorescente. 

 Por último, la Fig. 5.3 muestra las curvas de energía potencial de los estados S0, 

S1 y S2 en función de la distancia de enlace N−N2. Este cálculo fue realizado para tener 

un acercamiento a la evolución energética de la hemicianina en forma de azida durante 

las primeras etapas del proceso de disociación después de ser llevada al primer o se-

gundo estado singulete excitado. Se puede observar que para el estado basal la energía 

del sistema aumenta al aumentar la distancia entre los átomos de nitrógeno donde su-

cederá la ruptura. Este incremento indica la energía que se requiere para llevar a cabo 

la disociación en ese estado electrónico.  
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Fig. 5.3. Curvas de energía potencial para hCy−N3 en los estados S0, S1 y S2 a lo largo del enlace N−N2. 
El nivel de teoría empleado fue TDDFT/CAM−B3LYP/6-311G++(d,p), PCM: metanol. 

 

 Para este conjunto de cálculos el estado S1 una vez más muestra una gran simi-

litud con el basal. Los cambios en energía para el primer singulete excitado también 

muestran una desestabilización del sistema al provocado por una mayor separación en-

tre los átomos que conforman el enlace N−N2 de la azida. Esta tendencia, al igual que en 

el caso del estado S0, indican una preferencia del sistema por permanecer con el grupo 

azida unido. Contrariamente a lo mostrado por los estados S0 y S1, el estado S2 mani-

fiesta una disminución de la energía al incrementar la distancia de enlace en el grupo 

azida. Un cambio de esta naturaleza revela que se está llegando a una conformación más 

estable al debilitar el enlace N−N2. Una vez más se corrobora la predisposición del sis-

tema a disociar el grupo azida en el estado S2. 

 Un punto importante que destacar a partir de las curvas de energía potencial de 

la Fig. 5.3 es que existe un punto de cruce entre los estados S1 y S2 al alcanzar una dis-

tancia de 1.28 Å para el enlace estudiado. Este cruce indica una alta probabilidad de 

llevar a cabo una conversión interna entre los estados involucrados. Dicha transición 

no radiativa podría influir en la eficiencia del proceso de disociación del grupo azida. 

 Los estudios teóricos presentados en este apartado señalan la necesidad de ac-

ceder a estados electrónicos superiores, en particular al S2, para lograr la ruptura del 

grupo azida y la formación del nitreno. Estos estudios tendrán que ser corroborados 
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por experimentos que demuestren el rol del segundo singulete excitado como estado 

disociativo (ver sección 5.4.1). 

5.2 Espectroscopía estática 

Una vez que se ha encontrado e identificado el estado excitado que conlleva la ruta fo-

toquímica de disociación, se realizó la síntesis de la azida aromática y la posterior ca-

racterización espectroscópica de la misma que se muestra en el Apéndice 2. Es 

importante mencionar que la azida obtenida es fotoestable, por lo que su descomposi-

ción por radiación es poca. Sin embargo, su almacenamiento requiere de cuidados como 

la presencia de un gas inerte o conservarla a temperaturas no superiores a 45 °C. Pos-

teriormente se realizaron estudios de las propiedades fotofísicas del sistema hCy−N3 y 

las especies intermedias relevantes (hCy−NH2 y hCy−NO2). Conociendo datos como los 

espectros de absorción y emisión en el UV-visible y la eficiencia de la fluorescencia es 

posible diseñar de mañera adecuada las pruebas donde se estudie la fotoquímica del 

sistema. 

5.2.1 Absorción 

Los espectros de absorción de la hemicianina en forma de azida (hCy−N3) y las especies 

hCy−NO2 y hCy−NH2 en metanol se muestran en la Fig. 5.4. Se puede observar que la 

molécula azida presenta una banda en 445 nm con un coeficiente de absorción molar 

(ε) de alrededor de 6.0 ⨯ 104 M−1 cm−1. La banda se muestra definida y pierde intensi-

dad súbitamente en longitudes de onda mayores hasta desaparecer en 475 nm. Esta 

información nos indica la longitud de onda de la radiación necesaria para inducir la 

transformación de la molécula. Esta energía debe corresponder a luz con una longitud 

de onda menor que los 475 nm para promover una transición electrónica. Es impor-

tante recordar que también será necesario acceder a estados electrónicos excitados su-

periores para comprobar la influencia de estos estados en la fotoquímica de la azida 

hCy−N3. 
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Fig. 5.4. Espectros de absorción de las especies nitro (hCy−NO2), amina (hCy−NH2) y azida (hCy−N3) en 

metanol. 

 Al conocer esta información además de elegir de manera adecuada la fuente de 

radiación que provocará el cambio, también es la guía fundamental para seleccionar los 

puntos cuánticos ideales para activar al sistema por transferencia de energía. Tanto la 

longitud de onda de emisión de los QDs elegidos debe coincidir con la energía necesaria 

para causar la trasformación deseada. Así, los puntos cuánticos adecuados deben pre-

sentar una longitud de onda en una región menor de los 475 nm. 

 Por otra parte, el espectro de las especies amino y nitro (posibles productos fi-

nales después de la disociación de la azida) muestran bandas con máximos de absorción 

con una gran separación. La especie nitro tiene su máximo en 430 nm, con un ε de 

2.3 ⨯ 104 M−1 cm−1. Esta banda tiene un ancho a la mitad del máximo (FWHM) de 80 nm, 

valor común para moléculas orgánicas.1,89 En el caso de la forma amina, el máximo en 

la primera banda de absorción se localiza en 530 nm con un FWHM de 140 nm y un 

coeficiente de absorción molar de 4.6 ⨯ 104 M−1 cm−1, para el máximo. 

 Las diferencias en las longitudes de onda de absorción entre las especies 

hCy−NO2 y hCy−NH2 resulta útil para para la excitación selectiva de alguna se estas mo-

léculas. Esto permite aislar en cierta medida las propiedades fotofísicas de cada una de 

ellas. Esta misma propiedad resulta útil para su localización en técnicas de microscopía 

al poder excitar selectivamente a las diferentes moléculas.  
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 Un resultado adicional de los estudios teóricos realizados fue el cálculo de las 

energías de transición para las tres moléculas analizadas en este trabajo. Los resultados 

mostrados en la Tabla 5.1 indican que los errores obtenidos son menores al 5 % res-

pecto al valor encontrado experimentalmente. Esto nos brinda confianza respecto a los 

resultados teóricos obtenidos relacionados con el proceso de absorción como los pre-

sentados en la sección 5.1.1 o los que se expondrán en secciones posteriores de este 

capítulo. 

Tabla 5.1. Energías calculadas y experimentales para la primera transición electrónica. 

 
Calculado 

(eV) 

Experimental 

(eV) 
% Error 

hCy−NO2 2.99 2.95 1.4 

hCy−NH2 2.54 2.43 4.5 

hCy−N3 2.82 2.78 1.4 
 

Los resultados obtenidos con los espectros de absorción de las moléculas 

hCy−N3, hCy−NO2 y hCy−NH2 indican diferencias importantes en la forma y localización 

de las bandas de absorción de las diferentes especies. Estas diferencias implican la po-

sibilidad de emplear diferentes fuentes de luz para excitarlas. Este esquema donde in-

terviene el uso de diversas longitudes de onda de irradiación puede ser empleado para 

la activación del fluorógeno y la posterior detección de las moléculas fluorescentes ge-

neradas. Este es un esquema de excitación similar al usado en técnicas de microscopía 

de súper-resolución17,27 y en dispositivos de almacenamiento de información.5,12 

5.2.2 Emisión 

Como ha sido mencionado, el objetivo de este trabajo es obtener un fluorógeno a partir 

de una transformación fotoinducida. El producto deseado es una especie altamente 

fluorescente. De los posibles fotoproductos de la disociación de azidas (ver sección 

3.2.1) los más probables, en las condiciones de este trabajo, son la forma nitro 

(hCy−NO2) y la forma amino (hCy−NH2),42,45 mostrados en la Fig. 4.2. De los espectros 

de emisión de estas especies (Fig. 5.5) puede observarse que hCy−NO2 muestra una 

banda con un máximo en 520 nm, mientras que la hCy−NH2 presenta su máximo en 

685 nm. La forma azida no muestra emisión significativa. 
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Fig. 5.5. Espectros de fluorescencia de los derivados nitro y amina en metanol. 
λexc = 390 nm. 

Con la información proporcionada por los espectros es posible notar que ambas 

especies exhiben un gran corrimiento de Stokes respecto a su absorción. La forma 

hCy−NO2 presenta un corrimiento de 114 nm, mientras que la amina tiene un despla-

zamiento de 150 nm. Para ambas moléculas un desplazamiento de Stokes de más de 

100 nm evidencia una gran estabilización del estado emisivo, ya sea por un cambio geo-

métrico o interacción más favorable con el disolvente. En el caso del metanol, al ser un 

disolvente polar, la interacción con moléculas más polares en el estado excitado que en 

el estado basal se mejorará. Una posible explicación del fenómeno es la generación de 

estados de trasferencia de carga intramoleculares al absorber radiación. La presencia 

de estos estado es común en moléculas de tipo donador-π-aceptor o donador-π-dona-

dor como las moléculas en este estudio.2,119  

Al igual que en el caso de los espectros de absorción (Fig. 5.4) las bandas de emi-

sión de las moléculas en forma nitro y amina se encuentran lo suficientemente alejadas 

como para lograr aislarlas mediante el uso de filtros. La relevancia de diferenciar ambas 

emisiones radica en la capacidad para identificarlas como fotoproductos una vez reali-

zados los experimentos de fotodisociación. 

 Otro parámetro importante en la fluorescencia además de la longitud de onda a 

la que se localiza el máximo es la eficiencia en el proceso. Los valores de los rendimien-

tos de fluorescencia (ΦF) encontrados para las tres especies en soluciones de metanol 
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fueron 0.42 para hCy−NH2, 0.73 para hCy−NO2 y 1 × 10−3 para hCy−N3. Los espectros 

en la Fig. 5.5 muestran las intensidades relativas de las especies fluorescentes. 

Es importante notar el valor atípicamente alto para el rendimiento de fluores-

cencia de la especie nitro. De hecho, resulta ser un cromóforo excelente respecto a sus 

propiedades espectroscópicas como sus longitudes de inda de absorción y emisión. Los 

compuestos nitroaromáticos, después de ser excitados electrónicamente, suelen reali-

zar un cruce entre sistemas muy eficiente hacia un triplete receptor. Este canal de des-

activación predomina sobre la fluorescencia ya que sucede en estalas de tiempo del 

orden de decenas de femtosegundos.101,136,137 Sin embargo, existen algunos casos en los 

que el cruce entre sistemas se encuentra desfavorecido por la falta de coincidencia 

energética entre el estado S1 con algún estado vibracional de dicho triplete recep-

tor.103,104,137 Para este tipo de moléculas, la transición que da origen a dicho triplete 

debe involucrar un orbital molecular no enlazante localizado en el grupo nitro, y un 

orbital π de antienlace.101,138 Uno de los factores que permiten que estas transiciones 

entre estados de diferente multiplicidad en moléculas orgánicas se lleven a cabo está 

dado por las reglas de El-Sayed92 abordadas en la sección 3.2.3 de esta tesis. 

 Para entender este comportamiento en la molécula hCy−NO2 se realizaron cálcu-

los computacionales de las energías para acceder a estados electrónicos excitados. Se 

estudió el orden y carácter de las transiciones a los diferentes estados singulete y tri-

plete. La Fig. 5.6 muestra un diagrama con las transiciones verticales a estados excita-

dos de la especie nitrada. Es posible observar cómo la transición que da origen al estado 

S1 aparece a 2.99 eV y tiene un carácter (π-π*). Tomando a este estado como emisivo, 

el triplete receptor debe ser producto de una transición desde un orbital molecular de 

no enlace (n) a uno de tipo π* para que el cruce entre sistemas esté permitido. El triplete 

de menor energía que cumple esta condición es el T5, marcado en la figura en color azul. 
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Fig. 5.6. Orden y carácter de las transiciones que dan origen a los estados excitados en hCy-NO2. Las 

energías están dadas en eV. Se muestra el orbital n en el grupo nitro de la molécula. 

  Este triplete (n-π*) tiene una energía de 3.44 eV, superior a la del estado S1 por 

cerca de 0.5 eV. Esta diferencia energética entre los estados apropiados a llevar a cabo 

el cruce entre sistemas hace que el canal de desactivación resulte bloqueado. Los triple-

tes con menor energía (T1-T4) presentan transiciones del tipo (π-π*) por lo que un cruce 

entre sistemas para acceder a estos estados desde el S1 también está prohibido. Al tener 

este canal bloqueado, la molécula hCy−NO2 puede permanecer tiempo suficiente en el 

estado emisivo y desactivarse de manera radiativa. 

 Como complemento asociado al análisis anterior, se realizó una inspección de 

los orbitales moleculares involucrados en la excitación vertical desde el estado basal al 

primer singulete excitado. La transición involucra los orbitales HOMO y LUMO de la 

molécula, mostrados en la Fig. 5.7. De la imagen se advierte que el HOMO está distri-

buido en toda la molécula. Por otro lado, el LUMO, que resulta poblado después de la 

transición, sólo contribuye en una región de la especie hCy−NO2.  

 
Fig. 5.7. Orbitales moleculares HOMO y LUMO para la molécula hCy−NO2 al nivel de teoría 

TDDFT/B3LYP/6-311G++(d,p), PCM: metanol. 
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Con el análisis de la forma de los orbitales moleculares que participan en la transición 

a S1, puede concluirse que este estado presenta cierto carácter de trasferencia de carga. 

Estudios realizados por nuestro grupo de investigación mostraron que estos estados 

son estabilizados en disolventes polares como los empleados en este estudio.103,104 La 

estabilización del estado emisivo aumenta la diferencia energética con el triplete (n-π*) 

y aumenta el tiempo de vida de este estado. 

Los resultados teóricos que muestran la formación de un estado de trasferencia de 

carga complementan la información obtenida con los espectros de emisión experimen-

tales (Fig. 5.5). El desplazamiento de Stokes encontrado y la anchura de la banda de 

fluorescencia concuerdan con la observación de un estado de transferencia de carga 

intramolecular.139,140 

Los experimentos de espectroscopía estática de absorción y emisión dieron informa-

ción valiosa acerca de las fuentes de luz necesarias para llevar a cabo los experimentos 

de fotodisociación de la azida aromática. Además, se establecieron diferencias espec-

trales importantes entre sus posibles fotoproductos para así facilitar su identificación. 

También se comprobó la importancia de los resultados del modelado teórico de los es-

tados excitados para explicar el comportamiento de la forma nitro y predecir longitudes 

de onda de absorción de las tres especies con errores pequeños. 

5.3 Espectroscopía con resolución temporal 

Los espectros de absorción y fluorescencia obtenidos sirven también como base para 

un estudio de otros parámetros de la emisión de las especies hCy−NO2 y hCy−NH2. El 

tiempo de vida de fluorescencia es una característica distintiva de cada molécula. Co-

nocer el tiempo de vida de las moléculas fluorescentes en este estudio proporciona in-

formación no sólo como medio de identificación de estas, también da miras de posibles 

usos de las mismas. 

Los datos de los decaimientos de fluorescencia de las moléculas emisivas en este 

estudio se presentan en la Fig. 5.8. Para estos experimentos se empleó un láser de 

405 nm como fuente de excitación. Las diferencias entre ambas moléculas son distin-

guibles a simple vista, la especie hCy−NH2 presenta un decaimiento más rápido que el 
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de la especie nitrada. Los tiempos de vida del estado excitado obtenidos del ajuste de 

los datos muestran que ambas moléculas poseen un decaimiento biexponencial. La 

forma hCy−NH2 exhibe tiempos de decaimiento τ1 = 0.13 ± 0.01 ns, y 

τ2 = 0.56 ± 0.02 ns. Para el caso de la forma hCy−NO2, los tiempos de vida de fluorescen-

cia hallados fueron τ1 ≤ 0.07 ns y τ2 = 2.11 ± 0.03 ns. En esta última molécula, el tiempo 

de vida corto es demasiado breve para ser resuelto por el equipo, por lo que sólo se 

tiene un límite superior dado por la función de respuesta del equipo. 

 
Fig. 5.8. Mediciones de TCSPC para la especie nitro (hCy−NO2) y amina (hCy−NH2). Los ajustes biexpo-

nenciales se muestran como líneas sólidas. La λexc = 405 nm, λdet (hCy−NO2) = 520 nm, 
λdet (hCy−NH2) = 700 nm. 

 

 Otra conclusión importante derivada de las mediciones de TCSPC es, una vez 

más, el uso de una técnica como herramienta para diferenciar las dos especies fluores-

centes entre sí. Esta metodología cuenta con la ventaja adicional de poder analizar la 

presencia de cada una de las moléculas incluso en una mezcla empleando filtros que 

limiten la longitud de onda de la detección de la emisión y además corroborando la 

identidad de la especie a través de sus tiempos de vida de fluorescencia característicos. 

 Otra característica importante derivada del análisis de TCSPC en la molécula 

hCy−NO2 fue la influencia de la longitud de onda de excitación en contribución de cada 

uno de los tiempos de decaimiento. En la Fig. 5.9 se muestran los datos para el decai-

miento de la especie nitrada después de ser excitada con fuentes de 405 nm y 485 nm. 
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Es importante notar que los dos conjuntos de datos presentan decaimientos biexponen-

ciales. Las líneas de los ajustes para ambos histogramas revelan estas dos etapas. Tam-

bién es posible notar la similitud entre las pendientes de los decaimientos, indicativo 

de compartir un tiempo de vida de fluorescencia semejante. 

  
Fig. 5.9. Decaimientos de fluorescencia de la forma nitro (hCy−NO2) por TCSPC con diferentes longitu-

des de onda de excitación. Los ajustes biexponenciales se muestran como líneas sólidas.  

Los ajustes realizados para las dos condiciones de excitación (Tabla 5.1) revelan 

que los tiempos de vida de fluorescencia son muy cercanos y que la principal diferencia 

entre ellos su amplitud en casa caso. Al excitar con 485 nm el coeficiente del compo-

nente de tiempo corto contribuye en mayor medida al decaimiento total comparado con 

la excitación a 405 nm, del 91.0% al 95.5%. De manera complementaria, la componente 

de tiempo largo tiene una amplitud menor al irradiar con 485 nm. Este tipo de compor-

tamiento ha sido observado anteriormente en sistemas con una gran cantidad de dobles 

enlaces conjugados como compuestos polimetínicos141, ácidos grasos142 y en carotenoi-

des.143 Esta influencia de la longitud de onda de excitación en la amplitud de los tiempos 

de decaimiento en los sistemas mencionados se explica por la presencia de diferentes 

isómeros en el estado basal. Los isómeros son producidos por el giro en los enlaces sen-

cillos presentes en las cadenas polimetínicas. La variedad estructural en el estado basal 

lleva tener poblaciones de moléculas con longitudes de onda de absorción diferentes. 
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Tabla 5.2. Valores para los ajustes de las funciones de decaimiento de la señal de fluorescencia de 

hCy−NO2 con TCSPC. 

λexc %A1 τ1 [ns] %A2 τ2 [ns] 

405 nm 91.0 ≤ 0.07 9.0 2.16 ± 0.01 

485 nm 95.5  0.16 ± 0.04 4.5 2.45 ± 0.01 

  

5.4 Transformación de hCy−N3 fotoinducida 

Una vez que las propiedades fotofísicas de las especies involucradas han sido caracte-

rizadas, es importante demostrar que la molécula obtenida es capaz de transformarse 

al ser irradiada y además generar una especie fluorescente. Los estudios previos, tanto 

teóricos como experimentales, contribuyeron para establecer las condiciones necesa-

rias para evaluar a la molécula hCy−N3 como fluorógeno e identificar el producto fluo-

rescente obtenido. 

5.4.1 Transformación monofotónica 

La demostración de la conversión de hCy−N3 a una especie fluorescente fue demostrada 

empleando un láser continuo de 405 nm como fuente de irradiación y variando el 

tiempo de exposición a éste. La evolución de la transformación se muestra en los espec-

tros de absorción y emisión de la Fig. 5.10 y Fig. 5.11, respectivamente.  

En el espectro de absorción (Fig. 5.10) puede observarse la desaparición progre-

siva de la forma azida al disminuir la intensidad su la banda de absorción característica 

en función del tiempo de irradiación. La intensidad de la banda de absorción tiene una 

disminución importante en tiempos tempranos y más moderada al llegar a 60 o 90 min. 

Esto se puede deber a la generación de especies que también absorben la luz de 405 nm 

y funcionan como pantalla para hemicianina en forma de azida. 
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Fig. 5.10. Espectros de absorción para soluciones de hCy−N3 en MeOH irradiadas a diferentes tiempos 

con un láser de 405 nm. 

Un cambio igual de importante aparece en los espectros de fluorescencia obte-

nidos para cada tiempo de irradiación (ver Fig. 5.11). En este caso notamos la aparición 

de una banda con un máximo en 530 nm. Esta banda aumenta su intensidad al incre-

mentar el tiempo de radiación. El comportamiento observado corresponde con la gene-

ración de una especie fluorescente, con lo que se prueba que la molécula hCy-N3 es 

precursora de un fluoróforo. También se observa un cambio importante en los prime-

ros minutos de irradiación de la solución de la forma azida que parece ser menos mar-

cado en tiempos de irradiación mayores. 

 
Fig. 5.11. Espectros de emisión para soluciones de hCy−N3 en MeOH irradiadas a diferentes tiempos 

con un láser de 405 nm. La λexc = 430 nm. 
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Los cambios observados para ambos espectros de absorción y emisión manifiestan una 

relación entre la cantidad de hemicianina en forma de azida que desaparece con la irra-

diación y la de la especie fluorescente generada. Este resultado indica que la especie 

fluorescente generada se obtiene a partir de la disociación del grupo azida de hCy−N3 y 

la posterior reacción del nitreno intermediario. Como fue mencionado, los cambios me-

nos marcados en tiempos mayores para ambos casos pueden ser ocasionados por ab-

sorción de especies generadas con la ruptura del enlace azida e incluso de la misma 

especie fluorescente generada. 

 Una vez comprobada la capacidad de la azida para convertirse en una especie 

fluorescente al ser irradiada, se buscó evidencia experimental de la participación de 

estados electrónicos excitados superiores en la ruptura del enlace N−N2. Esto con el fin 

de corroborar los resultados de los estudios teóricos sobre la disociación de la hemicia-

nina en forma de azida (ver sección 5.1). Para lograr esta verificación, se irradiaron so-

luciones de hCy−N3 con luz de diferentes longitudes de onda, buscando acceder al 

primer estado excitado o a estados excitados superiores. En los experimentos se empleó 

el mismo flujo de fotones y probabilidades de absorción iguales. Para acceder al estado 

S1 se irradió con una longitud de onda de 460 nm (ver sección 4.6.1) y para estados 

superiores 405 nm. 

 Los resultados de la irradiación a 460 nm y 3.2 μW en la Fig. 5.12(a) muestran 

que no hay un cambio significativo en los espectros de emisión de la muestra después 

ser irradiada por 60 min. Dichos resultados marcan la usencia de trasformación bajo 

estas condiciones de irradiación. Por el contrario, al irradiar soluciones de hemicianina 

en forma de azida con 405 nm y 3.6 μW (Fig. 5.12(b)) se observa un incremento en la 

intensidad de fluorescencia al aumentar el tiempo de exposición a la fuente de luz. Este 

resultado confirma que existe una energía de excitación mínima necesaria para inducir 

la trasformación y que esta energía es superior a la que se requiere para llegar al estado 

S1. Siguiendo esta idea, la ruptura del grupo azida es iniciada en un estado electrónico 

que se encuentra energéticamente por arriba del primer singulete excitado. 
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Fig. 5.12. Espectros de emisión para soluciones de hCy−N3 en MeOH irradiadas a 460 nm (a) y a 

405 nm (b) por diferentes tiempos. La λexc = 430 nm. 

 La irradiación de la muestra con fuentes de luz que promueven una excitación 

monofotónica demostró la capacidad de la molécula hCy−N3 de ser empleada como 

fluorógeno. La cantidad de fluoróforo producido está directamente relacionada con la 

desaparición de la forma azida. La magnitud de la transformación inducida con estas 

fuentes de luz puede ser controlada mediante el tiempo de irradiación, a mayor tiempo, 

mayor transformación fotoinducida. Otro hallazgo importante mostrado en esta sec-

ción fue la dependencia de la transformación de hCy−N3 en función de la longitud de 

onda de excitación. Con este último resultado se confirma que en esta molécula la diso-

ciación del grupo azida es promovida desde estados electrónicos excitados superiores. 

5.4.2 Transformación bifotónica 

Los experimentos de la sección anterior demostraron que es posible inducir una trans-

formación en la hemicianina en forma de azida al absorber un fotón con energía ade-

cuada. Sin embargo, uno de los objetivos principales de este estudio es lograr inducir la 

transformación de hCy−N3 por absorción bifotónica. En esta sección se analizan los re-

sultados de la excitación no-lineal de la azida aromática. 

Los espectros de emisión mostrados en la Fig. 5.13 fueron obtenidos después de irra-

diar soluciones de la hemicianina en forma de azida variando la potencia de un láser de 

800 nm con pulsos de femtosegundos. Una vez más se observa la aparición e incre-

mento de una banda de emisión, lo que comprueba que es posible inducir la trasforma-

ción de hCy−N3 empleando una fuente en el infrarrojo cercano. El espectro de la especie 
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emisiva presenta un máximo en 530 nm al igual que en los espectros de la especie ob-

tenida por absorción monofotónica, la forma del espectro también tiene un máximo en 

520 nm. Esta similitud entre los espectros plantea la obtención del mismo fotoproducto 

con ambas fuentes de luz. La principal diferencia es que esta vez los incrementos están 

relacionados con la intensidad (irradiancia) de la radiación empleada, a mayor intensi-

dad empleada, mayor intensidad de fluorescencia obtenida. 

 
Fig. 5.13. Espectros de emisión de soluciones de hCy−N3 irradiadas con un láser pulsado de 800 nm con 

diferentes intensidades. La λexc = 430 nm. 

 La obtención de la especie fluorescente al emplear una fuente centrada en 

800 nm implica un proceso de excitación no-lineal ya que la molécula no muestra ban-

das de absorción a longitudes mayores a 470 nm (ver Fig. 5.4). Además, se comprobó 

que la disociación se induce al llegar a estados excitados superiores. Esto implica nece-

sariamente la absorción de más de un fotón para lograr proporcionar al sistema la ener-

gía necesaria para causar la fototransformación. 

En capítulos anteriores de expuso la dependencia cuadrática del proceso de ex-

citación bifotónica con la intensidad de la radiación empleada (ver sección 3.1.1.1).55 

Un análisis de la naturaleza del proceso de absorción inducido por el láser pulsado de 

800 nm se presenta en la Fig. 5.14. En este gráfico se presenta el logaritmo de la inten-

sidad  integrasa de la fluorescencia obtenida como función del logaritmo de la intensi-

dad de irradiación empleada. La elección de la fluorescencia del fotoproducto como 
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respuesta se debe a la relación directa que se observó entre la desaparición de la espe-

cie azida y la generación del fluoróforo. Además, la fluorescencia es una técnica más 

sensible y selectiva que la absorción. 

 
Fig. 5.14. Gráfico log-log que relaciona la cantidad de fotoproducto generado como función de la inten-

sidad de la radiación empleada. 

 El gráfico log-log nos permite conocer el número de fotones involucrados en el 

proceso.61 En la Fig. 5.14 se puede observar una relación directamente proporcional 

entre los logaritmos de los parámetros antes mencionados. La pendiente obtenida de la 

regresión lineal de los datos indica que se trata de un proceso que intervienen dos fo-

tones.60,144 Con esta información podemos asegurar que el proceso de disociación de 

hCy−N3 se lleva a cabo por absorción bifotónica empleando una fuente de radiación 

pulsada de 800 nm. 

 De esta manera, es posible afirmar que la molécula hCy−N3 tiene una probabili-

dad considerable de absorber dos fotones de manera simultánea. Este proceso deriva 

en la ruptura del enlace N−N2 y la posterior obtención de un producto fluorescente. El 

que la hemicianina en forma de azida aquí estudiada sea capaz de llevar a cabo una 

transformación inducida de bifotónicamente implica que es posible controlar con gran 

precisión espacial este cambio. Este nivel de control es originado por la dependencia 

cuadrática de la probabilidad de absorción bifotónica con la intensidad de la radiación 

antes mencionada. 
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5.5 Caracterización de los Fotoproductos 

Como se pudo observar en la sección anterior, la hemicianina en forma de azida hCy−N3 

es susceptible de sufrir una disociación inducida por la absorción tanto de uno 

(405 nm) como de dos fotones (800 nm). Además, el nitreno generado en la disociación 

es capaz de reaccionar para generar una especie fluorescente. El siguiente paso es iden-

tificar este producto generado con el fin de conocer el tipo de molécula producida, sus 

propiedades químicas y entender el mecanismo por el cual la especie hCy−N: generó al 

fluoróforo. Conociendo estos datos es posible proponer modificaciones posteriores que 

mejoren ciertas propiedades del sistema. 

 De acuerdo con estudios anteriores, se conocen los posibles productos de la fo-

todisociación de azidas (sección 3.2.1). ).45 A partir de esta información, una primera 

aproximación muy general es analizar el espectro de emisión de la especie obtenida y 

compáralo con las de posibles especies generadas. Los fotoproductos más probables en 

medios próticos y en presencia de oxígeno disuelto en el medio son las formas amina y 

nitro debido a abstracciones de átomos de hidrógeno del disolvente o a reacciones con 

el oxígeno molecular disuelto.  

En el caso de la hemicianina en forma de azida de este estudio, se observó que indepen-

dientemente del tipo de excitación (monofotónica o bifotónica), el producto fluores-

cente obtenido es el mismo. En la Fig. 5.15(a) se muestra el espectro de emisión de la 

especie fluorescente obtenida por la fotodisociación de hCy−N3. El espectro tiene su 

máximo en 530 nm para ambos casos y el ancho de la banda a la mitad del máximo varía 

entre 90−100 nm. De los espectros de emisión de hCy−NH2 y hCy−NO2 (ver Fig. 5.5), 

notamos que la emisión de la amina se encuentra en otra región del espectro compa-

rada con el fotoproducto (680 nm), hay una diferencia de 150 nm respecto a la emisión 

del fotoproducto. Esto nos dice que la especie fluorescente generada mayoritariamente 

después de la irradiación no corresponde a hCy−NH2. 
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Fig. 5.15. Espectro de emisión del fotoproducto generado por la irradiación de hCy−N3 (a) y espectro 

de emisión de hCy-NO2 (b). La λexc = 430 nm. 

 De manera contraria, al comprar el espectro de emisión de la especie fluores-

cente generada y el de la forma nitro (Fig. 5.15(b)), notamos una coincidencia en el má-

ximo en la longitud de banda de emisión. Asimismo, la forma de ambas bandas muestra 

similitudes importantes. El ancho de la banda de emisión de hCy−NO2 es de 83 nm, tam-

bién cercano a la del fotoproducto.  

Esta comparación nos da un punto de partida y ayuda a descartar a hCy−NH2 

como producto final de la fotodisociación. Sin embargo, esta información no es sufi-

ciente para asignar una identidad a la especie fluorescente encontrada. Es necesario 

realizar análisis más detallados que nos muestren propiedades particulares del pro-

ducto fluorescente y así como la presencia o ausencia de otros productos que no pre-

senten fluorescencia. 

5.5.1 Tiempos de vida de fluorescencia 

Después de los experimentos de irradiación y determinar los espectros de absorción y 

fluorescencia estáticos de las soluciones después de ser irradiadas, se buscó una forma 

de corroborar la identidad de la especie fluorescente. A partir de estos espectros se 

pudo descartar a la forma amina como producto principal de la reacción y se propone 

a la forma nitro como posible fotoproducto por la similitud en sus espectros de fluores-

cencia. Una manera de discernir entre dos especies que tienen espectros de fluorescen-

cia similares es analizando sus tiempos de vida de fluorescencia, que tienen valores 

característicos para cada molécula a pesar de emitir en la misma región del espectro. 
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La Fig. 5.16 muestra los datos obtenidos por TCSPC para soluciones de hCy−N3 

irradiadas con un láser de 405 nm por diferentes intervalos de tiempo. Se aprecia que 

la intensidad de la señal crece al aumentar el tiempo de irradiación. Esto es congruente 

con los datos encontrados en los espectros de emisión estáticos. Un mayor número de 

cuentas registradas en el experimento para el mismo tiempo de integración es sinónimo 

de una mayor cantidad de moléculas emisivas. Otra característica común de esta medi-

ción con los experimentos estáticos es que este incremento en el número de cuentas es 

muy marcado en los primeros intervalos de irradiación, pero al llegar a 60 min, este 

aumento es menor en proporción. La explicación para este comportamiento es la misma 

que se expuso en la sección 5.2, después de cierto tiempo de irradiación a 405 nm, el o 

los fotoproductos generados también absorben parte de esa luz, disminuyendo el nú-

mero de fotones disponibles para promover la trasformación de hCy−N3. 

 
Fig. 5.16. Decaimientos de fluorescencia de soluciones de hCy−N3 irradiadas con un láser de 405 nm a 
diferentes tiempos. Los ajustes biexponenciales se muestran como líneas sólidas. La λexc = 485 nm y la 

λdet = 520 nm. 

 Al comparar los datos del decaimiento de fluorescencia de una solución de 

hCy−N3 irradiada por 30 min y un estándar de hCy−NO2 (Fig. 5.17), puede observarse 

una gran similitud entre la forma de los ajustes de ambos conjuntos de datos (líneas 

sólidas). Además de poseer bandas de emisión similares, los decaimientos de fluores-

cencia de ambas especies son prácticamente idénticos. Un análisis visual permite asig-

nar un decaimiento del estado emisivo también similar para ambas especies. 
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Fig. 5.17. Comparación entre los decaimientos de fluorescencia de una solución de hCy−N3 irradiada 

con un láser de 405 nm por 30 min y un estándar de hCy−NO2. Los ajustes biexponenciales se muestran 
como líneas sólidas. La λexc = 485 nm y la λdet = 520 nm. 

 Los datos de las figuras anteriores fueron ajustados a decaimientos biexponen-

ciales que se muestran en la Tabla 5.3. Puede observarse que, al aumentar el tiempo de 

irradiación, los valores de los tiempos de decaimiento de las soluciones irradiadas se 

aproximan a los del estándar de hCy−NO2 hasta coincidir en ambas componentes 

(τ1 ≤ 0.07 ns y τ2 = 2.40 ns). Como se observó en las mediciones anteriores, el tiempo 

de vida τ1 es demasiado breve y el valor está limitado por la función de respuesta del 

equipo. Este acercamiento gradual puede ser ocasionado por las bajas concentraciones 

de fotoproducto a tiempos tempranos, que, para el mismo tiempo de integración de la 

señal, se obtiene una menor señal y aumenta así la incertidumbre en el ajuste como se 

observa en la tabla. 

Tabla 5.3. Valores para los ajustes de los tiempos de vida de fluorescencia de soluciones de hCy−N3 
irradiadas y hCy−NO2 con TCSPC. 

 A1 [kCnts] τ1 [ns] A2 [kCnts] τ2 [ns] 

5 min 2.30 ± 0.40 ≤ 0.07 0.076 ± 0.004 2.76 ± 0.26 

10 min 2.69 ± 0.26 ≤ 0.07 0.041 ± 0.003 2.84 ± 0.11 

30 min 4.47 ± 0.15 ≤ 0.07 0.066 ± 0.003 2.40 ± 0.06 

60 min 6.25 ± 0.18 ≤ 0.07 0.071 ± 0.004 2.40 ± 0.08 

hCy−NO2 4.29 ± 0.02 ≤ 0.07 0.068 ± 0.001 2.40 ± 0.05 
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 Con el análisis de TCSPC es posible demostrar que la especie fluorescente obte-

nida de la fotodisociación de hCy−N3 es la especie nitro, hCy−NO2. Como fue mencio-

nado, este producto puede ser generado a partir de reacciones del nitreno con oxígeno 

disuelto en el medio. Estudios de azidas precursoras de compuestos donador-aceptor 

muestran que en medios próticos como agua o metanol, la generación de la especie ni-

tro puede estar favorecida.42,51 En este caso, las particularidades de la forma nitro como 

su alto rendimiento de fluorescencia permitieron identificarla de manera relativamente 

sencilla. El que esta especie sea el fluoróforo que se produce en mayor medida invita a 

realizar estudios de la fototransformación en ausencia de O2 disuelto en la solución para 

tratar de controlar los productos finales de la fotodisociación de la hemicianina en 

forma de azida. 

5.5.2 Cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas 

Finalmente, una vez comprobado que el único producto que presenta fluorescencia en 

el intervalo del visible obtenido de la fotodisociación de la molécula hCy−N3 es la espe-

cie nitrada, se buscaron y caracterizaron otros posibles productos. La técnica empleada 

para realizar esta caracterización fue cromatografía de líquidos acoplada a un espectró-

metro de masas (HPLC-MS). La técnica permite separara diversos componentes de la 

mezcla de reacción e identificar cada uno de ellos de acuerdo con su patrón de fragmen-

tación característico.  

 Con la finalidad de además analizar la influencia de la presencia de O2 en el medio 

y su relación con la producción de la especie nitro y la especie amina, se analizaron dos 

conjuntos de soluciones de hCy−N3 irradiadas con un láser continuo de 405 nm por di-

ferentes tiempos 30-3600 s. Unas de ellas en las mismas condiciones que en los experi-

mentos anteriores y el otro conjunto fue burbujeado con argón por 10 min para 

desplazar el oxígeno disuelto. Para cada una de las mezclas de reacción se obtuvo un 

cromatograma como el mostrado en el Apéndice 3. En cada uno de estos cromatogra-

mas se identificaron los picos importantes, seleccionados de acuerdo con la cantidad 

presente en la mezcla de reacción. Estas fracciones fueron posteriormente analizadas 

por espectrometría de masas para relacionar cada uno de estos picos con un posible 

producto de la disociación de la azida hCy−N3.  



Resultados y Discusión 

96 
 

La identificación de las especies hCy−N3, hCy−NO2 y hCy−NH2 se realizó al com-

parar con un estándar de las moléculas en concentraciones similares. Se observo la co-

rrespondencia en el tiempo de retención y el patrón de fragmentación obtenido para 

cada fracción. Las otras especies encontradas en la mezcla de reacción fueron identifi-

cadas empleando la masa encontrada para los iones moleculares de las especies además 

de encontrar patrones de fragmentación que corresponden a la perdida de segmentos 

de estas moléculas. 

Las especies relevantes con sus respectivos tiempos de retención y relaciones 

masa/carga de sus iones representativos se muestran en la Tabla 5.4. El pico correspon-

diente a la molécula hCy−N3 aparece con un tiempo de retención de 22.1 min con 

m/z 477 (ion molecular), hCy−NO2 tiene un tret = 26.2 min y se identifica con el ion mo-

lecular unido a un ion Na+ (m/z 503). El pico con tiempo de retención de 14.9 min fue 

identificado como la especie oxima (hCy−NH−OH) con m/z 466 que corresponde al ion 

molecular. La especie que aparece a 24.6 min fue asignada como la forma O-metil oxima 

(hCy−NH−OMe) el valor de m/z 531 está relacionado con el ion molecular unido a un 

ion K+. Este tipo de productos de inserción con el disolvente han sido observados en 

fotodisociaciones de azidas aromáticas. La forma amina tiene un pico con un tiempo de 

retención de 19.6 min y tiene una m/z 473 que corresponde a la molécula unida a un 

ion de Na+. Esta especie sólo se produce en cantidades detectables en las soluciones 

burbujeadas con Ar. Los espectros de masas de cada una de estas especies están conte-

nidos en el Apéndice 3. Existe un pico con tiempo de retención de aproximadamente 

32 min, asignado a fragmentos de hCy−N3 productos de reacciones fotoquímicas, así 

como de su paso por la columna cromatográfica. 

Tabla 5.4. Tiempo de retención (tret) y relación carga-masa (m/z) de las principales especies encontra-
das en soluciones de hCy−N3 irradiadas. 

 tret [min] m/z 

hCy−NH−OH 14.9 466 

hCy−NH2 19.5 473 

hCy−N3 22.1 477 

hCy−NH−OMe 24.6 531 

hCy−NO2 26.2 503 
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 Una vez identificados todos los picos cromatográficos importantes es posible se-

guir la evolución de la transformación de la hemicianina en forma de azida en función 

del tiempo de irradiación. Para las soluciones en presencia y ausencia de Ar se analiza-

ron las áreas relativas de los iones antes mencionados para cada tiempo de irradiación. 

Cabe destacar que estás áreas representan un análisis cualitativo del comportamiento 

de las diferentes especies. La magnitud de las señales está relacionada con la eficiencia 

en la detección de cada analito por el equipo. 

 En la Fig. 5.18 se muestran los resultados de los experimentos sin tratamiento 

con Ar. Puede notarse una importante disminución en el área del pico de hCy−N3 en 

22.1 min en función del tiempo de irradiación. Por otra parte, la especie oxima (tret = 

14.6 min) aparece y tiene un incremento considerable en su área al aumentar el tiempo 

de irradiación. El pico de la forma hCy−NO2 con un tiempo de retención de 26.2 min 

muestra una aparición muy rápida seguida de un aumento en el área al incrementar la 

el tiempo de irradiación. La señal de la especie O-metil oxima (tret = 24.6 min) está pre-

sente incluso en la solución sin irradiar y disminuye con la exposición a la luz. Esto su-

giere que la especie no es generada como producto final de la fotodisociación, si no que 

se genera durante su paso por la columna debido a las condiciones de presión a las que 

es expuesta. 

 
Fig. 5.18. Cambio en las áreas de los picos cromatográficos relevantes para soluciones de hCy−N3 irra-

diadas a diferentes tiempos. hCy−NH−OH (tret = 14.9 min, m/z 466), hCy−N3 (tret = 22.1 min, m/z 476), 

hCy−NH−OMe (tret = 24.6 min, m/z 531), hCy−NO2 (tret = 26.2 min, m/z 503). 
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 En el caso de las soluciones burbujeadas con Ar, la Fig. 5.19 también muestra la 

evolución del proceso y el cambio en las cantidades relativas de las especies encontra-

das. Las tendencias generales son las mismas que las encontradas para las soluciones 

no tratadas, el pico de la forma azida (tret = 22.1 min) disminuye constantemente con el 

tiempo de irradiación. El comportamiento de las formas hCy−NH−OH (tret = 14.6 min) y 

hCy−NH−OMe (tret = 24.6 min) también es similar al mostrado para la anterior serie de 

experimentos, la cantidad de oxima producida aumenta en función del tiempo de irra-

diación y la forma O-metil oxima desaparece gradualmente al irradiar las soluciones. Al 

tener el mismo comportamiento que en el caso anterior, el origen de las formas 

hCy−NH−OH y hCy−NH−OMe también puede ser explicado con reacciones de inserción 

del nitreno con el disolvente después de la irradiación o en la columna cromatográfica. 

La especie nitro también aparece con un pico a tiempo de retención característico para 

este sistema de 26.2 min cuya área aumenta ligeramente con el tiempo de irradiación. 

La principal diferencia en este grupo de soluciones es la aparición de un pico a un 

tiempo de retención de 19.5 min que fue identificado como la especie amina. La inten-

sidad de este pico sólo es detectable después de más de 20 min de irradiación. 

 
Fig. 5.19. Cambio en las áreas de los picos cromatográficos relevantes para soluciones de hCy−N3 bur-

bujeadas con Ar e irradiadas a diferentes tiempos. hCy−NH−OH (tret = 14.9 min, m/z 466), hCy−NH2 (tret = 

19.5 min, m/z 473), hCy−N3 (tret = 22.1 min, m/z 476), hCy−NH−OMe (tret = 24.6 min, m/z 531), hCy−NO2 

(tret = 26.2 min, m/z 503). 
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 Los resultados obtenidos mediante la cromatografía de líquidos acoplada a la 

espectrometría de masas revelan una dinámica más compleja para la disociación foto-

inducida de la azida hCy−N3 y las posteriores reacciones del nitreno generado. Se co-

rroboró la presencia de la forma nitro entre los productos de la mezcla de reacción. Esta 

información, aunada a los análisis anteriores indican que hCy−NO2 es la especie alta-

mente fluorescente obtenida de la transformación del fluorógeno hCy−N3. La otra espe-

cie generada significativamente a partir de reacciones con nitreno es la oxima 

correspondiente (hCy−NH−OH). Sin embargo, este tipo de moléculas no presentan una 

absorción o fluorescencia significativas en la región del visible.145 Se confirmó también 

que es posible la obtención de la especie hCy−NH2 bajo ciertas condiciones que desfa-

vorezcan la formación de hCy−NO2. Este estudio también mostró que es posible modi-

ficar el tipo de fotoproductos obtenidos y su distribución al cambiar las condiciones del 

medio en las que se lleva a cabo la irradiación. Esto muestra la versatilidad de la molé-

cula y da herramientas para su uso también como una especie de sensor. 

5.5.3 Rendimiento de la producción del fluoróforo 

Una vez que hCy−NO2 fue identificado como el fluoróforo obtenido, se puede determi-

nar el rendimiento en su producción por la transformación fotoinducida de hCy−N3. 

Para lograr este objetivo se realizó una curva de calibración con espectrometría de fluo-

rescencia con un estándar del compuesto nitrado. La fluorescencia fue elegida para 

cuantificar a la especie debido su sensibilidad y al elevando rendimiento de fluorescen-

cia de la forma nitro que evita interferencias importantes de otras especies presentes 

en la solución posterior a la irradiación 

Posteriormente, se irradiaron soluciones de hCy−N3 10−5 M con un láser conti-

nuo de 405 nm por diferentes tiempos y se midieron las intensidades de fluorescencia. 

El número de fotones absorbidos fue aproximado midiendo la potencia de láser antes y 

después de la celda con la solución y considerando su longitud de onda. 

La cantidad de hCy−NO2 producida y los fotones absorbidos en cada evento se 

presentan en la Tabla 5.5. La cantidad de especie nitro incrementa con la cantidad de 
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fotones absorbidos. A partir de estos datos es posible estimar la proporción de molécu-

las que se transforman en la forma nitro después de que las moléculas de hCy−N3 ab-

sorben luz.  

Tabla 5.5. Concentración de hCyNO2 producido por diferentes tiempos de irradiación. 

Tiempo de 
irradiación 

[min] 

[hCy−NO2] 
[M] / 10−7 

hCy−NO2 
[mol] / 10−10 

Fotones 
absorbidos 

[mol] / 
10−6 

1 2.0 4.1 0.9 

2 2.9 5.9 1.8 

10 3.2 6.4 8.9 

30 3.4 7.4 26.8 

 

El rendimiento encontrado para este proceso fue de ΦNitro = 1 ⨯ 10−4. Este valor 

indica que la cantidad de moléculas fluorescentes generadas por evento de excitación 

es pequeña. Una explicación para el rendimiento de la obtención de la especie nitro está 

en el proceso mismo de disociación. Como se explicó antes en este capítulo, el estado 

electrónico excitado que promueve la disociación es el S2 (ver sección 5.1). Los estados 

electrónicos excitados superiores suelen desactivarse por procesos de conversión in-

terna ultrarrápidos (10−14−10−12 s) hasta llegar al estado S1.1,89,91 La posibilidad de que 

una vez en el estado S2 hCy−N3 siga el camino disociativo entra en competencia con la 

desactivación no radiativa hacia el S1. Otro factor que influye es la reactividad del ni-

treno generado con la ruptura del enlace N−N2. Esta especie es muy reactiva y poco 

selectiva, dando origen a diferentes productos como los determinados en la sección an-

terior por HPLC-MS. No obstante, la magnitud de este rendimiento resulta útil en es-

quemas que buscar inducir la transformación solamente en unas pocas moléculas a la 

vez como el caso de la microscopía de súper-resolución, una de las potenciales aplica-

ciones para las que fue diseñado el sistema. 
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5.6  Fototransformación del sistema Punto cuántico-Azida 

Con los experimentos y análisis anteriores se ha obtenido información acerca de las 

propiedades de hCy−N3 como fluorógeno activado bifotónicamente y de los productos 

generados por su fotodisociación. Esos resultados sirven como base para cumplir un 

objetivo importante de este trabajo, la síntesis y formación de un sistema que involucra 

a una molécula orgánica y un punto cuántico (QD) como antena bifotónica. La elección 

adecuada del punto cuántico depende de ciertos parámetros dados por la hemicianina 

en forma de azida. Propiedades como la energía necesaria para inducir la transforma-

ción, la afinidad para permanecer unida al nanocristal y la solubilidad de la molécula 

definen el tipo de punto cuántico empleado. 

La condición más importante (según el mecanismo de Förster) que cumplir para 

tener una antena que transfiera energía de manera eficiente es que la energía de la emi-

sión de esta especie donadora coincida con la energía de absorción que promueve la 

transformación de hCy−N3. Como ha sido comprobado anteriormente, esta energía co-

rresponde a estados electrónicos excitados superiores de la azida. Tomando como base 

la longitud de onda de la fuente que ha ocasionado la disociación del enlace N−N2, se 

eligieron puntos cuánticos con bandas de emisión cercanas a 400 nm. 

5.6.1 Formación del complejo punto cuántico/fluorógeno 

De entre la gran cantidad de opciones de QD con las propiedades emisivas mencionadas 

anteriormente, se eligieron los formados por sulfuro de cadmio (CdS) con un diámetro 

de 2.5 nm. Otra razón de la elección de este tipo de nanocristales es que poseen coefi-

cientes de absorción bifotónica considerables (1 ⨯ 104 GM).71,107 Los espectros de ab-

sorción y emisión de estos QDs aparecen en la Fig. 5.20. La forma del espectro de 

absorción es característica de puntos cuánticos, presenta una banda de absorción para 

la primera transición en 396 nm. La estructura del espectro está asociada a transiciones 

electrónicas a diferentes estados electrónicos. La banda de emisión presenta la estre-

chez que caracteriza a los QDs con un máximo aparece en 410 nm. 
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Fig. 5.20. Espectros de absorción y emisión de puntos cuánticos de CdS empleados en este estudio. La 

λexc = 360 nm. 

 Una comparación entre el espectro de emisión de los QDs de CdS y la de absor-

ción de la azida hCy−N3 aparece en la Fig. 5.21. El traslape entre de ambos espectros es 

completo en la región donde se encuentran los estados electrónicos superiores del 

fluorógeno. Esto, garantiza una buena transferencia de energía al fluorógeno conside-

rando este parámetro. 

 
Fig. 5.21. Comparación de los espectros de absorción de hCy−N3 y emisión de los puntos cuánticos de 

CdS (QDs). 

A partir de e los espectros anteriores podemos concluir que el punto cuántico 

cuenta con bandas de absorción a las que puede accederse mediante absorción bifotó-

nica con una fuente de 800 nm. En cuanto a su espectro de emisión, desde el punto de 
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vista energético, el QD se sitúa en una condición apta para transferir energía eficiente-

mente a la hCy−N3. Empero, otros parámetros deben ser considerados en el proceso, 

uno de los más importantes es la distancia entre los momentos dipolares de transición 

de ambas especies. El diseño del fluorógeno también indica que esta condición se cum-

plirá para las moléculas unidas a la superficie del punto cuántico mediante el grupo 

sulfonato que pende del átomo de nitrógeno del anillo de naftotiazol (Fig. 4.1).  

5.6.2 Transformación bifotónica con transferencia de energía 

Una vez formados los complejos de hCy−N3 con los puntos cuánticos de CdS se evaluó 

la capacidad de éstos de inducir la disociación del enlace azida al ser irradiados con un 

láser de 800 nm pulsado en femtosegundos. El uso de dicha fuente de luz implica que el 

proceso tiene lugar por la absorción simultánea de dos fotones. Una vez más, la res-

puesta empleada para evaluar la reacción fue la fluorescencia de la especie producida. 

El aumento en la intensidad de los espectros de emisión obtenidos de la irradiación del 

sistema hCy−N3/QD-CdS se muestra en la Fig. 5.22. Para estas condiciones de irradia-

ción existe una relación entre la intensidad de radiación y la especie fluorescente pro-

ducida. El espectro de fluorescencia observado presenta un máximo en 530 nm al igual 

que en los experimentos con la molécula hCy−N3 aislada. La forma de la banda también 

es similar a la encontrada en la producción de la forma nitro (Fig. 5.13). Posee un má-

ximo cerca de 530 nm. A partir de esta información se puede inferir que en este caso la 

especie fluorescente obtenida también es la especie nitrada. 

 
Fig. 5.22. Espectros de emisión de soluciones de hCy−N3/QDs irradiadas con un láser pulsado de 

800 nm a diferentes intensidades. La λexc = 430 nm. 
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El espectro del fluoróforo hCy−NO2 en la solución con el composito tiene una 

banda ligeramente más ancha (FWHM 150 nm, contra 110 nm de hCy−NO2) que en los 

experimentos con la azida aislada. Este cambio puede ser ocasionado por la interacción 

con el punto cuántico y las especies en su periferia. La energía del estado con trasferen-

cia de carga generado con la excitación de la forma nitro es sensible a diferencias en el 

medio.139,140 Cada molécula estabilizará su estado excitado en mayor o menor medida 

de acuerdo con sus interacciones con el disolvente, la superficie del punto cuántico y 

los surfactantes unidos a él. Esta inhomogeneidad energética redunda en emisiones con 

un mayor intervalo de longitudes de onda. 

En este caso, al igual que con la azida aislada, es necesario corroborar que en el 

proceso de disociación están involucrados dos fotones. El gráfico log-log (Fig. 5.23) 

muestra una dependencia entre la producción de fluoróforo y la intensidad de la radia-

ción. En este caso, la pendiente obtenida también indica que se trata de un proceso de 

excitación bifotónica. El valor de la pendiente ligeramente menor a 2 puede deberse a 

que los puntos cuánticos también presentan varios canales de desactivación del estado 

excitado además de la trasferencia de energía. Estos canales tanto radiativos como no 

radiativos se encuentran en competencia cinética. Como fue mencionado anterior-

mente, la eficiencia cada uno de estos canales depende de la constante de rapidez aso-

ciada a ellos. 

 
Fig. 5.23. Gráfico log-log que relaciona la cantidad de fotoproducto generado como función de la inten-

sidad de la radiación empleada en el sistema hCy−N3/QD. 
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También es importante considerar que el sistema hCy−N3/QD-CdS se encuentra en 

equilibrio dinámico. Si bien hay una tendencia del complejo a permanecer enlazado, en 

el medio existen QDs sin azida unida y también aparecerán algunos con varias molécu-

las hCy−N3 adsorbidas. Una vez más, la distribución de diferentes condiciones para el 

mismo sistema ocasiona estas variaciones. 

5.6.3 Influencia de la concentración de puntos cuánticos 

Siguiendo con el planteamiento mencionado en la sección anterior, el complejo formado 

por la hemicianina en forma de azida y los puntos cuánticos está en un equilibrio de 

asociación dinámico debido a que la unión entre ambas especies es mediante atraccio-

nes electrostáticas.64,75,146 A pesar de que la fuerza de atracción es grande, el sistema 

puede formarse y disociarse constantemente. Además, el QD es capaz de asociarse con 

más de una hemicianina a la vez, debido al número de sitos con átomos de Cd expuestos. 

Este equilibrio de asociación entre un QD y varias moléculas de hCy−N3 está regulado 

por la concentración relativa de ambas especies. 

La influencia de las asociaciones entre las especies influye directamente en el 

proceso de trasferencia d energía desde el punto cuántico a la azida. Además del tras-

lape entre los espectros de emisión del QD y la energía de los estados superiores de 

hCy−N3, otro factor con un gran impacto en la eficiencia de la transferencia de energía 

es la distancia entre los momentos dipolares de transición de las moléculas involucra-

das. De esta manera, la transferencia de energía se dará con una eficiencia mayor en los 

fluorógenos unidos directamente al punto cuántico. 

Tomando en cuenta esta variable en el sistema, se evaluó la influencia de la con-

centración de QDs de CdS en el rendimiento de producción de hCy−NO2. En este con-

junto de experimentos se irradiaron soluciones con la misma cantidad de hCyN3 con 

diferentes concentraciones de QD-CdS con un láser pulsado centrado en 790 nm y se 

midió su respectivo aumento en la intensidad de fluorescencia. Se analizó la relación 

entre la concentración de azidas respecto a la de puntos cuánticos y el aumento en la 

intensidad de fluorescencia respecto a un blanco con la molécula en ausencia de QDs. 



Resultados y Discusión 

106 
 

En la Fig. 5.24 se muestran estas relaciones entre las concentraciones de ambas 

especies y la cantidad relativa de fluoróforo producido. Para concentraciones bajas de 

QDs (60:1 hCy−N3/QD) existe un ligero aumento en la intensidad de fluorescencia de 

hCy−NO2, entre 1.1 y 1.4 veces comparado con la azida aislada. Al seguir incrementando 

la concentración de puntos cuánticos se alcanza un máximo cuando existen aproxima-

damente 15 hemicianinas por cada punto cuántico, en este punto el rendimiento en la 

producción de fluoróforo es 1.8 veces mayor que cuando se tiene la molécula aislada. 

Por último, al alcanzar un régimen de concentraciones altas de QDs la producción del 

fluorógeno se abate drásticamente. En regímenes con menos de 5 moléculas de hCy−N3 

por QD hay incluso una menor producción de forma nitro que con la azida aislada. 

 
Fig. 5.24. Relación entre la intensidad de fluorescencia de hCy−NO2 producido por la irradiación 

(800 nm) del composito hCy−N3/QDs y la azida aislada en función de la relación entre las concentracio-
nes de hemicianina en forma de azida y puntos cuánticos. La λexc = 480 nm y λdet = 520 nm. 

 Como era esperado, el incremento gradual en la concentración de puntos cuán-

ticos causa una mayor producción de fluorógeno por transferencia de energía debido a 

las mejores capacidades de absorción bifotónica de los QDs, que hacen que los eventos 

de excitación no-lineal sean más probables. El que un número muy grande de puntos 

cuánticos redunde en un decremento en la obtención del fluoróforo puede tener varias 

causas, una de ellas es que en estas condiciones es más probable que existan puntos 

cuánticos sin alguna hemicianina adsorbida a la cual ceder su energía, desactivándose 

por otros canales y ejerciendo un efecto de apantallamiento sobre otros nanocristales.  
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La evaluación de los sistemas punto cuántico/azida demostró la capacidad del 

QD como antena bifotónica incrementando la cantidad de fluoróforo generado en com-

paración con la molécula. También se encontró que en estas condiciones la especie fluo-

rescente obtenido también se trata de la forma nitro, esto indica que ni la fotoquímica 

ni la reactividad del nitreno se ven modificadas por la presencia del punto cuántico. Por 

último, se descubrió la importancia de la proporción entre hemicianinas y puntos cuán-

ticos en la producción de hCy−NO2.  

A lo largo de este capítulo se han analizado las propiedades fotoquímicas y foto-

físicas de la hemicianina en forma de azida que fue diseñada en este estudio y del com-

posito formado por esta molécula y puntos cuánticos de sulfuro de cadmio. Con los 

resultados mostrados aquí se comprobó la capacidad de la molécula hCy−N3 como 

fluorógeno y se caracterizaron los productos obtenidos después de la fotodisociación 

del grupo azida. Estas especies son obtenidas de las reacciones entre el nitreno gene-

rado con disolvente o con O2 disuelto en el medio. Para esta molécula, las reacciones 

con el nitreno resultan en las formas oxima, nitro y, en pequeñas proporciones, amina. 

De entre estas modificaciones del grupo azida, la forma nitro es la especie fluorescente 

que se produce en mayor proporción. El elevado rendimiento de fluorescencia de 

hCy−NO2 se explicó mediante estudios computacionales por el bloqueo del canal de des-

activación del cruce entre sistemas. Este producto fue obtenido en las diferentes condi-

ciones de irradiación de la molécula aislada y del composito. Los QDs demostraron su 

función como antenas bifotónicas aumentando la producción del fluoróforo hasta en un 

80%. Este estudio abre una posibilidad para diseñar sistemas híbridos molécula-punto 

cuántico con mejores capacidades para llevar acabo absorción bifotónica. 



Conclusiones 

108 
 

6. Conclusiones 

En este último capítulo se presentan las conclusiones a las que se llegaron en esta tesis 

enfocada al estudio de la evaluación de un sistema azida aromática/punto cuántico 

como fluorógeno. 

 Se obtuvo una molécula basada en un esqueleto de hemicianina con un grupo 

azida (hCy−N3) precursor de un compuesto “donador-aceptor” altamente fluorescente. 

El grupo −N3 es el responsable de la transformación al disociarse después de la irradia-

ción. El diseño del compuesto también permite su solubilidad en disolventes polares y 

la unión electrostática a puntos cuánticos (QDs) de CdS. 

 A partir de los experimentos de conversión monofotónica se encontró que la 

cantidad de fotoproducto generado puede controlarse con el tiempo o potencia de irra-

diación. Al aumentar el tiempo de exposición de hCy−N3 a la radiación UV, se genera 

una mayor cantidad de la especie fluorescente. La tendencia es la misma al variar la 

potencia. El rendimiento de la producción del fluoróforo fue de 1.4 x 10−4, ideal para 

activar unas pocas moléculas a la vez. 

 Se comprobó la capacidad de la molécula hemicianina en forma de azida de ab-

sorber dos fotones de manera simultánea para acceder a estados electrónicamente ex-

citados. La irradiación de hCy−N3 con un láser pulsado de 800 nm demostró la 

dependencia cuadrática de la cantidad de fluoróforo producido en función de la inten-

sidad del láser. La absorción bifotónica presentada por la molécula permite explorar un 

esquema de fototransformación localizado con una precisión que puede llegar a dece-

nas de nanómetros.  

 La irradiación de hCy−N3 a diferentes longitudes de onda (460 nm y 405 nm) 

demostró la necesidad de acceder a estados excitados superiores para llevar a cabo la 

disociación del enlace −N−N2 del grupo azida.  

Los estudios computacionales corroboraron al S2 como estado disociativo de 

acuerdo con la redistribución de la densidad electrónica ocasionada por la transición 
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electrónica.Las curvas de energía potencial calculadas también muestran un favoreci-

miento energético en S2 con la liberación de N2. 

La participación de estados superiores en la ruptura del enlace explica el valor 

del rendimiento de producción de la especie nitro. Además, la condición de llegar a este 

estado para que la transformación se lleve a cabo brinda una mayor fotoestabilidad a la 

molécula y permite un manejo más simple de esta.  

Con ayuda de los análisis de conteo de fotones individuales correlacionados en 

tiempo se pudo establecer que la especie fluorescente generada fue la forma nitro 

(hCy−NO2) debido a la coincidencia en la longitud de onda de emisión y los tiempos de 

vida de fluorescencia (τ1 ≤ 70 ps, τ2 = 2.4 ns).  

Con los resultados de la cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de 

masas fue posible confirmar la formación de hCy−NO2 encontrando señales caracterís-

ticas del compuesto en soluciones de hCy−N3 irradiadas. Con esto se confirmó que me-

diante estas técnicas es posible identificar los fotoproductos de la disociación de la 

azida hCy−N3.  

Las condiciones del medio afectan la distribución de productos generados des-

pués de la irradiación con luz ultravioleta. Además de la forma nitro, otras especies son 

obtenidas por reacciones con el nitreno después de la ruptura del grupo azida como la 

forma oxima (hCy−NH−OH). En ausencia de oxígeno disuelto en la solución irradiada, 

la presencia de estos productos aumenta, principalmente la de la especie oxima y la 

generación de la forma amina (hCy−NH2) en pequeñas proporciones. Estos resultados 

también dan un indicio de otra manera de controlar el resultado final de la fotodisocia-

ción a través de cambios en el entorno de la reacción. 

 La fluorescencia atípicamente alta de hCy−NO2 (ΦF = 0.7) puede explicarse me-

diante la ausencia del canal de desactivación de cruce entre sistemas. Los estudios 

computacionales muestran la falta de un triplete aceptor (n → π*) con energía cercana 

o ligeramente menor al estado emisivo (S1).103,104,136,137  
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La naturaleza “donador-aceptor” del compuesto nitrado promueve la formación 

de un estado de trasferencia de carga tras la excitación electrónica. El metanol, al ser un 

disolvente polar, logra la estabilización de este estado excitado, disminuyendo la ener-

gía del sistema y permitiéndole desactivarse por la emisión de un fotón. 

 La unión de moléculas de hemicianina en forma de azida a QDs de CdS provoca 

un aumento en la producción de la especie fluorescente posterior a la excitación bifotó-

nica. La influencia de los puntos cuánticos se observó al comparar el resultado de irra-

diar soluciones de hCy−N3 y del composito hCy−N3/QDs-CdS con un láser pulsado 

(150 fs, 800 nm). 

A partir de estos experimentos se encontró que la relación óptima puntos cuán-

ticos/azida para incrementar la producción de fluoróforo es alrededor de 1:12. Em-

pleando esta proporción se logra un aumento casi dos veces en la obtención del 

compuesto nitro.  

Este trabajo muestra una molécula orgánica pequeña que posee una alta capaci-

dad para llevar a cabo una transformación inducida por excitación no-lineal. Dicho cam-

bio puede ser mejorado al incorporar una antena con mejores capacidades como 

absorbedor bifotónico. 

Las herramientas proporcionadas por el sistema aquí presentado pueden ayu-

dar a superar limitaciones en el uso de fluorógenos como la posibilidad de transformar 

moléculas en diferentes planos de una muestra biológica, una matriz polimérica e in-

cluso un cristal. El esquema propuesto en esta tesis sirve como modelo para el diseño 

de mejores fluorógenos formados por sistemas compuestos que puedan ser activados 

selectivamente tanto espectral como espacial y temporalmente. 

El composito azida/punto cuántico representa un prototipo como fluorógeno ac-

tivado bifotónicamente. El sistema hCy−N3/CdS-QD motivo de esta tesis puede ser po-

tencialmente empleado como generador de marcadores fluorescentes ya sea en medios 

biológicos o en materiales como matrices poliméricas. El gran control en tres dimensio-

nes del volumen donde la transformación ocurre, abre la posibilidad de reconstruir 

imágenes detalladas de estructuras subcelulares.  
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Además de las ventajas de la localizabilidad de la transformación, la excitación 

bifotónica brinda la posibilidad de emplear longitudes de onda diferentes para inducir 

la trasformación y la posterior identificación de las moléculas fluorescentes generadas. 

En el caso de la azida aromática diseñada en este trabajo, ya que la ruptura del enlace 

sucede en el estado S2, se puede emplear una fuente de luz menos energética (longitu-

des de onda mayores a 460 nm) para observar la fluorescencia del compuesto nitro ob-

tenido. Este esquema empleando dos fuentes de luz es usado en dispositivos de 

almacenamiento de información ópticos teniendo una longitud de onda de escritura y 

otra de lectura. 

Si bien es cierto que el sistema avaluado en este trabajo es un prototipo de un 

modelo de excitación indirecta, proporciona los elementos constitutivos para la futura 

síntesis de nuevos compuestos que sigan este esquema. El modelo punto cuán-

tico/azida puede ser implementado no sólo en la obtención de nuevos fluorógenos, si 

no en la activación de otro tipo de interruptores moleculares. La transferencia de ener-

gía desde el punto cuántico puede desencadenar otro tipo de procesos como isomeri-

zaciones, formación de enlaces, entre otros procesos fotoquímicos. La versatilidad y 

entonación de las propiedades luminiscentes de los puntos cuánticos permite encon-

trar los adecuados para activar diferentes sistemas moleculares. Esto abre un campo 

aún mayor para el uso de puntos cuánticos como antenas bifotónicas eficientes. 
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Apéndice 1. Oscilador de Ti:Zafiro 

Uno de los avances más importantes en el campo de la generación de láseres pulsados 

ha sido el desarrollo de óxido de aluminio dopado con titanio (Ti:Al2O3, Ti:Zafiro) como 

medio de ganancia. En el cristal, los estados basal y excitado están fuertemente acopla-

dos a modos vibracionales del zafiro, lo que provoca un ensanchamiento homogéneo de 

la banda de emisión de hasta 200 nm (700 nm – 900 nm).1  

El método para la generación de los pulsos es por amarre de modos, por lo que es 

necesaria una gran cantidad de modos longitudinales coexistiendo en la cavidad. En 

este caso, la técnica empleada para lograr el amarre de modos es utilizando el efecto de 

autoenfoque de Kerr,2 que se basa en la dependencia del índice de refracción de un ma-

terial, n, respecto a la intensidad de la radiación. Para radiación con perfil de intensidad 

gaussiano, la distribución espacial del índice de refracción es: 

𝑛(𝑟) = 𝑛0 +
1

2
𝑛2𝐼(𝑟), 𝐼(𝑟) = 𝑒−𝑔𝑟2

, (A1.1) 

donde g es un parámetro de la forma y r es la distancia transversal desde el centro del 

haz, en la Fig. A1.1 se representa la distribución del índice de refracción para un haz 

gaussiano. 

 
Fig. A1.1. Distribución de la intensidad de un haz gaussiano en uno de sus ejes (a). Variación del 

índice de refracción asumiendo la propagación en el eje x. 

En la Fig. A1.1 se observa que el índice de refracción cambia de acuerdo con el 

signo del índice de refracción no lineal. Para un haz gaussiano, si n2 > 0, el índice de 

refracción es máximo en el centro de la distribución y disminuye en los extremos. 
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El lente ahora formado por el efecto Kerr, enfoca el haz óptico mientras se propaga 

por el ancho del material (autoenfoque de Kerr). La Fig. A1.2 muestra el enfoque de un 

haz láser al atravesar un medio. El enfoque se detiene cuando el diámetro del haz es lo 

suficientemente pequeño como para que la difracción sea más importante que el efecto 

Kerr.2  

 
Fig. A1.2. Autoenfoque de un haz láser en un medio con n2 positivo. 

El principio para el amarre de modos utilizando el efecto Kerr es conocido como 

auto-amarre, ya que el material de Kerr es el mismo cristal que genera la radiación lá-

ser. El método no requiere de otro elemento para que el amarre suceda. Al colocar dos 

espejos que hagan pasar el haz varias veces por el medio activo, el proceso de pérdida 

y amplificación se repite, causando que los modos vibracionales coexistan suficiente 

tiempo para causar el fenómeno de interferencia destructiva y constructiva, generando 

en un lapso muy corto un pulso de luz. 

La generación de pulsos ultracortos por amarre de modos empleando un medio 

de Kerr provee de ventajas como una mayor ganancia debido al autoenfoque, ya que la 

intensidad llega a ser mucho más alta causada por el enfoque del haz en la cavidad, que 

permite la salida sólo de haces con suficiente energía, generando pulsos muy breves, 

dependientes de la cantidad de modos que coexisten en la cavidad y la intensidad del 

haz enfocado en el medio de Kerr. El esquema del oscilador de Ti:Zafiro y sus principa-

les componentes se muestran en la Fig. A1.3.1 
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Fig. A1.3. Diagrama de los componentes principales de un láser de Ti:Zafiro 

Los sistemas de Ti:Zafiro, como el empleado para la realización de este trabajo, 

son capaces de generar pulsos de alrededor de 150 fs de duración, con una frecuencia 

de repetición de 100 MHz y energía por pulso de aproximadamente 3 nJ. 

Amplificador Regenerativo de Pulsos 

Los pulsos ultracortos obtenidos del oscilador presentan la desventaja de poseer 

muy poca energía, por lo que es necesario amplificarlos. El amplificador regenerativo 

permite aumentar la energía de los pulsos provenientes del oscilador hasta aproxima-

damente 0.65 mJ/pulso manteniendo casi intactas las propiedades espectrales y tem-

porales del pulso. 

El sistema para amplificar los pulsos consta de tres componentes, el expansor de 

pulsos ultracortos, la cavidad de amplificación de pulsos y el compresor de pulsos.3  

Expansor de Pulsos 

El ensanchamiento temporal del pulso previo a la amplificación de este es nece-

sario debido a que la amplificación directa de los pulsos ultracortos genera potencias 

pico muy grandes, capaces de dañar elementos de la cavidad de amplificado, entre ellas 

el medio activo.3 Una vez realizada la expansión del pulso, es posible regresarlo a su 

duración original mediante un sistema compresor de pulsos, que se describirá más ade-

lante. 
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Los principales elementos del expansor, mostrados en la Fig. A1.4, son una rejilla 

de difracción donde se dispersan las componentes espectrales. Mediante el uso de es-

pejos y lentes se logra que las de menor longitud de onda recorran una mayor distancia 

después de varias difracciones, lo que genera que las componentes del pulso salgan en 

tiempos diferentes, teniendo como resultado un pulso de mayor duración, aproximada-

mente 1000 veces la duración de entrada.1  

 
Fig. A1.4. Esquema del arreglo del expansor de pulsos ultracortos. 

 

Amplificador de Pulsos 
El amplificador es capaz de aumentar de manera eficiente la energía de los pulsos 

hasta en un factor de 106. La idea general del proceso, mostrado en la Fig. A1.5, es que 

uno de los pulsos proveniente del oscilador entra en el amplificador debido a su polari-

zación. El pulso queda atrapado en el sistema y es amplificado en cada paso por el cris-

tal, el cual es “bombeado” por otro láser. Al pasar por el medio de ganancia, el pulso 

gana cada vez más energía (10-20 ciclos). Cuando el aumento en la energía es suficiente, 

el pulso de luz es extraído de la cavidad debido al cambio en su polarización.1 
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Fig. A1.5. Esquema del amplificador regenerativo, se muestran los componentes: espejos (E), 

retardador de fases (λ/4), celdas Pockels (CP) y polarizador (P). 

Compresor de Pulsos 
Una vez amplificado el pulso, es necesario reconstruirlo temporalmente a su du-

ración inicial para su uso en la espectroscopía con resolución temporal. Este proceso es 

realizado mediante un arreglo que se muestra en la Fig. A1.6. 

 
Fig. A1.6. Diagrama de los componentes del compresor de pulsos. 

El proceso es el inverso a la expansión, en el sistema se utilizan dos rejillas de 

difracción dispuestas de tal manera que las componentes espectrales con longitud de 

onda mayor recorren una mayor distancia que las de menor longitud de onda. El uso de 

la segunda rejilla provoca la cancelación de los efectos de velocidad de dispersión de 

grupo y con ello reduce la duración temporal del pulso. La velocidad de dispersión de 

grupo se refiere a la diferencia en la velocidad de las diferentes componentes de una 

onda electromagnética al atravesar un medio.3  

Referencias 
1. Rulliere, C. Femtosecond laser pulses. (2005). 
2. Danaie, M. & Kaatuzian, H. Design and simulation of an all-optical photonic crystal AND gate 

using nonlinear Kerr effect. Opt. Quant. Electron. 44, 27–34 (2012). 
3. Abramczyk, H. Introduction to laser spectroscopy. (2005).  
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Apéndice 2. Síntesis y Caracterización 

En este apartado se abordarán detalladamente los pasos necesarios para obtener el sis-

tema diseñado de azida en forma de hemicianina. Además, se presenta la caracteriza-

ción espectroscópica de cada uno de los productos intermedios y del producto final. Los 

espectros de RMN 1H fueron tomados en un espectrofotómetro de 300 MHz Unity de 

Varian en DMSO-d6 con tetrametilsilano como estándar interno. Los datos son reporta-

dos como desplazamiento químico (multiplicidad, constantes de acoplamiento y nú-

mero de protones). Los puntos de fusión fueron medidos con un aparato Fisher-Jones y 

no están corregidos.  

Síntesis de 2-(4-(4-nitrofenil)buta-1,3-dien-1-il)-1-(1-sulfonato)propilnafto[1,2-d]tiazo-

lio [hCy−NO2] 

 

 

 

Para lograr la síntesis de hCy−NO2 se llevó a cabo una síntesis partiendo del 4-nitroci-

namaldehído y la sal del metil-1-(3-sulfopropil)nafto[1,2-d]tiazolio, siguiendo un pro-

cedimiento modificado del reportado por Jedrzejewska et al.99 La sal del metil-1-(3-sul-

fopropil)nafto[1,2-d]tiazolio, 1 (0.500 g, 1.47 mmol), fueron secados a 140 °C toda una 

noche. Luego fue suspendido en 40 mL de MeOH bajo atmósfera de N2 y 1.1 equivalen-

tes de piperidina (0.16 mL) fueron agregados. La mezcla se mantuvo a reflujo (70 °C) 

hasta tener una solución traslúcida de color amarillo. Posteriormente, se agregó una 

solución de 1.3 equivalentes de 4-nitrocinamaldeído, 2 (0.320 g), en 5 mL de MeOH. La 

reacción se mantuvo en reflujo y en atmósfera de N2 por 1.5 h. La reacción fue seguida 

por cromatografía en capa fina (CCF) hasta su completitud. Después de esto, parte del 

disolvente (20 mL) fue removido al vacío. El resto de la mezcla fue enfriado en un baño 
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de hielo y filtrada en frío. El producto fue lavado con AcOEt (3 × 10 mL) y secado con 

vacío. El producto fue recristalizado en MeOH para obtener 3 como un sólido naranja 

(0.394 g, 56 %). p.f. 267 °C; 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6): δ 8.94-8.97 (d, 1H), 8.27-8.33 

(m, 5H), 8.03-8.05 (d, 2H), 7.87-7.94 (m, 3H), 7.56-7.61 (m, 3H), 5.33-5.38 (t, 2H), 3.16 

(s), 2.42-2.47 (m, 2H). Espectroscopía Infrarroja (KBr, cm−1): 1594, 1508 (-CH=CH-); 

1341, 861 (-NO2); 1167 (-SO3
−). Espectrometría de masas (FAB+, m/z) 481. 

Síntesis de 2-(4-(4-aminofenil)buta-1,3-dien-1-il)-1-(1-sulfonato)propilnafto[1,2-d]tia-

zolio [hCy−NH2] 

 

 

 

Con el fin de realizar la reducción del grupo nitro a la amina aromática respectiva, se 

llevó a cabo el método reportado por Boyer y Alul.125 En una mezcla de acetona/meta-

nol (30 mL/20 mL), se suspendió el 2-(4-(4-nitrofenil)buta-1,3-dien-1-il)-1-(1-sulfo-

nato)propilnafto[1,2-d]tiazolio, 3 (0.500 g, 1.11 mmol). Posteriormente, se adicionaron 

1.2 equivalentes de NH4Cl (84 mg) en 0.5 mL de agua. La mezcla se mantuvo a reflujo 

(80 °C) por 30 min. Después, 3 equivalentes de zinc en polvo (0.200 g) fueron agrega-

dos. Pasados 30 min, otros 2 equivalentes de zinc (0.135 g) fueron agregados. La mezcla 

se mantuvo a reflujo por 1 h. El término de la reacción fue monitoreado por CCF. La 

mezcla de reacción aún caliente fue filtrada al vacío. El disolvente de la solución filtrada 

fue evaporado. El sólido resultante fue lavado con acetona caliente (5 × 10 mL). Por úl-

timo, se realizó cromatografía en sílica gel con la mezcla CH2Cl2/MeOH/Et3N 85:14:1, 

como eluyente. Se obtuvo 4 como un sólido morado (0.110 g, 22 %), p.f. > 300 °C; 1H 

NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 8.94-8.97 (d, 1H), 8.27-8.33 (m, 5H), 8.03-8.05 (d, 2H), 

7.87-7.94 (m, 3H), 7.56-7.61 (m, 3H), 5.33-5.38 (t, 2H), 3.16 (s), 2.42-2.47 (m, 2H); FT-
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IR (KBr, cm−1): 3127, 3040 (-NH2); 1514, 1595 (-CH=CH-); 1162 (SO3
−); y espectrome-

tría de masas (FAB+, m/z) 370 (−SO3
−). 

Síntesis de 2-(4-(4-azidofenil)buta-1,3-dien-1-il)-1-(1-sulfonato)propilnafto[1,2-d]tiazo-

lio [hCy−N3] 

 

 

 

El paso final en la síntesis de hCy−N3 fue el sustituir el grupo amino por el azida me-

diante un acoplamiento con sales de diazonio. Se suspendió 2-(4-(4-aminofenil)buta-

1,3-dien-1-il)-1-(1-sulfonato)propilnafto[1,2-d]tiazolio, 4 (0.350 g, 0.78 mmol), en 

15 mL de agua y fue enfriado a 0-5 °C en un baño de hielo. Una vez alcanzada la tempe-

ratura, se añadieron lentamente 2.5 equivalentes de HCl (0.16 mL). Cuando se consi-

guió una solución roja, se adicionaron a la mezcla 1.2 equivalentes de NaNO2 (65 mg) 

que se mantuvo en agitación a baja temperatura por 1 h. Posteriormente, se agregaron 

3 equivalentes de KN3 (0.20 g) a la solución. La reacción se mantuvo en agitación por 

toda la noche permitiendo alcanzar temperatura ambiente. El crudo de reacción fue 

neutralizado con una solución saturada de K2CO3 hasta alcanzar un pH = 8. El producto 

fue extraído con CH2Cl2 (5 × 30 mL) y lavado con agua fría (5 mL). La fase orgánica se 

secó con NA2SO4 anhidro y el disolvente fue removido con vacío en la obscuridad. Se 

obtuvo 5 como un sólido café (0.133 g, 36 %). Se descompone a 210 °C; FT-IR (KBr, 

cm−1) 2119 (-N3), 1512, 1623 (-CH=CH-), 1174 (-SO3
−); y espectrometría de masas 

(DART+, m/z) 476. El producto se mantuvo en la obscuridad y en atmósfera de Ar hasta 

que se realizaron los experimentos. 
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Apéndice 3. Espectros de masas de hCy−N3 irradiada 

En este apéndice se presentan cromatogramas y espectros de masas obtenidos para di-

ferentes picos de los cromatogramas en soluciones de hemicianina en forma de azida 

irradiadas a diferentes tiempos y con y sin tratamiento de argón burbujeado para des-

plazar el O2 disuelto. 

 Para estudiar los fotoproductos de la se empleó un cromatógrafo Agilent 1200 

Infinity Series con muestreador automático, acoplado a un detector 6530 Accurate-

Mass Q-TOF de Agilent (tiempo de vuelo). La columna utilizada para las medidas fue 

una poroshell 120 EC-C18 (5 μm, 50 mm) de Agilent. Los experimentos fueron eluidos 

con una mezcla H2O/MeOH (gradiente de 70:30 a 50:50) y un flujo de 0.3 mL/min. 

 
Fig. A2.1. Cromatograma de una solución de hCy−N3 burbujeada con argón e irradiada por 30 min. 

Cada uno de los picos más importantes de los cromatogramas fueron analizados 

mediante espectrometría de masas e identificados por comparación con estándares 

(hCy−NH2 y hCy−NO2) o de acuerdo con los patrones de fragmentación encontrados. 
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Anexo: Artículos publicados 
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