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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados de la multifotoionizacion y mul-
tifotodisociacion del uracilo, empleando un espectréometro de masas de tiempo
de vuelo-reflectréon y utilizando radiaciéon laser de longitud de onda de 355 nm
e intensidad en el intervalo de 109 — 10 W/em?, bajo estas condiciones no se
identificé al ion molecular, lo cual indica disociacion intensa del uracilo donde
el fragmento de mayor masa identificado es m = 59 y el ion de mayor intensi-
dad en el espectro es el H', la produccién intensa de este ion, fue propuesta
por calculos tedricos recientes. Ademéds se presenta un efecto que no ha sido
reportado en la produccién de los iones H™, C™, Nt o CH, y HyOV los cuales
presentan tres picos en el espectro de masas, para la misma intensidad. Se cal-
cul6 el nimero minimo de fotones para la formacion de los iones representativos
en el espectro, donde se identificd una relacion entre la produccion de iones de
mayor intensidad y que necesitan menor nimero de fotones para su formacién,
a excepcion del ion de masa 14. También se identific una relacién entre el in-
cremento de la densidad foténica (nimero de fotones/unidad de volumen) y el
incremento de la corriente iénica en el espectro de masas, asi como la variacién
del porcentaje de contribucién a la corriente iénica total de los fragmentos con
masas 1, 12, 14, 16, 17, 28, 29 y 43. Se proponen algunos de los mecanismos de
fragmentacion para la produccion de los iones detectados.
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Abstract

In this paper the results of the multiphotoionization and multiphotodisso-
ciation of uracil are presented, employing a time-of-flight mass spectrometer-
reflectron and using laser radiation with a wavelength of 355 nm and intensity
in the range of 10° — 10'° 1W/cm?. Under these conditions the molecular ion
was not identified, indicating the results an intense dissociation of the uracil
where the fragment of greater mass identified is m = 59 and the ion of grea-
ter intensity in the spectrum is H'. The intense production of this ion, was
proposed by the latest theoretical calculations. In addition, there is an effect
on the production of the ions H*, C*, N* or CH, and H,O" which present
three peaks in the mass spectrum, for the same intensity. It was calculate the
minimum number of photons for the formation of representative ions in the
spectrum, where a relationship between the production of higher intensity ions
and the smaller number of photons was identified, except for the ion mass 14.
It is also identified a relationship between the increase in photon density (num-
ber of photons/volume unit) and the increase of the ionic current in the mass
spectrum , as well as the percentage variation of the contribution to the total
ionic current of the fragments with masses 1, 12, 14, 16, 17, 28, 29 and 43. So-
me fragmentation mechanisms are proposed for the production of the detected
ions.



Introduccion

El uso inconsciente de los recursos naturales para satisfacer las necesidades
de la humanidad ha desencadenado catastrofes climaticas, entre ellas se encuen-
tra el degaste de la capa de ozono provocado por las emisiones antropogénicas
de clorofluorocarbonos y otras sustancias quimicas a la atmésfera, que ha oca-
sionado que la radiaciéon proveniente del Sol llegue con mayor intensidad hasta
la superficie de la Tierra influyendo fuertemente en la salud humana y ecosiste-
mas [1-7]. Los efectos de la radiacién solar UV en los humanos ha sido un tema
de gran interés en los ultimos anos debido a su importancia para la humanidad,
por ejemplo: es necesaria para la producciéon de vitamina D, sin embargo; una
exposicion por tiempo prolongado puede tener efectos daninos para la salud
como la muerte celular, la mutagénesis, el fotoenvejecimiento y el cédncer [8,9],
especialmente a horas del mediodia cuando la intensidad de radiacion incidente
presenta su maximo [10]. A pesar de la fotoestabilidad que presentan los &ci-
dos nucleicos que previene el dano de la luz solar [11], experimentalmente se
ha demostrado que la exposicion a la luz UV puede generar fotolesiones en el
ADN [12] incluso a tiempo de exposiciéon muy cortos. Para el estudio de la in-
teracciéon de la radiacion electromagnética con ADN y ARN es esencial conocer
el comportamiento de sus unidades fundamentales (bases nucleicas) y a partir
de éstas comenzar a evidenciar el tipo de procesos de ionizacién y disociacién
que pueden ocurrir en estructuras tan complejas [13].

Estudios recientes reportan el hallazgo de posibles purinas y pirimidinas prove-
nientes del espacio exterior, que podrian haber jugado un papel muy importan-
te en el desarrollo de la vida de nuestro planeta; estas moléculas conforman el
esqueleto estructural de guanina-adenina y uracilo-timina-citosina respectiva-
mente [14], ademds algunas nucleobases han sido encontradas en meteoritos [15]
reforzando esta teoria. Con relacion al origen de la vida en la Tierra existen re-
gistros geologicos que indican que ésta en sus inicios estaba basada en genomas
de ADN y enzimas proteicas, pero se cree que estos fueron precedidos por una
estructura més simple basada en ARN [16]. De ahi la importancia de realizar
experimentos que permitan una mayor comprension de estos fenémenos, lo que
justifica la realizacion del presente trabajo, sobre la multifotodisociacién y mul-
tifotoionizacion del uracilo, el cual se presenta de la siguiente manera:



INTRODUCCION 2

En el primer capitulo se dan a conocer los fundamentos tedricos que susten-
tan el presente experimento, se explican las bases de las espectrometria de
masas y se mencionan algunas de las técnicas utilizadas enfocandose principal-
mente en la espectrometria multifoténica. También se aborda la absorcion UV
describiendo los posibles procesos que se pueden desarrollar en la interaccién
de radiacién-moléculas, explicando los diferentes mecanismos de disociacion que
pueden llevarse a cabo al ocurrir la absorcion multiple de fotones, lo que se rela-
ciona con la intensidad de la radiacién. Para representar este tipo de fenémenos
se utiliza el método diagramatico de la teoria de perturbaciones dependiente
del tiempo. Se da una breve introduccién de los mecanismos de fragmentacién
en la espectrometria de masas y los fundamentos del funcionamiento del laser.

En el segundo capitulo se describe el sistema experimental, se explica con de-
talle el funcionamiento de las partes que lo conforman, incluyendo el manejo
de la muestra, su introduccion a la camara de ionizacién y su coincidencia con
el laser en la zona de interaccién; describiendo ésta ultima. La explicacion del
experimento se hace siguiendo la trayectoria de los iones a través del tubo de
tiempo de vuelo hasta su registro en el sistema de detecciéon. Se destaca la
importancia del sistema de vacio para la obtenciéon de buenos resultados y se
detalla el funcionamiento del laser utilizado como medio de ionizacién y disocia-
cion, asi como las medidas de seguridad que se deben emplear para minimizar
los riesgos. En este capitulo se definen los parametros del experimento.

El tercer capitulo estd enfocado al andlisis e interpretacion de resultados, pri-
mero se identifican todos los fragmentos observados en el espectro de masas
y se les asignan los posibles atomos que los pueden formar, luego se analiza
el comportamiento del crecimiento de la corriente i6nica con respecto al incre-
mento de la intensidad de radiacion; posteriormente se presenta la resolucion de
los iones identificados y se discute el efecto de ésta en la interpretacién de los
resultados. Se calcula el nimero aproximado de fotones que absorbe la molécula
para la produccion de cada fragmento y de acuerdo a esto se representan los
procesos ocurridos con el método diagramatico de la teoria de perturbaciones
dependiente del tiempo y por ultimo se proponen los mecanismos de fragmen-
tacion en las principales vias disociativas del uracilo de acuerdo a lo reportado
anteriormente y lo observado en el presente experimento.



Objetivo generales

Estudiar la multifotoionizacién y multifodisociacion del uracilo

Objetivos especificos

1. Identificar el efecto de la intensidad de radiacién en la disociacién del
uracilo.

2. Registrar espectros de masas por tiempo de vuelo, TOF, para la fotoioni-
zacion y fotodisociacién multifotonica del uracilo.

3. Identificar las principales vias disociativas de la molécula de uracilo.

4. Revisar calculos mecano-cuanticos que permite n interpretar algunos de
los datos experimentales



Capitulo 1

Marco teorico

El estudio de la interaccion radiaciéon-materia es muy importante debido a
la amplia gama de aplicaciones que tiene, tanto desde el punto de vista basico
como aplicado. Por ejemplo, en la fabricacién de dispositivos semiconductores,
en el campo de la quimica y la fisica atmosférica [17]; ademds es gran interés
para la astrofisica donde una de las principales preocupaciones es el efecto de la
radiacién espacial en los astronautas en las misiones de exploracion del Sistema
Solar [1§].

Otro tema importante es el dano de la luz solar en el ADN causado por la
radiacién (UV) emitida por el sol que incluye las longitudes de onda en el in-
tervalo de 100 a 400 nm, aunque existe evidencia que los mecanismos de dano
pueden variar con la longitud de onda [19]. El oxigeno y el ozono de la atmésfera
alta absorben completamente la radiaciéon UVC (100-280 nm) y un 90 por ciento
de UVB (280-315 nm). La radiacion relevante para la salud humana y ecosiste-
mas se encuentra en el intervalo UVA (315-400 nm) y también es danina para
ADN, lipidos y proteinas; aunque los mecanismos especificos aiin no son cla-
ros [8,20], por lo que comprender estos mecanismos se ha vuelto una necesidad.
Se sabe que los fragmentos que resultan del rompimiento de las bases nucleicas
generan dano posterior a los sistemas bioldgicos [15] debido a esto, los esfuerzos
de los cientificos en las ultimas décadas se han enfocado en comprender estos
procesos mejorando técnicas experimentales que permitan un mayor control de
las variables del experimento, ademas de realizar calculos tedricos simulando
los experimentos para generar informacion relevante para la interpretacion de
resultados.

La espectrometria de masas por ionizacién multifoténica es una técnica que
utiliza altas densidades de fotones para ionizar o fragmentar moléculas. Para
este fin se emplean laseres de alta intensidad con lo que se logra la absorcién
multifoténica, que junto con el espectrometro de masas permite el analisis de los
fragmentos formados de acuerdo con su relacién masa-carga. Entre las variables
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que se pueden analizar se encuentra, el efecto de la intensidad del laser en la
fragmentacion de la molécula, la relacion entre los cationes producidos y la lon-
gitud de onda, donde se tiene la oportunidad de encontrar estados resonantes
de la molécula (REMPI), el efecto de la polarizacién de la luz en la disocia-
cién o ionizacién, entre otras. Para estudiar los efectos de la radiacion UV /VIS
se eligié la molécula de uracilo (CyHyN2O, (ver figura [1.1])), el cual juega un
papel fundamental en la codificacion, decodificaciéon, regulacion y expresion de
genes [21]. Esta molécula forma parte de los dcidos nucleicos y es una de las
cuatro bases nitrogenadas que integran al ARN, aunque también se puede en-
contrar en el ADN [22,23]. Es importante mencionar que a pesar de compartir
tres de sus cuatro bases nitrogenadas con el ADN tienen diferencias notables
como que el uracilo reemplaza a la timina en el caso de ARN, la desoxirribosa
es cambiada por ribosa y solo se presenta en cadena lineal con excepcién de
algunos virus [24].

También se cree que el uracilo tuvo un papel importante en el origen y desa-
rrollo de la vida en el planeta [16,25] y existe la hipdtesis de que esta molécula
puede haber llegado del espacio exterior en meteoritos. Estudios realizados en
2012 muestran que la composicién de la superficie de una de las lunas (Titén)
que orbitan Saturno podria incluir uracilo. En 2009 la NASA realizé un experi-
mento, simulando la radiacion del espacio exterior lograron reproducir uracilo
de pirimidinas expuestas a radiacién UV [26]. Ademéds estudios hechos en el
meteorito de Murchison indican que estas moléculas ya estaban presentes en el
Sistema Solar primitivo [27], generando un mayor impacto en la informacién
que pueda se pueda obtener por medios experimentales, que ayuden a la com-
prensién de cémo esta molécula puede sobrevivir en el espacio a pesar de la
radiacion que recibe. Por estos motivos, es importante estudiar los efectos de la
radiacion UV sobre los acidos nucleicos.
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Figura 1.1: Mdlecula de uracilo

1.1. Espectrometria de Masas Multifotonica

La espectrometria de masas es una técnica analitica basada en la obtencion
de iones de una muestra utilizando diferentes medios ionizantes, que se emplea
por ejemplo: en la industria alimentaria para el monitoreo de residuos de pla-
guicidas en alimentos [28], deducién de estructuras moleculares desconocidas,
analitica ambiental, etc. La diversidad de métodos de ionizacién que existen y
pueden ser utilizados dependen de las propiedades fisicoquimicas de la muestra,
lo que genera un amplio intervalo de aplicacion para la espectrometria de ma-
sas. Algunos de éstos son: ionizacion multifoténica (IMF), impacto electrénico
(IE), bombardeo rapido de dtomos (FAB), ionizacién por desorcién laser con
matriz asistida (MALDI)y anélisis directo en tiempo real (DART), entre otras.
Cada una posee ventajas y desventajas, su uso dependera de la muestra que se
quiere analizar.

En la espectrometria de masas multifoténica la muestra se introduce en fase
gaseosa con una baja densidad a la zona de interaccién, para que coincida en
tiempo y espacio con el pulso laser, los iones son acelerados por un campo
eléctrico y separados de acuerdo a su relaciéon masa-carga (m/z). En el caso
de la multifotodisociaciéon (MFD) y multifotoionizacion (MFI) UV /VIS éstas
proporcionan informacién acerca de estados electronicos de la molécula. Tam-
bién se pueden encontrar longitudes de onda que coincidan con los estados
resonantes de las moléculas, empleando una variante de esta técnica llama-
da Resonance-enhanced multiphoton ionization (REMPI) [29]. Por otra parte,
todas las técnicas de espectrometria antes mencionadas tienen como objetivo
principal encontrar al ion molecular, sin embargo, eso no siempre es posible por
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los grupos funcionales presentes en la molécula o en el caso de IMF, porque la
absorcion de los fotones puede llevar la molécula a un estado excitado disocia-
tivo evitando la ionizacion de la molécula original.

Los resultados obtenidos con un espectrometro de masas empleado para el
analisis e interpretacion de resultados son espectros de masas, definidos como
una representacion bidimensional de la intensidad de senal contra la relacion
m/z [30], donde la intensidad de la sefial, a veces es llamada picos. Estos repre-
sentan la abundancia de la especie i6nica, y en la relaciéon m/z: m se refiere a
al nimero de masa del ion y z a la carga cuyo valor s6lo puede ser un ntimero
entero.

1.1.1. Absorcion UV-Vis

La interaccion de la luz UV/VIS con la materia a nivel molecular puede
producir diferentes procesos dependiendo de la energia de los fotones y de las
moléculas con las que interactien, logrando ionizar la molécula con un solo
fotén si la energia es mayor o igual que el potencial de ionizacién(PI) o llevando
la molécula a estados excitados o disociaciones si la energia del fotén es menor
al PI, este caso es el de mayor interés para la espectrometria multifoténica que
utiliza fotones de menor energia que el PI, por lo que se necesita la absorcién
multiple para lograr ionizar o fragmentar una molécula. Antes de que cualquie-
ra de estos dos fenémenos ocurra, la molécula presenta transiciones del estado
fundamental a los estados excitados, si el suministro de energia (fotones) es
continuo, sucedera la MFI o MF'D de la molécula; surgiendo nuevas interrogan-
tes: jqué sucedera primero la ionizacion o disociacion?, jcudl enlace se rompe
primero?, jcémo los fotones pueden romper los enlaces?, jcudl es la ruta de frag-
mentacion que sigue la disociacion?; para responder estas preguntas debemos
empezar con los procesos primarios que tienen lugar en una absorciéon multi-
foténica, lo primero que sucede son las transiciones del estado basal a estados
de mayor energia llamados “estados excitados”, estas transiciones involucran
electrones o, 7 y n (no enlazantes) entre los cuales suceden las siguientes transi-
ciones. Las transiciones que ocurren durante la interaccion de radiaciéon-materia
con el uracilo pueden ser muy complejas, pero han sido reportadas algunas de
ellas, de caracter 7m* y nm* correspondiente al tipo 1 y 3 [31]. Aunque no se
descarta que otras puedan suceder en el presente experimento, al tratarse de
un proceso multifoténico.

= Tipo 1 n — 7"
= Tipo2n—o".

= Tipo 3 m — 7*.



CAPITULO 1. MARCO TEORICO 8

= Tipo4d o — o".

el * significa antienlazante.

o* antienlazante

n* antienlazante

n no enlazante

Energia
(]
o

nt enlazante

o enlazante

Figura 1.2: Transiciones electrénicas en moléculas poliatémicas

Las transiciones del tipo 4 son las que requieren mayor energia A ~ 125nm y
por lo tanto las menos probables al utilizar fotones de 355 nm, seguidas de las
tipo 2 que se presentan cuando A ~ 150—250nm, aunque estas ultimas dependen
de la disponibilidad de pares libres (igual que las del tipo 1), por dltimo estén
las de los tipos 1 y 3 que son las que requieren menor energia A = 200—700nm y
las principales observadas en espectroscopia de moléculas organicas (ﬁgur
[32]. Otro proceso que puede suceder es la transferencia de carga, la cual esta
involucrada con los mecanismos de fragmentacion, para que esto suceda uno
de los atomos debe ser aceptor de electrones y el otro donador. Después que la
molécula alcanza un estado excitado y sigue absorbiendo n fotones de energia
(hv), pueden ocurrir los siguientes procesos, que, para fines representativos, se
considerara una absorciéon bifotonica en una molécula diatéomica conformada
por los atomos A y B.

» Formacion del estado excitado AB + nhy — AB*.
» Fotoionizacién del estado excitado AB* +nhy — ABT +e™.

» Fotodisociacién del estado excitado AB* +nhy — A+ BT + e
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E final

AB* :

| —

nhv

Energia potencial

E

inicial

Distancia Internuclear

Figura 1.3: Fotodisociacién directa

La disociacion de las moléculas sucede cuando se rompen los enlaces de la
molécula dando origen a nuevos productos; una forma de que esto suceda es
por la absorcién de foton(es), siempre y cuando la energia absorbida supere la
energia del enlace mas débil, la energia restante del fotén es repartida entre los
nuevos productos como energia traslacional y energia electronica, vibracional y
rotacional.

Al igual que existen diferentes tipos de transiciones, también existen diferentes
tipos de fotodisociaciones, las cuales seran descritas a continuacion. La mas sim-
ple es la fotodisociacién directa, que se presenta inmediatamente (10713 —107155)
después de haber alcanzado un estado excitado repulsivo [33], en este caso no se
encuentran barreras de potencial ni algin otro proceso que impida la fragmen-
tacion de la molécula, entonces el estado excitado repulsivo recorrera la barrera
de potencial, aumentando la distancia de enlace hasta que la molécula se disocie
(ver figura . Por otra parte, existe la fotodisociaciéon indirecta, donde si hay
una barrera de potencial que impide la fragmentacién inmediata de la molécula
(figura , alargando los tiempo de vida de los estados excitados y por lo tanto
el tiempo de disociacién, a intervalos > 10725 [33], éste tipo de fragmentacion
a su vez se clasifica como: predisociacion electronica tipo I de Herzberg (figura
(a)): una molécula se excita a un estado electrénico enlazante que no puede
romperse por si mismo, entonces sucede una transiciéon de un estado enlazante
a un estado electréonico repulsivo donde tiene lugar la fragmentacion. Prediso-
ciacion vibracional tipo I de Herzberg (figura|l.4](b)): en este caso la molécula
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alcanza un estado excitado resonante que se encuentra dentro de una barrera
que obstruye el paso directo a un estado excitado repulsivo impidiendo la di-
sociaciéon, cruza la barrera por efecto tinel o por redistribucion de la energia
interna y entonces la disociacién podra completarse, la duracion de este proce-
so dependerd del tiempo de tunelaje o de la redistribucién de energia interna,
ademas pueden ocurrir otros procesos de disociacién, como la reaccion unimole-
cular tipo I:la molécula se excita a un estado electrénico enlazante que decae a
un estado electrénico inferior mediante un proceso no radiactivo alcanzando un
nivel vibracional-rotacional altamente excitado que conduce a la disociacién de
la molécula. reaccion unimolecular tipo II es similar al tipo I sélo que el estado
cuantico altamente excitado se encuentra en el estado electrénico fundamental.

E final
AB¥* AB* /\

I k/ \ A+B I \‘/ \A A+B
5 K]
g 2
z nhv % nhv
: -4
e ]
po i)
[ ™
g 2
. w

A A

Distancia Internuclear ; .

Distancia Internuclear
(a) Predisociacién electrénica (b) Predisociacién vibracional

Figura 1.4: Esquemas de predisociacion

En el caso del uracilo (1.5)) se ha reportando que tiene intersecciones entre
los diferentes niveles energéticos de sus estados excitados [34], por lo que los
procesos de disociacién antes mencionados son posibles de ocurrir [1]

!Gréfica tomada de [34]
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Figura 1.5: Diagrama de interseccion coénica entre el estado 7™ y el estado n* del uracilo.

1.1.2. Absorcion Multifoténica

El estudio de la absorcion multifotonica tiene sus origenes historicos en 1929
cuando Maria Geoppert-Mayer propuso [35] la posibilidad de realizar experi-
mentos que involucraran la absorcion de dos fotones, pero no fue hasta 1961 que
Kaiser y Garrett realizaron el primer experimento exitoso; observando la emi-
sién de luz azul del estado excitado por dos fotones de un cristal de Eu?* dopado
con C'aF, utilizando un laser de rubi monocromatico de alta potencia. Para sis-
temas moleculares los experimentos de la absorciéon de dos fotones llegarian,
sélo dos anos después con un experimento realizado por Peticolas en 1963 [36]
para el antraceno cristalino, con esto daria inicio otra serie de experimentos
sobre la absorcion bifotonica en cristales o en soluciones y fue hasta alrededor
de 1974 que se obtuvo un espectro de moléculas en fase gaseosa, experimento
que no se habia realizado por la baja densidad de particulas a bajas presiones
lo que dificultaba la absorciéon de fotones. Con la llegada de esta técnica se
abrio el camino al estudio de nuevos fenémenos espectroscépicos, ofreciendo la
oportunidad de estudiar estados excitados (vibracionales y electrénicos) que no
eran accesibles con la absorcion de un solo fotom.

La espectroscopia multifotonica se desarrollé en tres etapas, la primera fue
para estados de transicién con laseres colorantes, la segunda fue el estudio de
moléculas excitadas y la tercera es la espectroscopia de masas de ionizacién
multifoténica. Es posible observar diferentes fendmenos con esta técnica, entre
ellos; ionizacién o disociacién. La MFI o MFD (ver figura ocurre si al ab-
sorber el primer fotén la molécula, alcanza un estado excitado con un tiempo

2Pag. 70
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de vida lo suficientemente largo para que la molécula absorba otro(s) fotones
dependiendo de la energia necesaria y de la longitud de onda con la que se
trabaje. Esto permite que, aunque los fotones no tengan la energia suficiente
para ionizar/fragmentar la molécula, al absorber n fotones se logre alcanzar la
energia necesaria para lograr dichos procesos, lo cual esta ligado a la intensi-
dad de radiacion, debido que al incrementar la densidad foténica aumenta la
probabilidad de absorciéon multiple.

hvy hv,

hvy hvy
B — B I
1 2
f y p— f r S—
hv, hv,
i I—
i I
hv A hv A
B B —
2 2

Figura 1.6: Absorciéon multifoténica.

De los procesos mostrados en la figura [33]F] el niimero uno corresponde
a la absorcion de dos fotones de la misma energia hv1 el primer fotéon lleva el
sistema molecular a un estado intermedio y el segundo fotén lleva el sistema
al estado final (entendiéndose por éste un estado de mayor energia respecto al
estado basal); en el nimero dos ambos fotones tienen nuevamente la misma
energia pero la absorcién individual de cualquiera de ellos no alcanza un estado
estacionario, sin embargo la absorcién simultanea de ambos alcanza para llegar
al estado final; en el nimero tres la energia de los dos fotones es diferente, en
este caso el primer fotén se emplea para alcanzar un estado estacionario y con
el segundo foton se alcanza el estado final; en el nimero cuatro se involucran
dos fotones con diferente energia, esta vez ninguno de ellos puede alcanzar un
estado intermedio estacionario, pero si son absorbidos simultaneamente se al-
canza el estado final.

Las transiciones que pueden ocurrir debido a la absorcién multifoténica en el
intervalo del espectro UV-Visible dependen de la intensidad del laser, longitud
de onda y polarizacién. En este trabajo se analizara solamente el efecto de la

3pag. 519
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intensidad del laser sobre la probabilidad de una transicién, debido a que la
polarizacién y la longitud de onda se mantuvieron constantes. Las transiciones
pueden ocurrir por un proceso resonante (ejemplo 1 y 3) o no resonante (ejem-
plo 2y 4) de la figura[L.6] esto depende si la diferencia de energfa entre el estado
inicial y el estado intermedio coincide con la frecuencia del laser. De acuerdo
con la teoria de perturbaciones dependiente del tiempo para la absorcion de dos
fotones la probabilidad estd dada por [35] ﬂ

WO o 2 [Z (nulm) <mlua>] ) "

sz%ﬂa _'iudr

m

Donde I es la intensidad del laser, m los estados virtuales intermedios, AFE,,,
la diferencia de energia entre los estados intermedios e iniciales, x4 el momento
dipolar y w, la frecuencia del laser. Se puede observar que para el caso de la ab-
sorcién de dos fotones la probabilidad de transicion es proporcional al cuadrado
de la intensidad del laser, para el caso n fotones sera proporcional a la intensi-
dad elevada a la n (I"); esto se conoce como ley de intensidad formal, en caso
de no existir saturacion se puede calcular facilmente el orden de la transicién
multifoténica (n), solo se debe graficar el logaritmo de la probabilidad contra
el logaritmo de la intensidad del laser. Esto sélo es valido para intensidades
del laser moderadamente fuertes ~ 107 (W/ cmz) de manera que exista mayor
probabilidad para un solo estado electronico superior , porque si la intensidad
es fuerte existe una saturacién de la poblacién y no se podria aplicar esta ley.

Ademas de los fenémenos descritos previamente, se podrian presentar otros
fenémenos de absorcion multiple y confundir los resultados en cuanto al orden
de la transicién, también ocurre la fragmentacién o ionizacién, pero a causa de
esto el espectro podria ser superpuesto. Aunque para el caso de procesos de mas
de dos fotones si es necesaria una mayor intensidad del laser. Sin embargo, se
debe tener cuidado para la interpretacion de los procesos analizados. Es impor-
tante mencionar que el nimero de fotones que absorbe la molécula no se pueden
controlar y por eso se trabaja con probabilidades. En general la transicién de un
estado a otro es proporcional al orden del proceso multifoténico y la ecuacién
[I.1] se puede expresar como

Y =0,I" (1.2)

Donde Y es la corriente iénica, o, es el orden de la seccién eficaz, I la inten-
sidad del ldser y n el orden del proceso multifoténico [37].

4pag. 4
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La ecuacién |1.2| permite determinar el orden de procesos multifoténicos (excita-
cion, ionizacion o disociacion). El orden del proceso indica la cantidad minima
de fotones que se deben de absorber para formar los iones o alcanzar estados
intermedios [37],38], esta ecuacion se ha empleado en la absorcién multifoténica

del uracilo (ver figura [L.7)P].

Log (Counts per pulse)

18 19 2 21 22 23 24
Log (Pulse Energy in micro J)

Figura 1.7: Célculo del orden del proceso para la producién de CyHy;N,OF con una longitud de
onda de 220 nm y una intensidad de 3 — 72105 W /cm?.

mmp [inea temporal

Foton real

+ Foton virtual

Foton virtual »

Absorcion de fotones +4msm  msmp cmision de fotones

Figura 1.8: Esquema del método diagramatico de la teoria de perturbaciones dependiente del
tiempo.

Al emplear altas intensidades del laser se utilizara el método diagramatico de

®Nota: El autor se refiere a n como «a, Gréfica tomada de [39)
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la teoria de perturbaciones dependiente del tiempo [33], para representar la ab-
sorcién multifoténica, donde puede participar fotones "reales” y "wvirtuales”.
Los primeros son aquellos que son absorbidos y utilizados para los procesos
multifoténicos antes mencionados (energia conservativa) y los segundos son ab-
sorbidos, pero vuelven a ser emitidos (energia no conservativa). Estos diagramas
estan formados por una linea vertical que representa el evento temporal, de la
que salen o entran flechas correspondientes a la emisién y absorcién de foto-
nes respectivamente (ver fugura y en donde el nimero total de flechas
representa el nimero total de fotones participantes (orden del diagrama) que
corresponde al N orden de la amplitud de transicién. La diferencia de las fechas
que salen menos las que entran es An. De esta manera | An |< N;si An > 0 el
proceso es de emision y si An < 0 indica un proceso de absorcién, donde el An
representa a los fotones reales que intervienen en el proceso y N— | An | co-
rresponden a los fotones virtuales, el nimero total de diagramas que se pueden

obtener de orden N para un proceso estd dado por 2V. Sin embargo solo contri-

(N + An)

buiran aquellos en los que corresponda a un numero entero. Cuando

se cumple lo anterior, se aplica la siguiente ecuacién para conocer cuantos dia-
gramas contribuyen realmente al proceso de | An | fotones.

N!
N + An | N — An "
2 . 2 '

Si el numero resultante de la ecuacion |1.3| es par, entonces solo se tendran
en cuentan diagramas de orden par e impar si el nimero de diagramas es im-
par. Entonces para un proceso de absorcion real de 2 fotones, el diagrama puede
ser de orden 2, 4 y 6 pero no de 1, 3 y 5. Sin embargo no todos tienen la misma
probabilidad de ocurrir, para que un proceso multifoténico tenga lugar se debe
contar la presencia simultanea de dos o mas fotones ny en un volumen V, esto

Nian| = (1.3)

se expresa como una densidad fotonica:

_
6=L (1.4)

La densidad de radiacion del laser se relaciona con la intensidad (I) mediante
la siguiente ecuacién:

oL (1.5)

Cmedio
Donde ¢,c4i0 €s la velocidad de la luz en el medio, que para el presente trabajo es
igual a la velocidad de la luz en el vacio (c¢). Tomando en cuenta que cada fotén
tiene una energia igual a hv entonces la densidad fotonica se puede expresar
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como:
I

¢ hVCmediol
Conocer la densidad foténica es importante, porque ayuda a visualizar el efecto
de la intensidad del laser en el incremento del nimero de fotones. La siguiente
pregunta que surge: ;cual es la probabilidad de que n nimero de fotones in-
teraccionen con una molécula? Para eso debemos conocer la probabilidad de
encontrar ny fotones en un volumen que contiene en promedio 7y fotones, que

estd dado por:

(1.6)

IxV

nf=-—. 1.7
/ hl/cmedz’o ( )

La probabilidad de que n nimero de fotones interaccionen con el uracilo,
se representa mediante una distribucién de Poisson (ecuacién [1.8). El volumen
molecular de uracilo en estado gaseoso es de 99.4 A® [40], las otras constantes
se pueden obtener de cualquier libro de ciencias basico [41].

C erente n_nf * e_nf

pgeherente fT (1.8)

En el experimento realizado en este trabajo, se hizo un barrido de intensida-
des mientras que la longitud de onda se mantuvo constante, por lo que podemos
graficar a diferentes intensidades la probabilidad de absorcién simultanea (pro-
babilidad de coherencia) de 2, 3 y 4 fotones (ver figura [1.9). Es importante
mencionar que se debe trabajar en las mismas unidades para evitar errores y
tener resultados confiables. Las siguientes graficas representan el experimento

que se realizé en el laboratorio FAMOE.
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Figura 1.9: Probabilidad de coherencia para: a) 2 fotones, b) 3 fotones y c) 4 fotones con una
molécula de uracilo.
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Al conocer la relacion de la intensidad con la probabilidad que interacciones
n fotones con el uracilo, se observa que al aumentar en una unidad la cantidad
de fotones la probabilidad disminuye en aproximadamente 5 érdenes de mag-
nitud, esto quiere decir que los procesos multifotonicos simultaneos de mayor
orden son menos probables; por ejemplo: en el caso de la absorcién bifoténica
solo una molécula de cada 2 x 10° absorbe dos fotones, una de cada 12103
absorbe tres y solo una de cada 5 x 10'® absorbe cuatro, para una intensidad de
~ 1 x 101 W/em?. Otro aspecto importante es que al aumentar la intensidad
del laser la probabilidad de coherencia aumenta tal y como se observa en las
graficas anteriores, pero jain se estard trabajando en un proceso multifoténico?

La intensidad del laser conduce a diferentes procesos de ionizacién mediante
tres formas diferentes: multifotonica, tunelaje y supresion de barrera. La distin-
cion de los tres procesos de ionizacion esta dada por el parametro de Keldysh;
que relaciona la frecuencia de tunelaje w; con la frecuencia del laser wy [42],
mediante la ecuacién:

20()0
La altura (/) de la barrera de potencial que debe de vencer un electrén para el
tunelaje en sistema atémicos esta dado por

_ PI
=B
donde PI es el potencial de ionizacién, e es la carga del electron y Ej es la
intensidad del campo eléctrico del pulso laser. De acuerdo con el teorema del

l (1.10)

virial el potencial de ionizacion se relaciona con la velocidad promedio de los
electrones (v).

2
PI = <”>2m6, (1.11)

donde m, es la masa de un electrén. Combinando las ecuaciones y se
obtiene la frecuencia de tunelaje (w;)

(v) 2e*E}
L ' 1.12
w ) meP1 ( )

Sustituyendo w; en la ecuacion [1.10] se obtiene

2w V2PIm,
’}/ = — = wo—
Wy ek
Si v < 1 el proceso que se tiene es ionizacién por tunelaje y si v > 1 es

proceso es ionizacion multifoténica [43], este parametro ha sido utilizado para

: (1.13)
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el estudio de hidrocarburos arométicos [44] donde la ecuacién es escrita de
la siguiente manera:

PI
- . 1.14
7 \/1,87x1013 « IN? (1.14)

El pardametro de Keldysh es inversamente proporcional a la raiz cuadrada de
la intensidad del laser, entonces se tomara la mayor intensidad del laser para
indicar en qué régimen se esta trabajando.

Intensidad ~ PI  Longitud de onda (um) Constante  Keldish
1,89322101° 9,2 0,355 1,87z1071  143.6

Tabla 1.1: Valor del parametro de Keldish del presente trabajo.

Como lo indica la tabla [L.1] en todo el intervalo de intensidades del ldser
empleadas en el presente experimento se encuentran en el régimen multifoténico.

1.2. Mecanismos de fragmentacion

Unos de los puntos mas importantes de la espectrometria de masas es pro-
poner mecanismos de fragmentacion para las rutas principales de disociacién
de las moléculas, para proponerlos se deben en tomar en cuenta ciertas reglas:

1. Regla del electrén par [30]°
» [impar|*™ — [par]” + R*,
x [impar]*t — [impar]*t + n,
= [par]" = [par]" +n,
n [par|t - [impar]*T + R°.

donde e es un electron desapareado, + indica carga positiva, R es un radi-
cal , n un fragmento neutro y las palabras par e impar se refieren al niimero
de electrones.

El primer caso corresponde a un ion positivo impar donde se obtiene un
ion positivo par y un radical neutro, el segundo caso comienza de nuevo
con un radical positivo pero esta vez se obtiene otro radical positivo y un
fragmento neutro, el tercer caso inicia con un ion positivo par del cual se
obtienen otro ion positivo par de menor masa mas un fragmento neutro y
por tltimo cuando se tiene un ion positivo par esta prohibido obtener dos
radicales. Esta primera regla nos sirve como guia para proponer rutas de
disociacién, aunque existen excepciones a esta regla.

Spag. 253
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2. Regla de Stevenson [BO]H: en una fragmentacion, la carga positiva permane-
ce con el ion de menor energia de ionizacion. Esta regla puede ser explicada
en relacion con los potenciales de ionizacion de los fragmentos formados.
El radical que tenga menos energia de ionizacién sera el que tenga prefe-
rencia en la formacion de productos, pero también se pueden formar otros
iones con mayor potencial de ionizacion debido a la amplia distribucion de
energia interna de las moléculas.

Los mecanismos de fragmentacion pueden llegar a ser muy complejos depen-
diendo de si existe migracién de cargas, rearreglos de la molécula, formacién
de nuevos enlaces, migracién de hidrogenos, entre otros. Pero si se tiene cono-
cimiento basico de los procesos de fragmentacion se pueden explicar los me-
canismos de una gran variedad de moléculas, por lo que se comienza definiendo
los tipos de disociacién de enlaces. Existen dos tipos de rupturas que pueden
suceder: Homolitica donde los electrones que forman el enlace se reparten de
forma equitativa entre los atomos enlazados y heterolitica donde uno de los
atomos retiene los dos electrones y el otro queda cargado positivamente [45].
A continuacién, se muestran los caminos de fragmentacion més comunes(ver

figura |1.10))

Ruptura Homolitica ~

1 electrom

Ruptura Heterolitica /), T

/\/@ e cl

Figura 1.10: Rupturas homolitica y heterolitica

Otros eventos que pueden ocurrir son los rearreglos de las moléculas, los cua-
les pueden ser muy dificiles de explicar, sin embargo, existen algunos que ocu-
rren frecuentemente,por tanto han sido estudiados y son bien conocidos; como
es el caso del rearreglo conocido como McLafferty (ML) (ver figural.11]) [32]F]
Este mecanismo presenta de intermediario un anillo de seis atomos donde un
atomo de hidrégeno se transfiere a un radical cation, obteniendo como producto

"pag. 257
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un cation y un radical. Es importante senalar que este método cumple con la
regla del electrén par. [

')

o =]
Lk 5

+
R.AH L OH
\]j (o) — }:\h o —* ‘ + )L o
-\_)J\O/ Sl 0= . (0]

Figura 1.11: Rearreglo McLafferty

Otro mecanismo muy conocido es el Retro Diels-Alder (RDA) (ver figura
[30]'] que sucede cuando un anillo bencénico se encuentra en forma de
radical positivo, entonces el anillo sufre una doble ruptura en la primera de
ellas forma un doble enlace con carbono radical del anillo y en la segunda se
fragmenta la molécula en dos productos: un radical positivo y un fragmento
neutro.

Retro Diels-Alder

CHg"

m/z=54
Figura 1.12: Retro Diels-Alder

Es importante mencionar que este mecanismo no es exclusivo de los anillos
formados por carbonos e hidrogenos, también puede haber grupos funcionales
y llevarse a cabo este mecanismo de fragmentacion y al igual que McLafferty
también cumple con la regla del electron par.

1.3. Laser

El ldser que por sus siglas en inglés significa (Light Amplified by Stimula-
ted Emission of Radiation) amplificaciéon de la luz por emisién estimulada de
radiacion. Es un dispositivo que permite obtener un haz de radiacién electro-
magnética intenso, cuyo principio es la emision estimulada de fotones por parte

9Nota: las imagenes presentadas para los mecanismos de fragmentacién fueron tomadas
de wuna presentacion que pertenece a la Q. Georgina Duarte Lisci, disponibles en: htip
//depa. f quim.unam.mx /amyd/archivero/4,2Interpretacion Espectrometriade M asase463.pdf

10
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de atomos o moléculas. Sus origenes remontan a 1917 cuando Albert Einstein
propuso la emisién estimulada de la luz. El primero en usar este principio fue
un dispositivo llamado maser (Microwave Amplification by Stimulated Emission
of Radiation) desarrollado por Charles H. Townes, J.P. Gordon y H. Zeiger en
1954, pero fue hasta 1960 que se creé el primer laser de rubi gracias a Theodore
H. Maiman, lo que abrié el camino para una nueva serie de experimentos en
la espectroscopia, comprobando el experimento propuesto por Maria Goeppert-
Mayer (ver seccién [1.1.2)). La relacién que existe entre los ldseres y la quimica ha
abierto nuevos caminos hacia la investigacién y desarrollo tecnoldgico, debido
a las caracteristicas principales de la luz laser como son:

= Coherencia espacial y temporal.
» Polarizacion controlada.
» Pulsos temporales de femtosegundos 10~ 1s.

» [Luz sintonizable.

Esto permite el estudio de diversas propiedades de la materia que de otro modo
no seria posible, por ejemplo, el estudio de reacciones quimicas para descifrar
mecanismos de reaccion. Para comprender mejor el funcionamiento del laser se
explicara brevemente el principio del funcionamiento de éste.

Existen dos fendmenos mediante los cuales los a&tomos o moléculas pueden emitir
fotones, conocidos como emisiéon espontanea y emision estimulada. La emisién
espontanea depende del tiempo de vida del estado excitado y se produce de
forma aleatoria sin depender de la intensidad de la radiacién incidente. La emi-
sion estimulada consiste en la absorcién de un segundo fotén que estimula la
relajacion del electron hacia el estado basal, emitiendo un fotéon que presenta
la misma frecuencia, direccién y polarizacién (coherencia espacial) y la misma
fase y velocidad (coherencia temporal) [33[1] En la figura se presentan los
procesos de absorcién y emision estimulada para un sistema que consta de dos
niveles de energfa; (E;) que se refiere al estado fundamental del sistema y (Ey)
que relaciona con algin estado excitado del mismo. En el inciso a) el sistema
alcanza un estado excitado al absorber un fotén de energia igual a AEy;, en el
inciso b) se muestra la emision espontanea, cuando el sistema regresa al estado
basal emitiendo un fotén de forma espontdnea y el inciso ¢) corresponde a la
emision estimulada, en éste se puede observar como un sistema que se encuen-
tra en estado excitado absorbe un segundo fotén, que estimula la relajacion del
sistema al emitir dos fotones de las mismas caracteristicas que el foton inci-
dente. El fenémeno del laser se logra gracias a la emisién estimulada, como se
explicara en el capitulo 2.
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c)

a) b
e D
h‘l)' I h'yr hb’ S hv o
e— - L o
i 4 4 hv .
e e

Figura 1.13: Fundamentos de ldser: a) absorcién de un fotén, b) emisién espontnea, ¢) emisién

estimulada



Capitulo 2

Sistema experimental

En este capitulo se explica detalladamente el manejo de la muestra analizada
y se describe paso a paso el sistema experimental; asi como los equipos utilizados
para el mismo, se justifica su uso al describir la importancia de su contribucién
para obtener mejores resultados. El experimento se llevé a cabo en el laboratorio
de Fisica Atémica, Molecular y Optica Experimentales (FAMOE, ver figura|2.1
del Instituto de Ciencias Fisicas de la UNAM campus Cuernavaca, Morelos.

Figura 2.1: Parte del laboratorio de FAMOE-UNAM donde se realiz6 el experimento

2.1. Introduccion de la muestra

La muestra se adquirié de SIGMA ALDRICH con un 99 % de pureza e intro-
ducida al contenedor de la muestra en una camara con atmésfera inerte (Ar),
debido a que si bien no se encontré en la literatura informacién sobre contami-
nacion de la muestra al exponerla al aire, se sabe que es altamente higroscépi-
ca . El uracilo se encuentra en estado sélido a temperatura ambiente por
lo que se calent6 a 230 grados centigrados para pasar al estado gaseoso, donde

24
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Maddern y otros reportan que se registra la mayor intensidad del ion molecular
y no ocurre disociacién térmica [46], ademds la temperatura se mantuvo cons-
tante, debido a que no se han encontrado efectos de fragmentacion relacionados
con un cambio de temperatura . Para el calentamiento se utilizé una cinta
térmica que cubre al contenedor de la muestra, el cual cuenta con un orificio
para colocar un sensor y registrar la temperatura (figura . La cinta va co-
nectada a un autotransformador variable con un voltaje de salida de 0-120 V,
se necesitan aproximadamente 8 V para alcanzar la temperatura 230 grados
centigrados. Una vez que la muestra pasa al estado gaseoso, se introduce a una
tuberia que tiene acoplada una conexién donde se puede introducir un gas de
arrastre y una segunda conexion a una bomba para hacer vacio antes que entre
la muestra, la presién en la tuberia es del orden de 10~3torr. La tuberfa finaliza
en una valvula pulsada de 0.5 mm de didmetro. La apertura de la valvula esta
sincronizada con los pulsos laser a través de un dispositivo de retardo (AV-
TECH, Delay Generator) que recibe una senal del laser y la retarda por un
tiempo de 25,86ms antes de enviarla al controlador de apertura de la valvula
(IOTA ONE). La muestra es introducida a la cdmara de vacio a través de la
valvula pulsada que esta abierta por un tiempo de 270 us; gracias a esto el
pulso laser que tiene un tiempo de separacion de 33.33 ms, ver ecuacion el
haz de particulas coinciden en la zona de interaccién en el centro de las placas
de aceleracion.

Figura 2.2: Contenedor de muestra envuelto con cinta de calentamiento

Hasta ahora se ha explicado como estan sincronizados los pulsos laser con
el haz de moléculas, pero jcomo se sabe que para cada pulso laser corresponde
un nuevo haz de moléculas y que un haz no puede recibir dos pulsos laser? El
laser emite 30 pulsos en un segundo con una duracién de 6 ns, entonces cada
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pulso laser esta separador por un tiempo de

1s
T, = ———— ~ 33,33ms!| 2.1
30pulsos m (2.1)

Suponiendo que sale un disparo laser en el tiempo 0, la valvula se abrira 25.86
ms después, y estard abierta por 270 us, entonces las moléculas tienen un tiempo
aproximado de 7 ms para llegar a la zona de interaccion y salir de la cadmara
de interaccién antes del siguiente pulso laser. La velocidad de las moléculas en
un haz molecular supersénico es del orden 10* % y la distancia de la valvula

al punto focal es ~ 15 c¢m por lo tanto el tiempo que tarda en llegar el haz de
moléculas a la zona de interaccién es

t = ——+ = 15us, (2.2)

debido a que la zona de interacciéon se encuentra cerca de la mitad de la camara,
el tiempo estimado para que la muestra salga de ésta se debe aumentar al doble.
Con esto se demuestra que la diferencia temporal entre un pulso laser y el
siguiente es suficiente para que la muestra sea introducida a la camara, realice
el recorrido hasta la zona de interaccion y salga de camara de ionizacién.

2.1.1. Generacién del haz molecular supersénico

Se conoce como haz molecular a aquél en donde todas las moléculas viajan
con trayectorias en un régimen libre de colisiones en un ambiente de vacio
[32Pl Antes de hacer mencién de los haces supersénicos se definird a los haces
efusivos que son mas sencillos de obtener; para que se produzca un gas efusivo,
el reservorio del gas debe estar conectado al vacio a través de un orificio cuyo
didmetro (d) sea mucho menor que el camino libre del medio A, dentro de la
camara de vacio, A\, es la distancia promedio entre dos colisiones de moléculas
en un gas. Este pardmetro se mide con el nimero de Knudsen K, (ecuacion
y para que se cumpla la condiciéon anterior K, > 1;

A

K, =22, 2.3
- 23)
1

Am

v (2.4)

Donde o corresponde a la seccién transversal que indica la probabilidad
de colisiones entre un haz de particulas con un objetivo y n, la densidad de

I Este valor fue confirmado y monitoreado para el presente experimento empleando un osciloscopio TDS 210
2
pag. 279
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particulas, la seccién transversal del uracilo es del orden de 10™°cm? [47] y la
densidad de particulas se puede calcular aplicando la ley de gases ideales

~ nN, nN,P NP
V. RTn  RT’

donde R es la constante de los gases ideales, T es la temperatura, N4 es el
nimero de Avogadro y P es la presion. Se sustituye la ecuacion [2.5en la ecuacién

y se obtiene:

(2.5)

Ty

RT
Am = —-
V2N, Po
Se puede realizar un calculo aproximado para este trabajo experimental; al

ingresar la muestra a la cAmara de interaccién la presién es del orden de 1076
Torr sustituyendo valores en la ecuacion anterior se obtiene:

(2.6)

em?® x mmHg

6236365 % 503,15 K
A = B x mol = 3,6210%m. (2.7)
V2 % 6,022x1023—l x 1210 5mmH g
mo

Esto quiere decir que una vez que las particulas entran a la cAmara de vacio
es practicamente improbable que tengan lugar colisiones entre moléculas; ahora
se sustituye el valor de d y A, en la ecuacién [2.3], obteniendo asi:

B 3,6210%cm

0= = 7.6x10°. 2.8
0,05¢m v (28)

Por tanto se cumple que K,, > 1, esto quiere decir que al pasar por la valvula
pulsada se forma un gas efusivo en la camara de vacio, sin embargo, un gas de
este tipo presenta algunos problemas, como lo son: una baja intensidad, am-
plia distribucién de velocidades entre las moléculas y pequeno confinamiento
angular; para no tener este tipo de inconvenientes es mejor tener un gas mo-
lecular supersénico [32]F en donde la distribucién de velocidades es minima y
se produce una expansion reversible adiabatica, alcanzando la temperatura de
unos pocos grados kelvin. El nombre de supersénico se debe a que la velocidad
promedio del haz es mayor que la velocidad del sonido del mismo gas; una for-
ma de obtener este tipo de haz es usando un skimmer que selecciona la parte
central del haz, a través de un pequeno orificio que tiene en la entrada, cuando
las moléculas atraviesan el orificio comienza la expansion adiabatica, gracias
a la forma cénica del skimmer; esto provoca que los grados de libertad de las
moléculas disminuyan al minimo, garantizando que la ionizacién y disociacién
se deba tunicamente a la interaccién con la radiacién laser (ver figura [2.3).

3pag. 280
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Figura 2.3: Expansion de las moéleculas de uracilo en el skimmer

Para realizar el experimento se utilizé un espectrémetro de masas de tiempo
de vuelo operando en modo reflectron, empleado un laser de Nd-YAG como
medio ionizante (ver figura . El sistema experimental consta de tres partes
principales.

» Zona de ionizacién de la muestra.
= Tubo de tiempo de vuelo (TOF).

s Recolecciéon de datos.

De acuerdo con el objetivo que se persiga, algunas de esas partes se han modi-
ficado en el laboratorio para mejorar los experimentos que se realizan; para el
caso del uracilo se adecué una cinta de calentamiento que envuelve el contene-
dor de muestra para que ésta alcance la temperatura requerida para pasar al
estado gaseoso. Ademads, se cuenta con un sistema laser como fuente de ioniza-
cion y de la electréonica que sirve para el control, la recolecciéon y el andlisis de
datos.

11 LASER

Figura 2.4: Espectrometro de masas: 1.Valvula pulsada, 2.Placas de aceleracién, 3.Detector,
4.Pre-amplificador, 5.Contador de senales, 6.Retardador, 7.Controlador de la Vélvula, 8. Equipo
de Cémputo, 9.0ptica, 10.Diafragma, 11.Laser, 12.Bombas turbomoleculares, 13 tubo de vuelo.
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2.2. Zona de interaccion de la muestra

En la zona de interaccion el rayo laser se enfoca en la parte central de las pla-
cas aceleradoras utilizando una lente de enfoque con una distancia focal de 13.5
cm, esto reduce el 4rea del haz a 2,4 x 10~*cm? aproximadamente, aumentando
la densidad fotonica en el punto focal y asegurando la mayor probabilidad de
produccion de iones. Para medir el area del punto focal se hizo incidir el haz
del laser enfocado en una placa y se midié el didmetro de la marca con un
microscopio. La region de interaccion se encuentra entre dos placas de acero
inoxidable a potenciales positivos de 2000 y 1000 V respectivamente, produ-
ciendo una diferencia de potencial de 1000 V que acelera a los iones con carga
positiva de acuerdo con su relaciéon masa-carga. Cuando estos han salido de la
zona de aceleracion pasan a través de una lente Einzel que sirve para enfocar el
haz [48]@, cuyo potencial es de 140 V; a continuacion, se encuentran las placas
de deflexién XY, donde el haz se direcciona al detector en caso de presentar
desviaciones en el plano perpendicular a la direccién de aceleracion, estas pla-
cas tienen un voltaje de 163 V. Se puede conocer la velocidad que lleva cada
uno de los iones positivos analizando la equivalencia de energia cinética con la
diferencia de voltaje. Estd relacién se expresa mediante la ecuacién [2.9

E.=eZAV = %va, (2.9)

despejando la velocidad de la ecuacion se obtiene:

2eZA
v = 2220 (2.10)
m

Se sabe que el ion positivo més ligero que se puede formar es el H' y por lo
tanto el que tendra mayor velocidad y saldra antes que todos de la zona de
interaccién. Sustituyendo valores en la ecuacion [2.10]

2 % 1,602210~12C * 1000V
v =
1,6735210"27kg

como ya se conoce la velocidad del H' y conocemos el didmetro del punto focal
(17,52:1:10_2mm) aproximadamente. Se ha tomado como punto de partida de
los iones el diametro porque se supone que la densidad foténica es uniforme
en todo el punto focal y por lo tanto existe igual probabilidad de la absorcién
multifotéonica en el centro que al extremo de su volimen. Tomando en cuenta
esta consideracion se calcula el tiempo que tarda en salir el H' de la zona de

interaccién con la radiacion:
d 17.522107°m _
t=—-= — = 42107 = 0,4ns. (2.12)

U 43752105 —
S

= 4,375010°, (2.11)
S
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Comparando este valor con el ancho temporal del pulso laser ~ 6ns, los frag-
mentos cargados positivamente atin pueden interactuar con el 6% del pulso
laser y continuar la disociacién. Aunque no es la unica forma en la que los
fragmentos se pueden seguir disociando, un estudio previo de la ionizacion del
uracilo menciona que el fragmento m/z = 69 se disocia en la region libre de
campo después de 1.3-14.6 us de la ionizacién [49).

2.3. Tubo de vuelo

Después de salir de las placas de aceleracion, los iones positivos ingresan al
tubo de tiempo de vuelo, que es la region libre de campo que los iones recorren
antes de llegar al sistema de deteccion. Las ventajas de utilizar un espectrome-
tro de masas de tiempo de vuelo son varias: se pueden detectar especies idnicas
con tiempos de vida cortos (/= 1us), no se necesitan campos magnéticos en el
equipo, se pueden observar y estudiar fragmentaciones durante el tiempo de
vuelo, el intervalo de masas que se pueden estudiar solo esta limitado por la
capacidad del detector, la eficiencia de registro de iones detectados en relacién
con el total de iones producidos puede ser superior al 80 %, entre otras.

El tubo de vuelo puede se puede operar en modo lineal o en modo reflectron.
En el modo lineal los iones viajan en linea recta, desde la zona de interacién
hasta el detector y en el modo reflectrén los iones viajan en linea recta hasta el
extremo opuesto del tubo de vuelo y luego son redirigidos al detector (ver figura
. El modo lineal tiene como principal desventaja la resolucién a causa de la
distribucion de velocidades de los iones formados; este problema se resuelve al
usar el modo reflectron. El tubo de vuelo tiene una longitud aproximada de un
metro, se encuentra dentro de otro tubo protector de mayor diametro; el cual
tiene acoplado un medidor de presién (ion gauge), al llegar al final del tubo
se encuentran las placas de reflexion electrostatica del reflectron y por tltimo
el detector. Si se opera el espectrémetro de masas en modo lineal, las placas
del reflectrén se conectan a un potencial de referencia cero (tierra) y los iones
positivos llegan al detector que tiene un voltaje negativo de -3500 V.

Cuando el equipo se opera en modo reflectron los iones pasan a través de una
malla de entrada la cual se encuentra conectada a tierra, luego pasan a través
de la placa de retardo (VR1) y son reenviados nuevamente al tubo de deriva
con la placa reflectora. Las placas del reflectréon tienen un voltaje positivo de
VR1=955 y VR2=1732, estas placas sirven para compensar la diferencia de
energia cinética de los iones que tengan la misma relacién (m/z) mejorando la
resolucién de los espectros en comparacion con el tubo operando en modo lineal.
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La diferencia de velocidades se puede deber a diferentes causas, por ejemplo:
iones provenientes de distintos caminos de disociacion, formacion de uno de los
iones mas cerca de la placa de aceleraciéon con mayor voltaje en comparacion
con otros de su misma masa, que la absorcion foténica ocurra en intervalos de
tiempos diferentes; siempre y cuando el tiempo de vida de los estados excitados
lo permita. Finalmente, los iones llegan al detector como se puede observar en

la figura

i
-

I2

oo

t 5
4

Figura 2.5: Tubo de tiempo de vuelo: 1-placas de aceleracién, 2-lente Eizel (foco), 3-placas xy,
4-detectores de microcanal y 5-placas de reflexién.

El tiempo que tardan en llegar al detector facilmente se puede calcular con
la ecuacién para fines practicos se emplea el ion H' y una diferencia de
potencial de 1000V, nuevamente empleando el espectrometro de masas en modo
lineal; pero en este caso la distancia esta dada por la longitud del tubo de vuelo
~ 1lm:

d 1m
t=—

U 43752100

a7 = 2,28118. (2.13)

S

Se puede hacer esto para iones de diferentes masas o se pueden calcular los
tiempos de llegada a partir de un ion de referencia; supongamos dos cationes
1 y 2 que solo difieren en su masa, las ecuaciones correspondientes serian las
siguientes:

N vaezv (2.14)

L aezv: (2.15)

NG

al igualar la ecuacién con [2.15]

t t
S (2.16)

/1 77’027

Iy (2.17)
my

Como ya se conoce tedricamente el tiempo de llegada del H* (m/z=1) se pue-
den calcular para otras masas y simular los tiempos de llegada en un espectro

despejando el tiempo t:
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de masas hipotético, ver figura [2.6] Calcular el tiempo de registro de otros io-
nes en el espectro sirve para identificar los fragmentos formados, ademas si el
investigador esta interesado en encontrar una masa en particular, puede iden-
tificar rapidamente el tiempo correspondiente al ion de interés y asi disminuir
el tiempo de analisis. Es importante mencionar que la intensidad de los “picos”
fue propuesta con fines ilustrativos (valores aleatorios).

Espectro hipotético
25

20
69

12
18
24
15
1 28
1
14
43
I 112
5 i

2.29 7.92 8.55 9.70 11.20 12.09 1499 1898 24.19
Tiempo de vuelo (ps)

o

Cuentas (u.a)

9]

Figura 2.6: Simulacién de un espectro de masas para diferentes fragmentos

Ademas de conocer los tiempos de llegada de los iones la ecuacién [2.16]
también se puede usar para otener la masa de los fragmentos desconocidos a
partir de uno conocido; usualmente se usa el H' por ser el ion mas ligero que
se puede producir en el espectro de masas para moléculas organicas

7n2::(9)2nu. (2.18)

1

La ecuacion [2.18| es utilizada para calcular la masa de los fragmentos que se
obtienen en un espectro de masas. Se puede comprobar que la ecuacién funciona
probando con el espectro simulado o bien tomar datos de los espectros reales
que se presentan en el capitulo 3.

2.3.1. Resoluciéon del espectrémetro

Es posible conocer la masa de un ion de energia conocida midiendo el tiempo
requerido que tarda en salir de la region libre de campo hasta llegar al detector
(Tiempo De Vuelo), donde el TDV esta dado por

T, = Ly/ — (2.19)
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donde T, es el tiempo de vuelo, L la longitud del tubo de vuelo, M la masa del
ion vy E corresponde a la energia del ion; si se despeja la masa de la ecuacién
anterior se obtiene:

7\’
Tomando la primera derivada de
E

considerando que AMy; 0 ~ dM y ATp_o ~ dT', donde AM representa la
distancia entre dos valles sucesivos, la distancia minima que se considera para
que un ion se separe de otro en el detector es ~ 10% y AT es el ancho de la
curva a la mitad de la altura méxima [50]. Ahora se divide la ecuacién [2.20]

entre la 2.21]
T 2
M _2E (Z) T

AM~ E_ " 2AT

12
donde M/AM es la resoluciéon del espectrémetro de masas (R); en esta

(2.22)

ecuaciéon se puede ver que la resolucion de los “picos” en el espectro de masas
aumenta proporcionalmente al tiempo de vuelo, esto quiere decir que a menor
aceleracion de los iones, se tendréd una separacion de los “picos” mejor definida.
Una medida de la calidad de la resolucion es que para un valor de R = 5000-
2000 se tiene baja resolucién y para valores de R > 5000 la resolucion es alta.
Se debe tener en cuenta que estos valores no son definiciones exactas, ya que
el valor preciso de R para observar una separacion de dos iones distintos con
valores de masa similares dependera de los iones a los cuales se les aplique el
analisis.

2.4. Registro y analisis de datos

Luego que los iones viajan a través de la zona libre de campo llegan al de-
tector de placas de microcanal [51], que consiste en una placa cuya superficie
tiene canales cilindricos paralelos de 25 pum de didmetro y una separacion de
centro a centro de 32 um, los canales tienen una cubierta de diéxido de silicio
(ver figura que es la responsable de emitir electrones secundarios. La pla-
ca tiene un potencial negativo que varia de la entrada a la salida en 1000 V
aproximadamente, acelerando los electrones y produciendo un efecto cascada,
amplificando la corriente de electrones hasta en un factor de 10° generando la
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senial a detectar. El tiempo de deteccién de la placa es de nanosegundos; mien-
tras que el tiempo de separaciéon de los iones es de microsegundos, garantizando

la separacion de los iones en el espectro de masas.
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Figura 2.7: Vista frontal de una placa de microcanales

La senal de salida es pequena, por lo que se amplifica por un preamplifica-

dor (VT120 Ortec) que registra la senal en un tiempo < 1ns con una salida de
hasta 5 V; esta senal se registra con ayuda del analizador 9308 de Ortec capaz
de registrar eventos en el intervalo de 0 a 325 s con precisién de picosegundos.
El primer pulso laser inicia el intervalo de tiempo de inactividad, al término de
este se inicia el tiempo de registro de datos, posteriormente hay un breve inter-
valo de tiempo muerto para prepararse para el proximo registro; durante estos
intervalos de tiempo se ignora la senal de los pulsos laser. Las senales de los pul-
sos de llegada correspondientes a cada ion se registran de acuerdo a su relacién
masa/carga y se guardan en la computadora por medio del software asociado
(PTA32, Ver 2.1); esto quiere decir que al comenzar el siguiente registro de
pulsos los que coincidan con los registrados previamente se acumulan, obser-
vando un aumento en el tamano de los “picos” del espectro, que se representa
como el nimero de iones contra el tiempo de vuelo. La validez estadistica co-
rresponde a la repeticion del registro de datos para un gran ntimero de barridos
de registro de pulsos. Los espectros se visualizan en la computadora mediante
el programa PTA32, donde se guardan con extension .pta y luego se cambian
con ayuda del programa MATLAB a archivos tipo .txt para analizarlos en el
software ORIGIN. En este dltimo programa se analiza cada pico para reducir
el error de los datos (ej. tiempo de vuelo, drea bajo la curva); por tltimo, los
datos obtenidos en este punto se analizan en EXCEL donde se calcula el orden
del proceso multifoténico empleando la ecuacién y se asigna una masa a
cada “pico”, entre otras cosas de interés cientifico.
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] Pardmetro \

Tiempo inactivo 0.04500 pus
Tiempo de barrido | 81.9200 us
Numero de barridos 10,000

Tabla 2.1: Parametros empleados para la adquisicién del espectro de masas con el programa

PTA 32.

2.5. Sistema de vacio

Uno de los problemas maés frecuentes en espectrometria de masas es la con-
taminacion en los espectros, causado principalmente por un vacio defectuoso,
en este experimento se utiliza una bomba centrifuga de 23000 rpm que puede
alcanzar presiones de vacio del orden 1073 torr, trabaja en conjunto con dos
bombas turbo-moleculares de 56000 y 75000 rpm (ver figura las cuales
generan una presién de vacio hasta de 1078 torr. Para mejorar el vacio en el
espectrometro de masa se enrollé una cinta de calefacciéon sobre la camara de
interaccion y el tubo de tiempo de vuelo, cubierta con papel aluminio para evi-
tar perdida de calor hacia los alrededores, la temperatura a la que se calienta
es aproximadamente 100 °C evitando que se danen los componentes de sistema.
Como resultado de esta accién se observa una disminucién en el pico de m=18
correspondiente al agua.

Figura 2.8: Bomba turbomolecular.

Otro contaminante que puede afectar el vacio dentro de la camara son los
residuos de muestras estudiadas previamente. Para ellas el calentamiento ex-
terno no es capaz de eliminarlas, ya que no es posible calentar el interior de la
camara debido al vacio que existe. Para resolver este problema se remueven las
placas de extraccion del equipo, el skimmer, la valvula pulsada y el contenedor
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de muestra junto a su tuberia; posteriormente se lavan en ultrasonido utili-
zando un detergente biodegradable propio para este método de limpieza, luego
se secan a una temperatura de 120 °C. Las partes que no son removibles del
equipo experimental debido a su gran tamano o calibracion precisa, se limpian
con acetona y posteriormente se introduce una ldmpara ultravioleta (ver figura
; que calienta el interior de la cadmara por aproximadamente una semana
haciendo vacio con las bombas turbomoleculares. Con ello se ha observado una
notable disminucion de la contaminacion en los espectros.

Figura 2.9: Lampara ultravioleta: Se utiliza para calentar el interior de la cdmara de ionizacién

Otro aspecto muy importante de trabajar en condiciones de vacio es que los
iones aislados no estan en equilibrio térmico con sus alrededores, por lo que solo
pueden redistribuir la energia internamente y unicamente pueden experimentar
reacciones unimoleculares por ejemplo: isomerizacién y disociacién [30].

2.6. Sistema laser

El laser utilizado fue un Quanta-Ray de Spectra-Physics de 30 Hz con pulsos
de 5-6 ns de ancho temporal . El medio activo del laser es un cristal de
neodimio triplemente ionizado, dopado con granate de itrio-aluminio (Nd:YAG
por sus siglas en inglés); el medio activo se excita empleando dos lamparas de
Xenoén, cuya energia de bombeo coincide con las principales bandas de absorcién
del rojo e infrarrojo cercano del cristal de Nd:YAG, las moléculas se excitan y los
electrones decaen al nivel 4 Fj /2 que tiene un tiempo de vida ~ 230us; al realizar
la transicion al estado 41, /2 se emite un foton de 1064 nm, luego rdpidamente se
relaja al estado fundamental manteniendo la poblacion del estado basal. Aunque
existen otras transiciones competitivas 1319, 1338 y 946 nm todas presentan
menos ganancia comparadas con 1064nm. Si se emplea el sistema ldser usando
solo el medio activo y el resonador se emitird un pulso largo (200ms) cada
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vez que las lamparas se enciendan; pero de baja energia, para aumentar la
energia se utiliza un Q-switch capaz de acortar los pulsos y obtener la energia

maxima El

2.6.1. Q-switching

En el modo de operacién Q-switch (ver figura la energia se almacena en
el material activo durante el bombeo, aumentando la inversiéon de poblacién en
el estado excitado H, para lograr esto un obturador electro-éptico se coloca
entre el material activo y el resonador; rompiendo el ciclo de enriquecimiento
y manteniendo la poblacion del estado excitado, una vez que se ha acumulado
suficiente energia se retira el obturador, entonces la ganancia en el resonador
aumenta mas de lo que se obtendria operando en el modo normal. La energia
que sea produce se dirige en un solo pulso con duracién de 5-6 ns, consiguiendo
de esta manera aumentar la intensidad del rayo laser. Es importante mencionar
que este modo de operacion también tiene perdidas de energia comparado con
el modo normal, debido a que los electrones que se excitan solo pueden hacerlo
una vez; ademas la pérdida por fluorescencia debido a la duracién del tiempo del
estado excitado y una parte de la energia almacenada permanece en el medio
activo, por lo que funciona bien para estados excitados de tiempos de vida
largos como en el caso de los laseres de estado sdlido.

[ =\

Figura 2.10: Sistema Q-switching

2.6.2. Cavidad resonante

La cavidad resonante es el lugar donde se tiene el enriquecimiento de fotones
coherentes; esta constituida por dos espejos que reflejan solo cierta(s) longitu-
des de ondas, los fotones que se emiten por el medio activo en direccion del eje
x (eje que une a los espejos o eje Gptico) de la cavidad resonante son reflejados
nuevamente hacia el medio activo y al interaccionar con los estados excitados

SPag. 5
SPag. 5-6
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producen la emisiéon de un segundo fotén con la misma energia, fase y direc-
cién (emisién estimulada) esto quiere decir que por cada fotén que interactia
con el medio activo excitado se obtienen dos, por dos se obtienen cuatro, por
cuatro se obtienen 8 y asi sucesivamente hasta alcanzar el equilibrio entre los
fotones excitados y emitidos [52]@. Uno de los espejos mencionados deja pasar
una fraccién de la luz que es la que constituye la radiacion laser. El acoplador
de salida produce perfiles gaussianos en la salida del laser. Esto quiere decir que
la densidad fotonica es mayor en el centro del haz y disminuye uniformemente
hacia los extremos.

Para obtener otras longitudes de ondas se utiliza 6ptica no lineal como cris-
tales de fosfato de potasio dideuterio (KD*P), cuando interactiia la longitud de
onda fundamental del ldaser (1064 nm) con estos cristales se obtiene la longitud
de onda correspondiente al segundo arménico (532 nm), si esta onda pasa a
través de un segundo cristal se obtiene la correspondiente al cuarto armonico
(266 nm) o se puede mezclar la longitud de onda 532 nm con el residual del
1064 y se obtiene la correspondiente al 3 arménico (355 nm) [52f} La duracién
de los pulsos laser depende de la longitud de onda con la que se trabaje, de 8-9
ns para 1064 nm, de 6-7 ns para 532 nm, de 5-6 ns para 355 nm y de 4-5 ns
para 266 nm.

2.6.3. Precauciones para trabajar con el laser

Uno de los aspectos mas importante que se deben considerar a la hora de
hacer un experimento es la seguridad del personal del laboratorio. El laser
utilizado estéa clasificado como clase IV por la Norma UNE-EN 60825-1:2015 de
acuerdo con su riesgo, la exposicion directa de ojos y piel siempre es peligrosa y
la reflexién difusa normalmente también, pueden originar incendios; por lo que
se mencionan las medidas preventivas para evitar danos a la salud:

» Usar gafas protectoras todo el tiempo.

= Evitar mirar el rayo laser directamente o cualquier reflejo de este.

Prohibido el uso de joyas reflejantes mientras el laser este en operacion.

Operar el laser a la menor intensidad posible (depende el experimento).
= La operacion del laser debe ser ejecutada por personal capacitado.

= BEvitar el contacto del rayo laser con cualquier parte del cuerpo.

"Pag. 7
8pag. 10
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= Trabajar en un ambiente iluminado para mantener la contraccion de la
pupila y reducir el riesgo de dano.

s Colocar senales de advertencia cuando el laser este en uso.

= El rayo laser no debe estar a la altura de los ojos.



Capitulo 3

Presentacion y discusién de resultados

En este capitulo se analizan los espectros obtenidos del uracilo utilizando
una longitud de onda correspondiente al tercer arménico del laser (355 nm),
que se encuentra dentro del intervalo que corresponde a los rayos UVA con una
intensidad del orden de 10° — 101° W/cm?. Se asocian los posible iones que
conforman el espectro de masas de acuerdo a la relacion m/z y se presenta una
comparaciéon con trabajos previos sobre la fragmentacién de uracilo; donde se
destaca los nuevos fragmentos que fueron identificados. Se analiza el efecto de
la intensidad de radiacion incidente en la fragmentacion del uracilo, aportando
nueva y relevante informacion que no ha sido reportada. Ademas, se calcula
la resolucion de los espectros obtenidos y se discute la importancia de ésta en
la interpretacion de resultados. Se calcula un valor aproximado de la energia
necesaria para ionizar los fragmentos representativos del espectro y se discute
la relacion de la energia requerida para la formacion de los iones y la intesidad
de éstos en el espectro. Por ultimo, se proponen las posibles rutas de disociacién
que puede seguir la molécula de acuerdo con los resultados obtenidos, tomando
como guia estudios previos de fragmentacion del uracilo correspondientes a
diferentes métodos.

3.1. Identificacién de fragmentos

Para la identificacion de los fragmentos se utilizé un espectro obtenido al rea-
lizar un barrido de 100,000 repeticiones, con la finalidad de identificar los iones
que tengan una baja probabilidad de formarse. Obviamente los fragmentos con
mayor probabilidad de formarse destacan por su intensidad en el espectro (ver
figura 3.1]). Para identificar la mayor cantidad de iones se realiz6 una busqueda
minuciosa, porque si bien algunos iones son ficiles de identificar como el C* o
H™ debido a su alta intensidad, otros iones que también son importantes, tie-
nen una intensidad muy pequena, lo que dificulta su deteccién ain para altas
intensidades del laser. Afin de mostrar este efecto se hace una amplificacién
de diferentes zonas del espectro (ver figura analizando cada uno de los pi-

40
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cos encontrados. Todos los fragmentos identificados en este trabajo, se supone
que son monocargados debido a la alta demanda de energia para una segunda
ionizacion.
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Figura 3.1: Espectro obtenido a 355 nm con intensidad de ~ 1,9210'°W/cm?
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Figura 3.2: Amplificacién del espectro obtenido a 355 nm con intensidad de ~ 1,9210°W /cm?
para la identificacion de picos pequenos

Ademas se construyé una curva de calibracion para cada para una de las
intensidades empleadas en la MFI del uracilo, esta curva se construye empleando
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las masas calculadas y los tiempos de vuelo, y se ajusta una ecuacion para
rectificar las masas propuestas.

70

60 m/z = 0,0488tv2 + 0,0012tv - 0,0145
R2=1

50

40
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Figura 3.3: Curva de calibracién para los iones formados por absorcién multifoténica con una
intensidad de 1,7210'° W/cm?

El coeficiente de determinacién R? indica que la ecuacién polinémica de se-
gundo orden, que describe la linea de tendencia propuesta, se ajusta un 100 % a
la relacién que existe entre las masas calculadas y el tiempo de vuelo de los iones.

Entre mas pequena es la masa de los iones detectados, es méas sencillo iden-
tificar la estructura que forma al ion para una relaciéon de masa/carga dada,
esto es debido a que las combinaciones de atomos que se pueden proponer pa-
ra su estructura son limitadas. Conforme aumenta la masa de los iones esto se
vuelve mas complejo, debido a la gran variedad de combinaciones que se pueden
proponer. En el espectro de la figura los iones de mayor intensidad corres-
ponden a masas pequenas lo que indica una fragmentacién intensa del uracilo,
esto difiere con trabajos previos donde se logra observar iones de mayor peso
molecular.

Los iones identificados se muestran en la tabla [3.1] ademds se presenta una
comparacion de resultados obtenidos por otros autores que han trabajado con
el uracilo empleando la técnica de espectrometria de masas, pero utilizando di-
ferentes métodos de ionizacion en algunos casos o diferentes longitudes de onda
cuando se emplea el mismo método, por lo que hacer una comparacion de re-
sultados es indispensable para lograr una mejor comprensiéon de la disociacién
del uracilo.
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Ton 39 [3 4 [15
355 nm MFI 220 nm MFI 70 eV IE 70 eV IE fot6n 6-22
H+ 1 1 1
Hy 2 2
c+ 12 12 12
CoH* 13 13 13 .
CHy, N* [15] 14 14 14 14
CH; [47|p3], NH* [47] 15 15 15
O+, NHj, CHf 16 16
OH*, NHf 17 17 17
H,O" [15 18 18 18
cy 24 24 24
CoH* 25 25 25
CoHj [49], CN* 26 26 26 26 26
CoH3 [49], CNH* [15]24] 27 27 27 27 27
CO* [55], CoH; [49], HNCHT [15|[53] 28 28 28 28 28
HNCH; [56|, HCO" [15], CoH7 29 29 29 29 29
COH; 30 30
COH; 31
COH;, NOH;, Of, NoH, 32
cf 36
CsH* 37
CoN*, C3H 38 38 38 38 .
CoNH* [39][56], C3H [47 39 39 39 39 39
CoNHy 40 40 40 40
CoNHj 41 11
CNO* 42 42 42 42
HNCO* [47|[p6], CLH;0" [49) 43 43 43 43
H,NCO* 44 44 44 44 44
H3;NCO* 45
51 51 51
52 52 52
53 53 53
56 56 56
57
58
C3HyNO . 68 68 68 68
C3HsNO . 69 69 69 69
C3H,NO . . 70 70 70
77
96 96
CiH N>O, . 112 112 112 112

Tabla 3.1: Comparacién de iones obtenidos en el uracilo por diferentes métodos

De acuerdo con la literatura el método de ionizacién no deberia de afectar
los caminos de fragmentacion, lo que es vélido en algunas ocasiones, ya que la
mayoria de los fragmentos identificados en este trabajo pueden ser identificados
en el espectro presentado por Pal Markush y otros [21], quienes utilizaron como
método de ionizacién 2C** con 36 keV de energia. sin embargo; en la tabla
se observan diferencias con el presente trabajo, donde se identifican nuevos iones
correspondientes a las masas 31, 32, 36, 37, 45, 57, 58 y 59. La formacion de éstos
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iones se puede deber a que el pulso ldser tiene un ancho temporal grande (del
orden de nanosegundos) y puede conducir a diferentes caminos de fragmenta-
cién provocados por la absorcién multifoténica, provocando una fragmentacion
intensa del uracilo, donde se fragmenta el ion molecular para formar estructuras
m&s pequenas. Si se compara la energia de ionizacién del Uracilo ~ 9,2eV [57]
y la energia de un fotén de longitud de onda 355 (£ = 3,49251eV), se obser-
va que se necesita aproximadamente la absorcién continua de tres fotones para
lograr ionizar la molécula (depende del tiempo de vida de los estados excitados).

Una vez que se ha formado el ion molecular, éste puede continuar interactuando
con el laser y es posible que contintie absorbiendo fotones, lo que provoca la
fragmentacion del ion molecular, lo cual explica la ausencia de la masa 112 en
el espectro, aunque existen otras alternativas por las cuales el ion molecular no
se logra observar, depende del modo de interaccién de la radiacién-materia y
de los estados excitados a los que accede la molécula.

En cuanto a los iones identificados, ademéas de destacar los iones que han sido
detectados por primera vez, es relevante mencionar otros fragmentos, como el
caso del ion de m/z 18 que ha sido reportado como contaminacién por agua
H,O™ [15] aunque no se descarta que provenga del uracilo, y el ion de masa
32 que presenta una intensidad considerable en el espectro. Esta masa no se ha
reportado y de acuerdo a las combinaciones que lo pueden formar se propone:
COHJ,NOH;,OF y NoH, a partir de la molécula de uracilo, es complicado
explicar su mecanismo de formacion, porque se trata de &tomos que no estan en-
lazados directamente en la molécula. Sin embargo; si su formacion es precedida
por procesos subsecuente acompanados de la isomerizacién de los fragmentos,
su formacion es posible [58]. Las rutas de disociacién se abordardn més adelante
cuando se analicen los mecanismos de fragmentacién.

3.2. Efecto de la intensidad de radiacién en la fragmen-
tacion del uracilo

Una vez que se identificaron los iones de mayor intensidad en el espectro,
es interesante averiguar qué sucede al modificar la potencia del laser. El efecto
de la intensidad de radiacién influye en la corriente idénica. Esto demuestra la
relacion que existe entre la fragmentacion de las moléculas y la intensidad del
laser, como se puede observar en las siguientes graficas:



CAPITULO 3. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Cuentas (unidades arbitrarias)
g
!

A=355nm

w
1 =255x10°—;
cm=

1200 4

1000 4

Cuentas (unidades arbitrarias)

20
Tiempo de vuelo (us)

12

138
14
n \|I|\
T

%=355nm

w
I=957x10°—
om

4
[

2500

2000

1500 4

1000 4

Cuentas (unidades arbitrarias)

500 -

20
Tiempo de vuelo (us)

12
18

: Ll

=355 nm

w
1=149x100—
cm

28

g 32
Ili.Jl | ol i

20
Tiempo de vuelo (us)

Cuentas (unidades arbitrarias)

(a)
o
o
g
i
3
(1]
W
i}
o
@
g
=
2
w
©
e
[}
3
[&]
w
8
g
g
@
0
o
@
el
[=
=4
w
q
e
o
= ]
8]
()

Figura 3.4: Espectros obtenidos a 355 nm con
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diferentes intensidades de radiacion.

45

Los espectros de la figura a) representan las intensidades més bajas para
las cuales se realizo el experimento, los de la figura b) corresponden a inten-
sidades medias y las de la figura c) pertenecen a las mayores intensidades
que se obtuvieron del ldser utilizado. Como se puede observar el H' presenta la

mayor intensidad para todo el intervalo de intensidades del laser, pero hay iones

que si presentan cambios en su intensidad. El primer cambio que se observa,
es la competencia entre los iones de masas 12 y 14, para intensidades bajas el
ion m/z=12 presenta una altura > a 3 veces la altura del ion m/z=14, para
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intensidades intermedias esta diferencia disminuye considerablemente llegando
a tener una intensidad casi equivalente, finalmente para los espectros donde se
utilizo la mayor intensidad, la produccion del ion de masa 14 respecto al ion de
masa 12 fue mayor.

Un comportamiento similar se observa al comparar los iones de m/z 28 y 24, se
puede observar que a bajas intensidades el ion m/z=28 no se logra identificar,
pero cuando se utilizan intensidades intermedias su produccién supera la del
ion m=24, que representaba al pico mas grande de ese conjunto de iones. otro
ion que llama la atencion es el correspondiente a la masa 32, el cual a bajas
intensidades no se produce, pero para intensidades mas altas alcanza una inten-
sidad similar al pico 24. Las comparaciones del crecimiento de los picos, pueden
o no estar relacionados.

La aparicién de nuevos fragmentos sugiere que se formaron a partir de frag-
mentos més pesados, esto no es de sorprender porque como ya se calculd (ecua-
cion , aunque los fragmentos se ionicen son capaces de seguir absorbiendo
fotones (por un tiempo méximo de 0,4us). La energia que se absorbe en este
tiempo, podria corresponder a la energia necesaria para superar una barrera de
estado disociativo(ver seccién [1.1.1)), ademds se tiene el aumento del nimero de
iones con el aumento de la intensidad del laser.

Para que aparecieran los nuevos fragmentos otros deberian desaparecer, ya que
si la disociacion es continua se debe romper un fragmento pesado para la pro-
duccion de los mas pequenos, pero el experimento demuestra que esto no se
cumple en su totalidad, ya que algunos iones pesados (por ejemplo masa 32)
sélo se identifican para altas intensidades, por lo tanto su formacién puede estar
relacionada con los fragmentos neutros, que se obtienen simultaneamente con
los iones los positivos. Cuando se aumenta el nimero de fotones en la zona de
interaccion, los fragmentos que no tenian carga pueden absorber la energia ne-
cesaria para ser ionizados y registrados en el espectro de masas. Para visualizar
mejor el efecto de la intensidad a continuacion se comparan dos espectros con
la misma longitud de onda 355 nm, ver figura 3.5
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Figura 3.5: Efecto de la intensidad del laser en el crecimiento de los picos.

El espectro de color rojo se obtuvo a una intensidad de 1,74210' W/cm?
y el de color negro a 8,72210° W/cm?, en esta comparacién es mas notable la
diferencia en la intensidad de los iones, solo se eligié una parte del espectro
debido a la mayor produccién de hidrogeno respecto de los otros iones, esta
comparacién es mas evidente que la anterior (figura , pero conduce a las
mismas conclusiones. El siguiente paso es ver el comportamiento de la corriente
iénica (CI) de todos los iones identificados, lo que se muestra a continuacion:
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Figura 3.6: Comportamiento de la corriente iénica al aumentar la intensidad del laser (m/z =
13, 15, 17, 32).

Los iones de la figura [3.6] presentan un crecimiento similar, cuando se au-
menta la intensidad de radiacion su produccién aumenta. Los siguientes iones
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analizados son los iones de m/z 2, 16, 24 y 29 (figura [3.7)).
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Figura 3.7: Comportamiento de la corriente iénica al aumentar la intensidad del laser (m/z =
2, 16, 24, 29).

El ion de m/z 2 es el que presenta una menor produccién al aumentar la
intensidad, esto se debe a que este ion no proviene directamente del uracilo,
para su formacion se deben unir dos H, lo cual tiene una baja probabilidad de
ocurrir en las condiciones del experimento. El ion de masa 16 es el que presenta
una mayor produccion al aumentar la intensidad del laser, incluso supera la
produccién del ion de m/z 24, lo que sugiere que la formacion del ion de m/z
16 requiere mayor nimero de fotones respecto al ion de masa 24. Los siguientes
iones analizados son los iones de m/z 25, 26, 27 y 28 (ver figura [3.8).
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Figura 3.8: Comportamiento de la corriente iénica al aumentar la intensidad del ldser (m/z =
25, 26, 27, 28).

La produccion del ion de m/z 28 es la que mas se incrementa con la intensidad
del laser, el cual ha sido reportado como uno de los iones que se produce en
mayor cantidad [39] cuando se fragmenta el uracilo. por tltimo, se presenta el
comportamiento de los iones de m/z 1, 12, 14 y 18 (ver figura [3.9).
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Figura 3.9: Comportamiento de la corriente iénica al aumentar la intensidad del laser (m/z =
1, 12, 14, 18).

Como ya se habia mencionado el ion de m/z 1 es el que se produce en mayor
cantidad, lo que comprueba predicciones tedricas que proponen diferentes rutas
de fragmentacion del uracilo para la producién H [59]. También el ion de masa
14 presenta una intensidad elevada, pero a diferencia del H su produccion a



CAPITULO 3. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS 50

bajas intensidades del laser es muy baja, por lo que requiere mayor energia
para su formacién. En la siguiente gréafica (ver figura[3.10]) se analiza la corriente
idnica total (CIT); que es la suma de las corrientes i6nicas individuales de cada
fragmento contra la intensidad, para mostrar que no se ha llegado a un punto
de saturacion en la ionizacién del uracilo.
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Figura 3.10: Comportamiento de la corriente iénica total al aumentar la intensidad del l4ser.

Se observa que la pendiente de la corriente idénica cercana al maximo es
casi constante, lo que se pudiera interpretar como la saturacion del proceso,
sin embrago; el aumento posterior sugiere que se presenta una nueva ruta de
fragmentacion. Una vez que se conoce el comportamiento de la corriente iénica
total y la corriente iénica individual, es posible analizar el comportamiento del
porcentaje que representa la CI de cada ion a la CIT.



CAPITULO 3. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Corriente Ionica (u.a)

1,8
1,6
1,4 - (=
a [ ]
w 1,2 . ¢
3 L ] [ ] -
m
L9 % e
] : . B
@ [ ]
S o6
0,4 § g IS SR
il
0,2
0
1E+10 1,2E+10 1,4E+10 1,6E+10
Intensidad W/cm2
(a)
3
L ]
2,5 .
L ]
L L ]
. 3 .
T 2 . ® o | : 1 w:
= g ¢ ® .
8 ;
=
21,5
2
=
@
S 1
0,5
0
1E+10 1,2E+10 1,4E+10 1,6E+10
Intensidad W/cm?2
(b)
6
[ ] [ ]
5 [ ] s . = . [ ]
. - s al .
. . é
[ ]
4 . .
L ]
. " : e & ® . # e
. L ]
3
. ® . v e m g R ‘
2
1
0
1E+10 1,2E+10 1,4E+10 1,6E+10
Intensidad W/cm?2

()

emfz=2

emfz=25

emfz=27
m/z =39
m/z =43

1,8E+10

s m/z=13
o m/z=17
smfz=26
m/z =29
m/z =32

1,8E+10

m/z =15
m/z=16
m/z =24
m/z =28

1,8E+10

ol



CAPITULO 3. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS 52

40
35 . .
¢ e L] L]
30 . g
— L ]
o .
o 25 ® .
g
c
=li]
z
S g B W w e e
= 15 = "
] . emfz=1
10 m/z=12
emfz=14
5 m/z=18
0
1E+10 1,2E+10 1,4E+10 1,6E+10 1,8E+10
Intensidad W/cm?2
(d)

Figura 3.11: Comparacion del porcentaje de la corriente iénica de cada ion con respecto de la
corriente iénica total al aumentar la intensidad del laser.

Estas graficas son similares a las anteriores e incluso el comportamiento de
algunos iones es semejante, pero los datos que revelan son diferentes, ya que
muestran como algunos iones no presentan cambios en su contribucién a la CIT,
como es el caso de los iones que le corresponden las m/z 2, 39, 27, 13,32, 15, 14y
24 por lo que es probable que estos iones no provengan de ninguna nueva ruta de
disociacién que pueda sufrir la molécula, por otro lado los que si presentan cam-
bios son el ion de m/z 43, del cual se esperaria que disminuya su intensidad al
aumentar la intensidad de radiacién, ya que al haber mas fotones seria mas pro-
bable su ruptura pero sucede todo lo contrario. De bajas a medias intensidades
presenta una produccion estable y para altas intensidades comienza a aumentar
su corriente i6nica. Ese comportamiento es contrario al del ion de m/z 28 en
lugar de aumentar este disminuye su produccion, indicando que ambos caminos
de disociacién pueden estar relacionados. Esto puede deberse a que el ion de
masa 28 provenga del ion de m/z 43 que este tenga un estado excitado repulsivo
que al absorber un foton pueda alcanzarse, pero si absorbe un segundo fotén se
ionice o bien porque existan un camino de disociaciéon competitivo entre ambos.

Los iones de m/z 29 y 16 muestran una contribucién a la CIT desde bajas
potencias, pero en el caso del ion de m/z 16 el incremento comienza desde la
potencia méas baja. Por otra parte los iones de carbono e hidrégeno a pesar de
ser de los iones de produccién mas intensa observados en los espectros, desde las
intensidades mas bajas del laser disminuyen en porcentaje a la CIT, esto quiere
decir que éstos iones se producen desde intensidades en el orden de 107 bajo
las condiciones del presente experimento, lo que concuerda con una disociacién
intensa del uracilo.
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3.3. Resoluciéon experimental

La resolucién de los espectros obtenida experimentalmente bajo las condicio-
nes del presente trabajo, indica que es posible que diferentes combinaciones de
dtomos contribuyan para un solo valor de masa (ver seccién [2.3)). Sin embargo,
fueron identificados algunos fragmentos con resolucion lo suficientemente buena
como para observar una separacion entre ellos, en los cuales existen dos o tres
" picos” que corresponden a una misma masa. El primero de ellos es el H™
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Figura 3.12: Picos correspondientes al H+

Los siguientes iones que presentan mas de un pico son los de masas 12 y 14.
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Figura 3.13: Picos correspondientes al Ct
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Figura 3.14: Picos correspondientes al N* o CH,

Por tultimo, el ion que presenta mas un de pico al aumentar la intensidad es
el H20+
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Figura 3.15: Picos correspondientes al HyO™

Es la primera vez que se observa este efecto en la fragmentacion del uracilo.
El H" y el ion de m/z 14 (N* o C'H;") son los més interesantes al presentar tres
picos, pero dos de ellos, sélo se identifican a partir de intensidades intermedias.
Para los iones C'" y HyO™ el efecto se presenta a mayores intensidades, pero a
diferencia del H" solo presentan dos picos.

La separaciéon observada en las graficas anteriores permite calcular masas exac-
tas, evitando la incertidumbre sobre cuales fragmentos son los que se producen
en la disociacién del uracilo, pero existen un gran inconveniente. La masas 1 y
12 solo tienen una propuesta para su estructura, los iones H™ y C'" respectiva-
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mente, esto indica que iones iguales pueden producirse por diferentes caminos
de disociacion. Al utilizar el modo reflectrén se corrige el tiempo de coinciden-
cia de iones iguales al llegar al detector, pero estas diferencias corresponden a
una diferencia en la energia cinética, pero si los iones tienen la misma velocidad
entonces el reflectron no impide que sus senales de deteccion se traslapen.

La resolucién de los espectros se calcul usando la ecuacion [2.22] empleando el
tiempo de vuelo de cada fragmento y el ancho de sus maximos correspondientes.
La resolucién de los iones representativos del espectro se presenta en la figura
B.16]. Se puede observar que para los iones que presentan mas de un pico en
el espectro, la resolucién aumenta conforme aumenta la intensidad del laser.
Cuando la intensidad es baja, solo se observa una senal para cada uno de los
iones registrados en el espectro. Lo que indica que si los iones presentan mas
de un pico no se debe a una baja resolucion.
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Figura 3.16: Efecto de la intensidad en la resolucion de diferentes iones del espectro de masas
del uracilo

Para obtener la resolucion de los iones (ver figura 3.17)) se extrajo un pro-
medio de todos valores de resolucién obtenidos a diferentes intensidades (ver

figura 3.16)).
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Figura 3.17: Resolucién para diferentes iones del espectro de masas del uracilo

3.4. Absorcion de fotones

Al interactuar las moléculas con el rayo laser, éstas absorben cierta cantidad
de energia con la que se ionizan o disocian. Los nuevos fragmentos que se forman
también pueden seguir absorbiendo energia para ionizarse, pero jqué cantidad
de energia absorben para ionizarse? La energia necesaria para desprender un
electron de una molécula o fragmento se puede aproximar utilizando la ecuacién
[1.2] si se grafica el logaritmo de la corriente i6nica contra el logaritmo de la
intensidad de laser, se puede obtener el niimero minimo de fotones que absorben
los iones. Sélo se presentan los fragmentos de mejor resoluciéon debido a que,
si el pico no esta bien definido, la corriente idnica calculada puede ser errénea.
Para ilustrar este hecho se muestran los resultados para los iones de m/z 12, 14
y 28, las gréficas de todos los iones pueden ser consultadas en el apéndice [B]
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Figura 3.20: Célculo del nimero de fotones para masa el ion de = 28

De acuerdo con la ecuacion [1.2| el valor del exponente corresponde al nimero
de fotones y el valor de la constante 9E-34 a la seccion eficaz. El ntimero de
fotones necesario para la ionizacién de los fragmentos se presenta en la tabla[3.2]
Se puede esperar que los iones que presenten una mayor intensidad requieran un
menor numero de fotones para ionizarse y que su seccion eficaz sea mayor. Pero
si se compara el ion de m/z 12 con el ion de m/z 14, se puede observar que el
primero presenta una seccion eficaz mayor y requiere menor numero de fotones
para su produccion, entonces jpor qué el ion de masa 14 presenta una mayor
intensidad en el espectro? El que un ion de acuerdo con la ecuacion (1.2 necesite
menos energia para ionizarse no implica se produzca en mayor cantidad, ya
que esto depende de su mecanismo de formacién. Suponiendo que el ion C* se
formard a partir de ion C'H,, primero se requiere que produzca el ion de m/z
14 para que posteriormente se produzca el ion de m/z 12, esto quiere decir que
para la produccién del ion de masa 12 se requiere; primero la absorciéon de 4
fotones y luego la absorcién de 2 fotones para su produccién, concluyendo que
para el mecanismo de formacién del ion C'" se requieren 6 fotones, contrario a
lo observado.
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m/z numero de fotones energia (eV)

1 1,91 6,67
2 2,76 9,63
12 1,69 5,92
13 2,23 7,78
14 3,99 13,94
15 2,28 7.96
16 3,38 11,81
17 2,46 8,61
18 1,80 6,30
24 2,24 7.83
25 2,31 8,08
2% 2,45 8,56
27 2,43 8,47
28 3,31 11,56
29 3,33 11,64
32 3,60 12,58
39 3,33 11,62
43 5,27 18,39

Tabla 3.2: Numero de fotones para diferentes iones

El nimero de fotones no es un nimero entero debido a que se trata de un
calculo estadistico, ademas que solo es un valor aproximado, ya que la ecuacién
fue desarrollada para dtomos y posteriormente ajustada para moléculas [60].
Los fragmentos que necesitan menor energia para su formacién corresponden
alas m/z 1, 12 y 18 los cuales representan tres de los cuatro picos de mayor
intensidad en el espectro de masas, el cuarto pico de mayor intensidad corres-
ponde a la m/z 14, sin embargo; este fragmento es uno de los més demandantes
en cuanto energia, ya que requiere aproximadamente cuatro fotones para su
produccion, sélo siendo superado por el fragmento de masa 43, el cual necesita
5 fotones para su produccién, pero en su caso corresponde a los picos de menor
intensidad, esto podria indicar que la m/z 14 es uno de los primeros iones que
se obtienen a partir del uracilo, lo cual se explica si la molécula al comenzar la
fragmentacion pierde un NH , lo que produce los iones N* y H™ pero debido a
que existe mayor disponibilidad de hidrogeno en el uracilo, su intensidad en el
espectro es mayor.

El ion C" (m/z = 12) se encuentra en la misma proporcién que el ion H*
(m/z = 1), pero se encuentra atrapado entre dobles enlaces, por lo que deman-
da més energia y caminos continuos de disociacion para su produccion. El ion de
masa 16 también se encuentra en el intervalo alto de nimero de fotones, lo que
explica su notable crecimiento al aumentar la intensidad del laser. Lo mismo
ocurre en el caso del ion de masa 28, que anteriormente, se ha comparado su
crecimiento con el ion de m/z 24 el cual requiere menor nimero de fotones para
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su formacion, esto explica por que la produccion del ion de masa 28, supera al
ion de m/z 24 al aumentar la intensidad del laser.

Por 1ltimo, se mencionan los fragmentos de m/z 32 y 43 los cuales a bajas
intensidades no son identificados en el espectro, pero al incrementar la intensi-
dad del laser fueron detectados, ya que necesitaban mayor niimero de fotones
para su formacién. Otro dato interesante que se puede obtener de esta tabla es
que, para el caso de algunos fragmentos la energia que absorben para su forma-
cion es suficiente para obtener el ion molecular, pero esto no ocurre, lo que se
le atribuye al ancho temporal del pulso ldser como se analizé en la seccion
(los fragmentos pueden seguir interactuando con el pulso ldser aun después de
ionizarse causando la disociacién completa del uracilo).

3.5. Representacion de los procesos multifotonicos

Para representar los procesos multifotonicos estudiados, se utiliza el método
diagramatico de la teoria de perturbaciones dependiente del tiempo (seccién
. Para el caso de aquellos fragmentos cuyo orden del proceso es de 2, se
usaran diagramas de orden 2 y 4 fotones, los de orden 6 en adelante no se
tomard en cuenta porque involucra la absorcion de al menos 4 fotones cuya
probabilidad de coherencia es muy baja.

Figura 3.21: Diagrama de segundo orden para la absorcién de dos fotones.

El primer proceso a tratar es cuando solo intervienen dos fotones, el diagrama
correspondiente a este fendmeno es muy simple porque solo existe una posibili-
dad (ver imagen 3.21). Para el caso de cuatro fotones el nimero de diagramas

posibles es 2¢ = 16 de estos 16 solo participan aquellos en los que An = —2, lo
que se puede calcular utilizando la ecuacion (1.3
4!
Nian| = = 4. (3.1)

() ()
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Estos cuatro diagramas se representan en la figura[3.22] de los cuatro se puede
decir que el menos probables que suceda es el (d) que primero emite un fotén
antes de absorber los otros tres, tomando en cuenta la expansiéon adiabatica
en donde las moléculas son enfriadas vibracionalmente y se encuentran en su
estado basal perdiendo la posibilidad de emitir un foton. Sin embargo, no se ha
omitido, aunque es muy poco probable que suceda.

(a) (b)

(c) (d)

Figura 3.22: Diagramas de cuarto orden para la absorcién de dos fotones.

En el diagrama (a) se representa la absorcién de un fotén, luego la emision
de otro y posteriormente la absorcion de 2 fotones méas responsables del proceso
multifoténico. En el diagrama (b) primero se realiza la absorcién continua de
tres fotones, para posteriormente emitir un fotén, decayendo el sistema a un
estado excitado de menor energia, pero que puede ser repulsivo. Para el diagra-
ma (c) primero se absorben dos fotones, luego se emite un fotén y finalmente
se absorbe otro fotén. Para el caso de procesos de orden 3 se utiliza el mismo
procedimiento. El primer diagrama esta dado por la absorcion de continua de
tres fotones



CAPITULO 3. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS 62

Y

Figura 3.23: Diagrama de tercer orden para la absorcién de tres fotones.

Para este caso solo se emplearan diagramas hasta orden 5, por lo tanto, se
debe calcular el nimero minimo de diagramas posibles y representativos

Nposibles - 25 = 32. (32)
De estos el numero de diagramas que participan son:

5!

) )

los cinco diagramas representativos para los procesos de tres fotones (ver
figura [3.24]) siguen el mismo procedimiento que los anteriores, solo que en este
caso se requiere la intervenciéon de un mayor nimero de fotones, estos posibles

Nipn = =5, (3.3)

diagramas se pueden relacionar con los cortos tiempos de vida de los estados
excitados que presentan las bases nitrogenadas [61,/62] que se cree, sirve como
mecanismo de defensa para evitar el dano de la luz solar [63]. El que los estados
excitados tengan un corto tiempo de vida, sugiere la posibilidad de emisién de
fotones, lo que estd de acuerdo con la mayoria de los diagramas que presentan
la emisién de fotones.
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Figura 3.24: Diagramas de quinto orden para la absorcién de tres fotones.

Cuando aumenta el nimero de fotones que interactiian con las moléculas,
el nimero de diagramas aumenta considerablemente, por ejemplo; para el caso
de los procesos de segundo orden donde se involucran 6 fotones el niimero de
diagramas posibles es de 2°=64 y los diagramas que participan aumentan de 4
a 15 ampliando las posibilidades de interaccién y con esto la incertidumbre. Es
importante mencionar que para estos diagramas se supone que los fotones son
absorbidos o emitidos, sin embargo, los procesos reales son mucho mas complejos
y la energia absorbida por parte de la molécula puede tener una redistribucion
como energia interna o traslacional.

3.6. Mecanismos de fragmentacion del uracilo

Uno de los objetivos de esta tesis es la propuesta de mecanismos de frag-
mentacion del uracilo, para lo cual se realiz6 una revision bibliogréafica de los
principales mecanismos propuestos por investigadores experimentales y tedricos.

Para representar los diferentes mecanismos se utilizé el programa ChemSketch
[64] y la simbologia utilizada es la siguiente:

Simbolo Significado
o electrén desapareado (radical)
+ ion positivo
ot radical positivo
— fragmentacion

Tabla 3.3: Simbologia de los mecanismos de fragmentacién
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Debido a que no se identifico el i6n molecular mediante el método de io-
nizacién empleado, se utilizé otro método de ionizacion para confirmar que la

muestra adquirida fuera de uracilo, ademas de ayudar a evidenciar los meca-
nismo de fragmentacion del mismo.
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Figura 3.25: Espectro obtenido empleando ionizacién de impacto electronico de 70 eV.

De acuerdo con estudios tedricos realizados sobre los cambios de geometria
de la molécula ionizada respeto a la molécula neutra, en la primera ionizacion se
rompe el doble enlace produciendo un radical positivo [65]. Posteriormente de
acuerdo con recientes estudios teodricos la disociacién del uracilo comienza con el
rompimiento del anillo mediante el mecanismo RDA, generando los fragmentos
HCNO (43) y C5H3NO(69) [66,/67], ademas otros autores reportan la pérdida
del HCNO como primer paso para la fragmentacion del ion molecular [68,69].
Existe una alternativa para obtener el ion de m/z 69, quitando uno de los
electrones del par libre que tiene el N, donde se obtienen los mismos fragmentos
que al ionizar el doble enlace, ambos mecanismos se presentan a continuacién:

m/z=112 m/z=112 m/z=43 m=69
1 [
-,
HN HN" ¢ CH 5 N AN
)\ | % (|3+H )) & v
0% N 0= N7 2 i
H H

Figura 3.26: Mecanismo Retro Diels-Alder para el uracilo
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m/z=112 m/z=112 m/z=69 m/z=43
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Figura 3.27: Rompimiento alterno para obtener el fragmento C3H3NO

En la primera fragmentacion se obtienen los dos fragmentos presentados en
los mecanismos anteriores. A pesar de que el fragmento HCNO se produce
neutro se observa en el espectro a altas intensidades, sin embargo para bajas
intensidades no esta presente (ver figura a) )debido a que necesita seguir
absorbiendo fotones para remover el electrén que forma el radical y que se en-
cuentra desapareado, esta explicacién del ion HCNO™ estd de acuerdo con lo
mencionado anteriormente del efecto de la intensidad de radiacién en la ioni-
zacién de fragmentos neutros. En el caso del ion C3H3NO™ este no se detecta,
por lo que se debe proponer otra ruta de fragmentaciéon donde se disocie este
ion y se obtengan nuevos fragmentos (ver figura

m/z=69 m/z=28 m/z=41
Il
o CH o
2
HNZ + K
H N;C) ¥ kCH
+Oq .

Figura 3.28: Disociacién del ion C3sH3NO

En la fragmentacion del ion C3H3NO™ se puede obtener el ion de m/z 28 [47]
el cual se observa desde las intensidades mas bajas, el otro fragmento que se ob-
tiene es el radical C5 HO no identificado para bajas intensidades, pero al aumen-
tar la potencia del laser se observa en el espectro, ionizandose del mismo modo
que el ion HCNO™. Aunque es posible obtener en la primera fragmentacién el
ion HCNO™ y el radical C3H3NO®, afectando indirectamente la formacién del
ion de m/z 28, disminuyendo su intensidad en el espectro y al mismo tiempo
aumentando la intensidad del HCNO. Esta no es la unica propuesta para la
formacion del ion de masa 28, existen otras dos alternativas. En la primera se
produce directamente del ion molecular junto con un fragmento neutro de m/z
84 y la segunda opcién es un triple rompimiento del uracilo posterior a una
primera ruptura del anillo [70].
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Para la obtencién del ion de m/z 29 existe un mecanismo propuesto en [66]
donde luego de romper el doble enlace y ionizar el uracilo, se produce una rup-
tura y tiene una lugar una migracién de hidrégeno por medio del mecanismo
ML, luego sucede una migracion de carga y finalmente la ruptura del enlace
(ver figura . La presencia de este ion en el espectro de masas es pequena
compara con otros picos, por ejemplo el ion m/z 28, lo que sugiere que esta ruta
de fragmentacién no se ve favorecida

m/z=112 m/z=112 m/z=112 m/z=70 m/z=42
0 T) CT o
H . H A |
H\N)LC'/H \Ql\‘l (‘: )N/&é/H §| N
e g T £s
cC ~-C ..C G +
|_‘| H H Hy

|

N

H.N=CH + CH,
m/z=29 m/z=42

Figura 3.29: Mecanismo de fragmentacién para la masa HNCH,

La produccién intensa del ion H' puede ser explicada en relacién con los
estados excitados del uracilo, si la primera excitacién que tiene la molécula es al
estado m7* el cual de acuerdo con estudios tedricos previos decae rapidamente a
un estado de menor energia n7* que tiene un tiempo de vida lo suficientemente
largo para absorber més fotones, llevan la molécula a un estado excitado de
tiempo de vida muy corto, que decae al estado basal ibnico acompanado de una
disociacién unimolecular produciendo H [71] quienes proponen una segunda
alternativa de la disociacién directa del uracilo al alcanzar el primer estado
excitado (ver figura . Se debe aclarar que la presente propuesta fue hecha
con diferente longitud de onda, pero lo importe de mencionar este mecanismo es

que esta presente en el uracilo y es una posible explicacién para la produccién
de HT.
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Dy S, — — CHN,O:+H
CH:N,Oy+ H 4 TAF m— I
T

Figura 3.30: Mecanismo de disociacién para la obtencién de H

So

Relacionado a la produccién de H* el equipo de trabajo de Leila Sadr Ara-
ni [59] predicen que es posible la liberacién de H de fragmentos formados duran-
te el proceso de disociacién del uracilo, aunque esto no habia sido comprobado
experimentalmente, sin embargo, en el presente trabajo se identificé una alta
produccién del HT, por lo que se mencionan todas las posibles rutas de frag-
mentacién propuestas por resultados tedricos que predicen produccion H™
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Figura 3.31: Mecanismos de disociacién que producen H

Aunque no todos los precursores de atomos de hidrégeno propuestos son
identificados en el espectro de masas, se colocan debido a que pueden ser in-
termediarios por los motivos antes mencionados o por un tiempo de vida muy
corto que decae en estado disociativo.



Conclusiones y recomendaciones

1. De acuerdo a los iones obtenidos por absorciéon multifoténica, se concluye
que para intensidades del orden de 10° — 101 1W//em? y una A = 355 nm, la
molécula de uracilo se disocia en fragmentos de bajo peso molecular, esto
indica que estos niveles de radiacién no son aceptables para seres vivos, a
pesar de corresponder a fotones de baja energia. Se favorece la produccion
de los iones H*, C*, N* o CH, y H,O%, lo que se atribuye al ancho tem-
poral del pulso laser, los fragmentos obtenidos pueden ayudar a identificar
los posibles mecanismos de fragmentacion que sufre el ARN/ADN. Se reco-
mienda utilizar un laser de pulso mas corto por ejemplo de femtosegundos
con la finalidad de encontrar fragmentos mas pesados.

2. Al comparar los fragmentos obtenidos en el presente experimento, con los
propuestos por diferentes autores sobre la fragmentacion inicial del uracilo,
se difiere respecto algunos de los fragmentos primarios. Los fragmentos
derivados de algunos de los iones primarios (por ejemplo m/z = 112 y 69)
si fueron identificados en el espectro de masas del presente trabajo, como
es el caso de los iones HCNH* y el HCN H; y se observaron nuevos iones
como el m = 32 que indican que los mecanismos de fragmentacion incluyen
rearreglos estructurales o migracion de hidrogeno.

3. El efecto de la intensidad del laser es de gran relevancia para los proce-
sos multifotonicos ya que influye en la contribucién de corriente iénica de
algunos fragmentos y origina que los iones H*, C*, N* o CHS y H,O"
presenten mas de un pico en el espectro a la masa que corresponderia una
sola relacion m/z. Es decir que el incremento de la intensidad foténica ori-
gina senales que acompanan a diferentes m/z , lo que puede significar la
presencia de contribuciones de los estados metaestables del uracilo.

4. La revision de diferentes calculos mecanico-cuanticos realizados sobre la
fragmentaciéon de uracilo, permitié proponer mecanismos de fragmentacion
que explican la alta intensidad de la senal correspondiente al H", derivado
de distintos fragmentos producidos en la disociacién de uracilo de ahi la
importancia de realizar experimentos acompanados de calculos tedricos
que permitan la interpretacién de los resultados. Este es el primer trabajo
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experimental en el que se reporta una alta produccién intensa del ion H™
a partir de la disociacién del uracilo.

5. De acuerdo con los nuevos resultados obtenidos sobre la interacciéon mul-
tifotonica de radiacion UV con el uracilo, se recomienda analizar el res-
to de las bases nitrogenadas que conformar el ADN y ARN debido a su
importancia en diferentes ramas de la ciencia. Se ha demostrado que los
experimentos de multifotoionizacién y multifotodisociacién son un campo
abierto para investigaciones posteriores donde se analicen la influencia de
diferentes longitudes de onda, la polarizacién de la luz o bien experimentos
de dos colores, a fin de caracterizar y establecer su relacion, con diferentes
tipos de moléculas, por ejemplo.

6. Los datos obtenidos de las bases nitrogenadas pueden servir para proponer
los mecanismos de fragmentaciéon que pueden danas el ADN/ARN al ser
expuestos a radiacion UV de 355 nm, no se esperan que sigan los mismo
patrones de fragmentacién pero, debido a que estas bases son sus consti-
tuyentes se esperan encontrar fragmentos similares y tener conocimiento
previo de su origen, lo que ayudara a deducir dichos mecanismos.
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Apéndice A

Graficas para el calculo del niimero de
fotones

A continuacién se presentan las graficas realizas para estimar el orden del
proceso, para todos los iones que se presentan en la tabla[3.2] solo se realizaron
graficas para los iones que presentan la mejor resolucién. Las barras de error
son del 10 % para la intensidad del laser y del 15 % para la corriente iénica.
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Apéndice B

Espectros de masas del uracilo

A continuacién se presentan todos los espectros obtenidos de la molécula
de uracilo, utilizando como medio ionizante radiacién laser de 355 nm y una
intensidad en el intervalo de 10° — 101°W /cm?.
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