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RESUMEN 

 

 

 
El proceso de conversión interna ultrarrápido ( < 1 ps) entre los estados 

electrónicos excitados de baja energía y el estado basal en las bases purínicas es de vital 

importancia para la fotoestabilidad de las cadenas de ADN y ARN. El estudio de la 

desactivación de los estados excitados de sistemas análogos a dichas bases nos permite 

entender de forma más detallada el mecanismo de conversión interna ultrarrápida en las 

bases naturales y como éste es modulado por parámetros estructurales y electrónicos. 

En este trabajo, se estudió la dinámica de desactivación de los estados electrónicos 

excitados de algunos análogos de la base purínica guanina: hipoxantina, inosina y 

alopurinol ribósido, usando la técnica de resolución de fluorescencia por suma de 

frecuencias. Nuestro objetivo fue explorar variantes de bases purínicas del ADN a fin de 

determinar los parámetros moleculares que incrementan o reducen la accesibilidad a 

intersecciones cónicas entre los estados electrónicos excitados de baja energía y el estado 

basal. 

A partir de los experimentos en agua y metanol hemos concluido que los tautómeros 

predominantes de hipoxantina neutra tienen un tiempo de vida del estado excitado 

ultracorto ( < 0.2 ps) que es casi un orden de magnitud más corto que el reportado para la 

guanina (relacionada con hipoxantina). Esto sugiere que la intersección cónica entre el 

estado electrónico excitado S1 y el estado basal es más accesible en hipoxantina donde se 

carece del grupo amino como sustituyente en C2 en comparación con guanina.  

También se estudió la dinámica de desactivación del estado emisivo S1 de la especie 

monoprotonada de hipoxantina. El decaimiento del estado excitado de este sistema mostró 
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un comportamiento biexponencial con una componente temporal de 1.1 ps (5 %) adicional 

a la componente temporal ultrarrápida (< 0.2 ps). Este tipo de decaimiento del estado S1 

también se observa para la especie monoprotonada de inosina que presenta un patrón de 

sustitución similar al de la correspondiente especie monoprotonada de hipoxantina. 

Por otra parte, los tiempos de vida del estado excitado S1 de las especies 

monodesprotonadas de hipoxantina e inosina son drásticamente diferentes; la especie 

monodesprotonada de inosina al igual que la especie neutra presenta un decaimiento 

ultrarrápido ( < 0.2 ps). Por el contrario, la especie monodesprotonada de hipoxantina 

muestra un tiempo de vida del estado emisivo mucho más largo ( = 19 ps). Esta diferencia 

en los tiempos de vida del estado fluorescente está relacionada con el hecho que los sitios 

de desprotonación son diferentes para los dos compuestos, lo cual da origen a sistemas con 

distribuciones electrónicas diferentes aun cuando en los dos casos se trata de moléculas 

monodesprotonadas.  

El alopurinol ribósido en solución acuosa presentó un decaimiento ultrarrápido ( < 

0.2 ps) del estado emisivo S1 tal como se observó para las especies neutras de hipoxantina e 

inosina (con un anillo de cinco miembros tipo pirazol). Este resultado muestra que la 

dinámica de desactivación ultrarrápida del estado S1 es característica de este tipo de 

sistemas heterocíclicos. La coordenada dominante de relajación del estado excitado es la 

pérdida de planicidad en el anillo de seis miembros (pirimidina) con una participación 

prácticamente nula del anillo de cinco miembros. 

En este trabajo, también se hizo uso del método multi-referenciado MR-MP2 con el 

fin de conocer la naturaleza de los estados electrónicos excitados ópticamente accesibles en 

nuestros experimentos y tener certeza del carácter y el orden en el conjunto de estados 
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electrónicos excitados singulete de baja energía, correspondientes para la geometría del 

estado basal. 

Adicionalmente, utilizando el método multi-referenciado MR-CIS se localizaron las 

intersecciones cónicas entre el estado excitado S1 y el estado basal (S0) para los sistemas 

hipoxantina neutra (tautómeros ceto-N9-H y ceto-N7-H), hipoxantina desprotonada y 

alopurinol ceto-N1-H. En todos los casos las geometrías correspondientes a las 

intersecciones cónicas S1-S0 se caracterizan por tener un anillo de seis miembros altamente 

distorsionado de la planicidad (principalmente los átomos C2 y N3 fuera del plano). 

Finalmente, la importancia de este tipo de estudios en sistemas purínicos más 

simples que las bases purínicas del ADN radica en mostrar y analizar la medida en que 

cambios estructurales simples, como por ejemplo la sustitución por un grupo amino, o la 

protonación y desprotonación modifican la accesibilidad a las intersecciones cónicas S1-S0 

y por tanto rigen la fotofísica de este tipo de sistemas heterocíclicos. 
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ABSTRACT 

 

Ultrafast internal conversion ( < 1 ps) between the low-lying excited states and the 

ground state of the purinic DNA bases is ubiquitous for the DNA and RNA photostability. 

The studies on the excited state dynamics of DNA bases analogous systems shed lights on 

the mechanistic details of the internal conversion process on natural DNA bases and how it 

is modulated by structural and electronic parameters. 

Excited state dynamics following UV excitation of hypoxanthine, inosine and 

allopurinol riboside were studied trough femtosecond fluorescence up-conversion. Our 

objective was to explore variants of the purinic DNA bases in order to determine the 

molecular parameters that increase or reduce the accessibility to conical intersections 

between the first singlet excited state and the ground state. 

From experiments in water and methanol solution we conclude that the two 

predominant neutral tautomers of hypoxanthine exhibit ultrashort excited state lifetimes ( 

< 0.2 ps), which are about an order of magnitude shorter than in the related nucleobase 

guanine. This points to a more accessible S1-S0 conical intersection for the fluorescent state 

upon removal of the amino group of guanine. 

The excited state dynamics of single protonated hypoxanthine was also studied, 

showing biexponential decays with a 1.1 ps component (5 %) besides a sub-0.2 ps ultrafast 

component. Similarly, protonated inosine showed a biexponential S1 excited state decay as 

well. The resemblance in the excited state decays is concordant with the fact that the 

conjugated acids of inosine and hypoxanthine have the same substitution pattern. 
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On the other hand, the S1 lifetimes of the singly deprotonated forms of 

hypoxanthine and inosine are very different: the latter remains ultrafast ( < 0.2 ps) whereas 

the former shows a much longer lifetime of 19 ps. This significant variation is related to the 

different deprotonation sites in hypoxanthine and inosine, which produces significantly 

different resonance structures. 

Allopurinol riboside showed an ultrafast S1 excited state decay ( < 0.2 ps) in 

aqueous solution. This result suggests that the ultrafast S1 deactivation is characteristic for 

this kind of heterocyclic systems. Besides, the most important S1 relaxation coordinate is 

the loss of planarity at the six membered ring without participation of the five membered 

ring (pirazole for allopurinol and imidazole for hypoxanthine and inosine). 

Additionally, our study also includes multi-reference perturbation theory (MR-MP2) 

excited state calculations in order to determine the nature of the initial electronic excitation 

in our experiments and clarify the ordering of the states in the singlet manifold at the 

ground state geometry. 

Furthermore, we performed multi-reference configuration interaction calculations 

(MR-CIS) that identify the presence of low-lying conical intersections for both prominent 

neutral tautomers of hypoxanthine, deprotonated hypoxanthine and alopurinol keto-N1-H. 

In all cases, the surface crossings occur at geometries reached by out of plane opposite 

motions of C2 and N3. 

Finally, it is worth mentioning that the study of these simple models of guanine and 

adenine gives several insights into how small structural modifications, like amino 

substitution and protonation state and prototropism, determine the accessibility to conical 

intersections in this kind of heterocycles.  



 vii
  

TABLA DE CONTENIDO 

RESUMEN .............................................................................................................................. i 

ABSTRACT ........................................................................................................................... v 

INTRODUCCIÓN .................................................................................................................. 1 

Referencias .................................................................................................................................... 10 

HIPÓTESIS .......................................................................................................................... 15 

OBJETIVOS ......................................................................................................................... 17 

General .......................................................................................................................................... 17 

Específicos .................................................................................................................................... 17 

CAPÍTULO 1: FUNDAMENTOS TEÓRICOS .................................................................. 19 

1.1 Absorción de luz y procesos de relajación, diagrama de Jablonski ........................................ 20 

1.2 Rendimiento cuántico de fluorescencia y tiempo de vida del estado excitado ....................... 23 

1.3 Resolución temporal de fluorescencia ..................................................................................... 24 

1.4 Modelo cuántico del proceso de absorción y conversión interna ............................................ 26 

1.5 Métodos computacionales ....................................................................................................... 31 

    1.5.1 Método multi-configuracional autoconsistente ................................................................ 33 

1.5.2 Métodos multi-referenciados ............................................................................................ 34 

         Método “multi-reference configuration interaction” MR-CI .......................................... 35 

1.6 Eventos no adiabáticos e intersecciones cónicas ..................................................................... 37 

1.6.1 Aproximación de Born-Oppenheimer y acoplamientos no adiabáticos ........................... 38 

1.6.2 Intersecciones cónicas ...................................................................................................... 40 

         Localización de intersecciones cónicas ............................................................................ 41 

Referencias .................................................................................................................................... 45 

CAPÍTULO 2: PARTE EXPERIMENTAL ......................................................................... 49 

2.1 Espectroscopia estacionaria ..................................................................................................... 49 

2.2 Diseño experimental para la realización de experimentos de resolución temporal de 

fluorescencia por suma de frecuencias .......................................................................................... 50 

2.2.1 Sistema de generación de pulsos láser de fs ..................................................................... 53 

2.2.2 Generación de segundo (2) y tercer (3) armónico del pulso de salida del amplificador 

regenerativo ............................................................................................................................... 54 

2.3 Suma de frecuencias para la resolución de la fluorescencia .................................................... 56 

2.3.1 Polarización de los pulsos de excitación y de prueba, anisotropía de la fluorescencia .... 61 

2.4 Detección de la señal de suma de frecuencias y amplificación ............................................... 63 



 viii
  

2.4.1 Amplificador lock-in ........................................................................................................ 64 

2.5 Tratamiento matemático de las señales obtenidas en experimentos de resolución de 

fluorescencia por suma de frecuencias .......................................................................................... 65 

2.6 Materiales ................................................................................................................................ 66 

Referencias .................................................................................................................................... 68 

CAPÍTULO 3: MÉTODOS COMPUTACIONALES .......................................................... 71 

3.1 Cálculo de las energías de transición vertical en la geometría optimizada del estado basal ... 71 

3.2 Optimización de geometría para el estado S1 y cálculo de intersecciones cónicas S1-S0 ........ 72 

Referencias .................................................................................................................................... 74 

CAPÍTULO 4: RESULTADOS Y DISCUSIÓN ................................................................. 77 

4.1 Espectroscopia estacionaria de hipoxantina y resultados computacionales para la geometría 

optimizada del estado basal ........................................................................................................... 80 

4.1.1 Espectros de absorción y energías de transición vertical ................................................. 80 

4.1.2 Análisis de los estados -* en las especies neutras, monoprotonada y 

monodesprotonada de hipoxantina ............................................................................................ 83 

4.1.3 Espectros de emisión de fluorescencia ............................................................................. 86 

4.2 Espectroscopia estacionaria de inosina (INS) ......................................................................... 87 

4.3 Decaimiento de los estados excitados de hipoxantina e inosina neutra .................................. 88 

4.3.1 Fotofísica de las especies neutras de hipoxantina e inosina ............................................. 89 

4.3.2 Cálculo de las intersecciones cónicas para los tautómeros neutros de hipoxantina ......... 94 

4.3.3 Comparación de la fotofísica de hipoxantina y guanina ................................................ 101 

4.4 Decaimiento de los estados excitados de hipoxantina e inosina monoprotonadas ................ 104 

4.5 Decaimiento de los estados excitados de hipoxantina e inosina monodesprotonadas .......... 107 

4.5.1 Cálculo de la intersección cónica en hipoxantina desprotonada .................................... 111 

4.5.2 Accesibilidad a la intersección cónica S1-S0 desde la región de Franck-Condon del estado 

excitado S1 (-*) en HPX- ..................................................................................................... 114 

4.6 Espectroscopia estacionaria de alopurinol ribósido y resultados computacionales para la 

geometría optimizada del estado basal ........................................................................................ 115 

4.7. Decaimiento de los estados excitados de alopurinol ribósido .............................................. 118 

4.7.1 Cálculo de la intersección cónica en alopurinol ceto-N1-H ........................................... 120 

Referencias .................................................................................................................................. 123 

CAPÍTULO 5: CONCLUSIONES ..................................................................................... 129 

Referencias .................................................................................................................................. 132 

APÉNDICE 1. ASPECTOS GENERALES DE LA RADIACIÓN LÁSER ..................... 133 

Absorción, emisión espontánea y emisión estimulada ............................................................ 133 



 ix
  

Amplificación de la luz por emisión estimulada ..................................................................... 135 

Inversión de la población ........................................................................................................ 136 

Bombeo óptico ........................................................................................................................ 137 

Amplificación de la luz ........................................................................................................... 138 

Referencias .................................................................................................................................. 139 

APÉNDICE 2. SISTEMAS LÁSER USADOS EN ESTE TRABAJO ............................. 141 

Oscilador de Titanio:zafiro .......................................................................................................... 141 

Dispersión temporal de pulsos ultracortos .................................................................................. 144 

Amplificador regenerativo de pulsos dispersos (“chirped pulse amplifier”) ............................. 149 

Expansor de pulsos ultracortos ................................................................................................ 150 

Amplificador regenerativo ...................................................................................................... 151 

Compresor de pulsos ............................................................................................................... 155 

Referencias .................................................................................................................................. 156 

 

ANEXOS 

Artículos científicos publicados: 

“On the accessibility to conical intersections in purines: hypoxanthine and its singly 

protonated and deprotonated forms” J.P. Villabona-Monsalve, R. Noria, S. Matsika and J. 

Peón. Journal of the American Chemical Society, 134, 7820 - 7829, 2012.  

 

“Ultrafast Excited State Dynamics of Allopurinol, a Modified DNA Base” Juan P. 

Villabona-Monsalve, Rosa E. Islas, William Rodríguez-Córdoba,
 
 Spiridoula Matsika and 

Jorge Peón. The Journal of Physical Chemistry A. 117, 898 - 904, 2013. 

 

http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Juan%20P%20JP%20Villabona-Monsalve%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Raquel%20R%20Noria%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Spiridoula%20S%20Matsika%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Jorge%20J%20Pe%C3%B3n%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Jorge%20J%20Pe%C3%B3n%22
http://pubget.com/paper/22486543/search?q=latest%3AJournal+of+the+American+Chemical+Society&from=22486543
http://pubget.com/paper/22486543/search?q=issn%3A0002-7863+vol%3A134+issue%3A18&from=22486543


 x
  

  



 xi
  

LISTA DE ACRÓNIMOS 

 

AL-R                      Alopurinol Ribósido 

CASPT2               Complete Active Space Perturbation Theory Level Two 

CASSCF               Complete Active Space Self Consistent Field 

CI                         Conversión Interna 

CIS                       Configuration Interaction with Single Excitations 

CISD                    Configuration Interaction with Single and Double Excitations 

CSF                       Configuration State Function 

FCE                       Función de Configuración de Estado 

FCI                        Full Configuration Interaction  

FWHM                  Full Width at Half Maximum 

GDD                     Group Delay Dispersion 

GDIIS                    Geometry Optimization by the Direct Inversión of the Iterative Subspace 

GVD                     Group Velocity Dispertion 

HF                         Hartree-Fock 

HPX                      Hipoxantina 

IC                          Intersección Cónica 

ICC                        Interacción de Configuraciones 

INS                        Inosina 

MCSCF                 Multi-Configurational Self Consistent Field 

MP2                       Second Order Møller-Plesset Perturbation Theory 

MR                        Multi-referenciado 

MR-CI                   Multi-Reference Configuration Interaction 

OM                        Orbital Molecular 

SA-CASSCF          State Average Complete Active Self Consistent Field 

SR                         Single Reference 

TD-DFT                 Time Dependent Density Functional Theory 

SEP                        Superficie de Energía Potencial 

UV                         Ultravioleta 

  



 xii
  

 



Introducción 

 1
  

INTRODUCCIÓN 

 

 

 

La dinámica de los estados electrónicos excitados de un sistema particular 

determina el destino final de una molécula luego de ser excitada.
 
A su vez tal dinámica 

depende de la organización de los estados electrónicos (energías, acoplamientos, 

multiplicidad, etc.). Una vez que una molécula absorbe radiación los procesos subsecuentes 

son tan variados, que no es posible predecir completamente el comportamiento del sistema 

luego de ser excitado conociendo solamente su estructura química.  

En este trabajo estudiamos experimental y teóricamente los mecanismos por los 

cuales sistemas análogos a las bases purínicas del ADN disipan rápidamente la energía 

luego de ser excitados con radiación ultravioleta (UV). También se estudió cómo estos 

mecanismos dependen directamente de la estructura química y electrónica. Nuestro interés 

se centró en el estudio del proceso de conversión interna (CI), el cual se da por el cruce 

entre superficies de energía potencial del primer estado singulete excitado (S1) y el estado 

basal (S0). Estos cruces se conocen como intersecciones cónicas (ICs) y corresponden a 

arreglos moleculares donde dos o más estados electrónicos son degenerados en energía. 

Precisamente la alta eficiencia del proceso de conversión interna entre los estados 

excitados singulete de baja energía y el estado basal es lo que le confiere las principales 

características fotofísicas a las bases del ADN: un bajo rendimiento cuántico de 

fluorescencia (~10
-4

) y tiempos de decaimiento ultracortos (< 1 ps) de los estados excitados 

singulete de baja energía.
1-4
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Algunos trabajos sugieren que estas características fotofísicas particulares debieron 

ser adquiridas por compuestos antecesores a las bases del ADN a fin de proveer a éstos la 

fotoestabilidad necesaria para cumplir con su función de almacenamiento de la información 

genética. Lo anterior dado que estos sistemas debieron operar bajo condiciones adversas 

severas, como lo habría sido la ausencia de la capa de ozono y una alta concentración de 

radiación UV en las primeras etapas de surgimiento de la vida en la Tierra.
3,5-7

 

Es importante señalar que el espectro de absorción de las bases del ADN está 

centrado alrededor de los 260 nm y las contribuciones mayoritarias al espectro de absorción 

de una cadena de ADN se dan por la excitación de los monómeros que la conforman. Sin 

embargo, como se ha señalado, aun cuando la radiación UV es absorbida eficientemente 

por las bases del ADN el mecanismo no radiativo para disipar esta energía es muy eficiente 

y el daño fotoquímico no es drástico.
8
 

Por otra parte, el estudio experimental de la dinámica de desactivación de los 

estados electrónicos excitados de las bases del ADN y sistemas similares (como los del 

presente trabajo) ofrece modelos adecuados para probar las metodologías diseñadas para el 

estudio de la evolución ultrarrápida de estados electrónicos excitados en sistemas 

moleculares.  

El decaimiento de los estados excitados observado en las bases del ADN ocurre en 

una escala de tiempo menor a los picosegundos (ps), lo cual se debe a la existencia de ICs 

entre las superficies de energía potencial de los estados excitados de baja energía y el 

estado basal.
9
 La existencia de ICs como mediadores de reacciones fotoquímicas 

ultrarrápidas incluídas varias de relevancia biológica (p. ej. la fotoisomerización del 

retinal
10

) es un hecho bien establecido y documentado desde hace casi dos décadas.
11
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El decaimiento ultrarrápido de las bases del ADN se ha estudiado 

experimentalmente usando técnicas espectroscópicas con resolución temporal de decenas 

de femtosegundos (fs) así como métodos ab-initio de química cuántica de alto nivel, p. ej., 

métodos multi-configuracionales. Este tipo de estudios teóricos y experimentales han 

contribuido para obtener información cada vez más detallada acerca de la relación entre la 

estructura molecular y la dinámica de desactivación de los estados excitados en los 

monómeros del ADN. 

El entendimiento de la dinámica de los estados excitados del ADN es muy 

importante dado su papel biológico. En este sentido, el estudio de cromóforos que tienen 

estructuras similares a las bases nitrogenadas del ADN pero con modificaciones sutiles es 

bastante útil. El comportamiento fotofísico de este tipo de moléculas nos da información 

acerca de los arreglos a nivel molecular responsables de las propiedades fotofísicas 

particulares de las bases del ADN. 

A partir de un estado excitado formado por la absorción de radiación UV se puede 

dar la formación de fotoproductos perjudiciales que a su vez pueden causar mutaciones e 

interferir con el procesamiento celular normal del ADN. Sin embargo se ha demostrado que 

la fotodestrucción es altamente inhibida por las propiedades fotofísicas intrínsecas de las 

bases del ADN. 

Particularmente, el decaimiento ultrarrápido de los estados electrónicos excitados 

singulete de baja energía hacia el estado basal (S0) por un proceso de CI es el mecanismo 

propuesto responsable de la alta fotoestabilidad de las bases del ADN. En esencia, la 

energía electrónica depositada en estos sistemas (a través de la excitación con radiación 

UV) es eliminada por un mecanismo de decaimiento no radiativo (CI de un Sn a S0, n ≥1) 



Introducción 

 4
  

mucho más rápido que el tiempo requerido para que ocurra una reacción química 

fotoinducida. 

Hemos mencionado que el proceso de CI entre el estado S1 y S0 es altamente 

eficiente en las bases del ADN. En términos de las superficies de energía potencial de los 

estados electrónicos involucrados esto implica la existencia de ICs altamente accesibles 

desde la región de Franck-Condon en el estado electrónico excitado generado inicialmente. 

Los estudios teóricos de la fotofísica de las bases del ADN se enfocan en el uso de 

métodos ab-initio de alto nivel (p. ej., CASSCF/MRCI)
3,12-15

y simulaciones de dinámica 

cuántica
6-7,16-17

 con el fin de calcular energías, barreras energéticas, trayectorias y 

coordenadas de reacción así como parámetros estructurales que caracterizan las ICs. La 

combinación de estudios experimentales y teóricos ha permitido entender de forma cada 

vez más detallada la fotofísica de sistemas purínicos. 

En este trabajo hemos estudiado experimentalmente (usando la técnica de 

resolución temporal de fluorescencia por suma de frecuencias) y teóricamente (usando 

métodos multi-referenciados de estructura electrónica) los mecanismos por los cuales las 

moléculas hipoxantina (HPX) y alopurinol, análogas a las bases purínicas guanina y 

adenina (ver Figura 1) disipan rápidamente la energía luego de ser excitadas con radiación 

UV. También estudiamos la dependencia de los mecanismos de desactivación del estado S1 

de dichos sistemas con la estructura química y electrónica.  

Específicamente, uno de los objetivos de nuestro trabajo fue evaluar el efecto del 

grupo amino en guanina (para dar HPX) sobre el decaimiento del estado emisivo S1, a 

través de la comparación de este proceso en HPX y guanina.  
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Figura 1. Estructuras de algunos de los sistemas estudiados en este trabajo (hipoxantina, 

inosina y alopurinol ribósido) y las bases purínicas guanina y adenina. 

 

Por otra parte, el alopurinol tiene un anillo de cinco miembros diferente al presente 

en hipoxantina e inosina (ver Figura 1). Al estudiar la dinámica de desactivación de los 

estados excitados de baja energía de este sistema se puede evaluar el rol del anillo de cinco 

miembros en la fotofísica de la guanina y los sistemas análogos: HPX e inosina (INS). En 

otras palabras, evaluar cómo cambia el tiempo de vida del estado excitado al cambiar el 

anillo de cinco miembros de imidazol a pirazol. 

Asimismo, hemos estudiado el ribósido de alopurinol dado que éste reduce la 

complejidad al tratar con mezclas de tautómeros. El alopurinol en solución acuosa se 

encuentra en al menos dos formas tautoméricas, conocidas como ceto-N1-H y ceto-N2-

H,
18-20

 y no existe una medida exacta de la población relativa de tautómeros a partir de 

estudios experimentales (RMN-
13

C y espectroscopia UV-Vis) o teóricos.
19,21-22

 Al sustituir 

la posición N1 por ribosa se elimina el equilibrio tautomérico en alopurinol y la especie 

alopurinol ribósido está presente como un solo tautómero (ver Figura 1) en solución 

acuosa.
19
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El estudio de este tipo de sistemas estructuralmente más sencillos que las bases 

guanina y adenina, permite hacer comparaciones a fin de establecer un conjunto mínimo de 

requisitos de estructura electrónica y química que permita que estas moléculas presenten un 

canal de decaimiento no radiativo altamente eficiente. Este último inhibe la ocurrencia de 

procesos fotoquímicos y al contrario favorece el retorno del sistema al estado basal luego 

de que éste es excitado con radiación UV.  

Otro de nuestros objetivos fue evaluar cómo los tiempos de vida de los estados 

excitados (medidos a través del decaimiento de fluorescencia del estado S1) de los sistemas 

purínicos propuestos se ven afectados por cambios menores en la estructura química y a 

partir de ello deducir factores que modulan la accesibilidad a ICs entre el estado S1 y el 

estado basal. 

Adicionalmente, también se estudió cómo el estado de protonación de los sistemas 

de interés afecta la dinámica de desactivación de los estados excitados de baja energía. El 

cambio del grado de protonación de los sistemas purínicos estudiados no solo modifica el 

patrón de sustitución del sistema heterocíclico sino también la descripción del sistema en 

términos de orbitales moleculares.  

Debido a lo anterior se ha dado un interés en el estudio de las formas protonadas de 

algunas bases del ADN.
1,23-25

 Entre los trabajos más destacados están los estudios de la 

dinámica de desactivación de los estados excitados de baja energía de las especies 

monoprotonadas de guanina, guanosina y guanosina mono-fosfato los cuales han mostrado 

que al protonarse la posición N7 del sistema purínico, el tiempo de vida del estado excitado 

se alarga por un factor mayor a 100.
24,26

 

Esta última observación ha sido bien descrita usando la teoría del funcional de la 

densidad dependiente del tiempo (TDDFT por sus siglas en inglés), los cuales sugieren que 
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el tiempo de vida más largo para la especie protonada de guanosina se debe a un cambio en 

la curvatura de la superficie de energía potencial del estado excitado S1, que a su vez 

cambia la accesibilidad a la IC S1-S0 en comparación con la especie neutra.
24

 Es importante 

mencionar que en este trabajo no se determinaron las ICs y el método usado solo predice 

geometrías para las cuales los estados S1 y S0 tienen valores de energía cercanos. 

Por otra parte, estudios en fase gas de adenina monoprotonada han demostrado que 

en este caso el decaimiento del estado excitado no varía drásticamente con respecto al 

tautómero neutro.
25,27

 Estudios computacionales de los estados excitados de este sistema 

muestran que la especie monoprotonada más estable, adenina
+
 ceto-N1/N9-H, presenta una 

IC S1-S0 similar a la calculada en adenina ceto-N9-H.
28

 

En el presente trabajo hemos estudiado cómo la protonación y desprotonación 

modifica la dinámica de desactivación de los estados excitados de HPX e INS neutra. La 

protonación de HPX e INS da estructuras análogas (con sustituciones en N7 y N9). Sin 

embargo, la desprotonación en HPX e INS ocurre en sitios distintos, N1 para INS y N7 o 

N9 para HPX. Esto da origen a especies desprotonadas con distintos patrones de sustitución 

y cambia fuertemente la estructura electrónica así como las superficies de energía potencial.  

Es importante señalar que la protonación o desprotonación del sistema purínico 

podría en principio alterar el orden de los estados excitados -* y n-*, con lo cual la 

dinámica de desactivación de los estados excitados podría cambiar de forma drástica en 

comparación con la especie neutra. La desprotonación por ejemplo, podría generar estados 

n-* más bajos en energía que el estado -* de más baja energía y ópticamente accesible, 

lo que redundaría en un tiempo de vida del estado excitado inicial más largo debido a que la 
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población de moléculas podría quedar atrapada en un estado n-* intermedio no emisivo 

(“dark state”). 

Hasta el momento, este es el primer estudio acerca de la fotofísica de especies 

mono-aniónicas de bases purínicas. Las especies monodesprotonadas de HPX e INS pueden 

ser estudiadas experimentalmente en solución acuosa gracias a que los valores de pKa están 

lo suficientemente separados, haciendo posible tener una población de la especie 

monodesprotonada mayor o igual al 96% a un pH ≥ 1. 

A pesar de que el mecanismo de desactivación de los estados excitados singulete de 

baja energía para las bases del ADN, guanina, adenina, timina y citosina se entiende a un 

buen nivel de profundidad, dado los aportes hechos con base en la espectroscopia láser con 

resolución temporal y métodos ab-initio de química cuántica, todavía quedan detalles por 

resolver. Uno de éstos es encontrar características comunes entre las bases del ADN que 

permitan explicar la desactivación ultrarrápida de los primeros estados excitados en este 

conjunto de moléculas.  

Una aproximación para resolver lo anterior es encontrar la similitud en la estructura 

electrónica (en la teoría de orbitales moleculares) que comparten estas moléculas y permite 

que tengan tiempos de desactivación ultrarrápidos del estado S1 así como rendimientos 

cuánticos de fluorescencia muy bajos (~10
-4

).  

Acerca de los tiempos de vida de los estados excitados de sistemas purínicos que se 

han determinado experimentalmente, en la Tabla 1 se resumen los resultados más 

relevantes para el presente trabajo. Principalmente, es importante resaltar cómo algunas 

modificaciones sutiles en el patrón de sustitución de sistemas purínicos puede afectar 

drásticamente el tiempo de vida del estado excitado S1 (-*). Uno de los ejemplos más 
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destacados de este efecto es la diferencia en el tiempo de vida del estado excitado de los 

sistemas adenina (6-amino purina) y 2-amino purina (ver Tabla 1).  

Tabla 1. Comparación de los tiempos de vida del estado excitado S1 de distintas guaninas y 

adeninas sustituidas en solución acuosa. 

Sistema Tiempo de vida del 

estado S1 (ps) 

Guanosina 0.46
29

  

0.69
23,30

 

Guanosina monofosfato 0.86
23

  

0.2 & 0.9
24

 

Deoxi-guanosina 0.16 & 0.78
4
  

Deoxi-guanosina monofosfato 0.20 & 0.89
4
 

7-metil guanosina monofosfato
+
 180

31
  

Guanosina
+
 (ceto-N7-H) 196

26
  

Adenina (ceto-N9-H) 0.18
33

  

Adenina (ceto-N7-H) 8.8
33

  

2-amino purina (N9-H) 9.3x10
3
-11.8x10

3 34-35
 

N9-metil adenina 0.22
33

 

N7-metil adenina 4.23
33

  

N1-metil adenina 0.26
33

  

Adenina
+
 (N1-metil, N9-H) 0.23

32
 

Adenina
+
 (N1-H, N9-H) 0.18

32
 

 

Los datos mostrados en la Tabla 1 ejemplifican cómo distintas modificaciones en 

las bases purínicas cambian los tiempos de vida del estado excitado en diferente medida, 

como ya se discutió. Por lo anterior, una de las motivaciones de este trabajo fue determinar 

cómo se afecta la eficiencia del proceso no radiativo en un grupo de purinas modificadas 

(HPX y alopurinol) con respecto a los sistemas purínicos guanina y adenina que han sido 

ampliamente estudiados. 

Varias modificaciones estructurales en sistemas purínicos han mostrado afectar la 

dinámica de desactivación de los estados excitados de baja energía incluyendo algunas que 

se podrían considerar mínimas en la estructura química, p. ej.: protonación, desprotonación 

y el patrón de sustitución de grupos metilo, amino y carbonilo.
23-24,27,33,36-38
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Otro tópico interesante que hemos abordado es acerca del tipo de moléculas que 

podrían haber sido suficientemente fotoestables (resistentes a la destrucción por procesos 

fotoquímicos) para prevalecer en condiciones ambientales poco favorables como eran una 

alta intensidad de radiación UV debido a la ausencia de la capa de ozono en las primeras 

etapas de formación de vida en la Tierra, ésto se logra evaluando la fotofísica de bases del 

ADN modificadas y otros compuestos estructuralmente similares.
30,33,36-37,39-41

  

Esta tesis se organiza de la siguiente manera: en el capítulo 1 se presentan los 

fundamentos teóricos de los procesos fotofísicos en sistemas moleculares, haciendo 

especial atención al proceso de conversión interna. Asimismo, se exponen conceptos 

importantes de los métodos de estructura electrónica usados en este trabajo. En el capítulo 2 

se describen los métodos experimentales que hemos empleado. Las metodologías teórico-

computacionales utilizadas para el estudio de la fotofísica de los sistemas propuestos se 

presentan en el capítulo 3. En el capítulo 4 se muestran todos los resultados obtenidos tanto 

experimentales como teóricos y se hace la discusión de los mismos. Finalmente, las 

conclusiones del presente trabajo son presentadas en el capítulo 5.  

Adicionalmente, se desarrollaron dos apéndices donde se dan los fundamentos de la 

generación de radiación láser, la generación de pulsos láser de duración ultracorta así como 

la descripción detallada de los sistemas láser usados en este trabajo.  
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HIPÓTESIS 

 

 

 

Las modificaciones estructurales en las moléculas hipoxantina, inosina y alopurinol 

modulan el orden y carácter de los estados excitados y por tanto la dinámica de 

desactivación de los mismos. Esta última, dirigida por la eficiencia del proceso de 

conversion interna entre los estados electrónicos excitados singulete y el estado basal. La 

desprotonación de un sistema purínico desestabiliza los estados excitados con carácter n-* 

y aumenta el tiempo de vida del estado excitado ópticamente activo -*, debido al proceso 

adicional de conversion interna entre los estados -* y n-* que debe ocurrir previo a la 

conversion interna n-* ⟿ S0. 

Los tiempos de vida del estado excitado van a reflejar características particulares de 

las superficies de energía potencial de los estados involucrados en la relajación de los 

sistemas moleculares estudiados luego que estos son excitados con radiación UV. 
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OBJETIVOS  

 

 

 

General 

Estudiar experimental y teóricamente la dinámica de desactivación de los estados 

electrónicos excitados de baja energía en los sistemas análogos a las bases purínicas del 

ADN: hipoxantina, inosina y alopurinol ribósido, con el fin de conocer detalles del proceso 

de conversion interna ultrarrápida en este tipo de sistemas. 

 

Específicos 

 

Obtener los espectros de absorción y emisión de fluorescencia de las especies 

propuestas. 

 

Obtener las curvas de decaimiento ultrarrápido de los primeros estados singuletes 

excitados de los sistemas propuestos usando la técnica de resolución temporal de 

fluorescencia por suma de frecuencias. 

 

Determinar los tiempos en los que transcurren los procesos de conversión interna 

entre los primeros estados singuletes para los sistemas de interés. 

 

Analizar el efecto de la protonación y desprotonación en la dinámica de 

decaimiento de los estados excitados de los sistemas propuestos. 
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Identificar las especies responsables de los distintos tiempos de decaimiento para los 

compuestos que presentan prototropismo. 

 

Encontrar las intersecciones cónicas entre el estado S1 y el estado S0 para sistemas 

más sencillos que la guanina a fin de establecer similitudes y las claves estructurales de la 

fotofísica ultrarrápida de la guanina. 

 

Evaluar si las diferencias o similitudes observadas experimentalmente entre los 

decaimientos de los estados electrónicos excitados de los distintos sistemas a estudiar se 

reflejan como detalles de las superficies de energía potencial de los estados electrónicos 

involucrados. 

 

Evaluar cómo distintas modificaciones estructurales en la guanina afectan la 

dinámica de desactivación de los estados excitados. 

 

Proponer mecanismos para la fotofísica de las especies estudiadas a partir de los 

resultados experimentales y teóricos obtenidos. 
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CAPÍTULO 1 

FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

 

 

 

La radiación UV es absorbida fuertemente por el ADN, generando estados 

electrónicos excitados que algunas veces pueden desencadenar fotoreacciones que en 

principio podrían destruir el material genético (p. ej., la foto-formación del dímero de 

timina).
1-2

 Por su parte, los canales de desactivación de los estados excitados de las bases 

del ADN (canales fotoquímicos o fotofísicos) constituyen un tópico estudiado ya desde 

hace varias décadas. 

El progreso hacia dilucidar completamente la dinámica de los estados excitados de 

las bases del ADN (guanina, adenina, timina, etc.) ha avanzado rápidamente en los años 

recientes gracias a las técnicas espectroscópicas con resolución temporal en la escala de fs 

así como el desarrollo de métodos teóricos de alto nivel que permiten estudiar sistemas 

moleculares en estados electrónicos excitados. 

Precisamente en este capítulo describiremos los fundamentos teóricos detrás del 

desarrollo del presente estudio. El área más general del trabajo que hemos realizado es la 

interacción de moléculas con radiación electromagnética. Específicamente, se estudió la 

dinámica de desactivación de los estados excitados de hipoxantina, inosina y alopurinol 

ribósido, los cuales son sistemas análogos a las bases purínicas guanina y adenina.  

Por lo anterior, las distintas secciones de este capítulo cubren el tópico general del 

proceso de absorción de radiación UV y los procesos fotofísicos y fotoquímicos 
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subsecuentes que ocurren en una molécula.  

En la parte final de este capítulo se describirán las bases teóricas implementadas en 

los métodos de estructura electrónica que aquí se usaron para describir las superficies de 

energía potencial (SEP) de los estados electrónicos singulete. Estas metodologías permiten 

establecer los mecanismos de desactivación de un sistema molecular en términos de puntos 

particulares de las SEP, llamados: región de Franck-Condon, puntos estacionarios, mínimos 

de energía e intersecciones cónicas. 

1.1 Absorción de luz y procesos de relajación, diagrama de Jablonski
3-4

 

La excitación de una molécula usando radiación UV conduce a la misma a un 

estado electrónico superior cambiando su configuración electrónica y ganando la energía 

del fotón absorbido. Esta energía electrónica depositada en la molécula se disipa 

posteriormente a través de diferentes procesos, entre los que se incluyen, emisión de 

fotones, transiciones no radiativas al estado basal o a estados excitados intermedios, y para 

el caso de las bases del ADN en menor medida la formación de fotoproductos. 

El primer acercamiento a la dinámica de los estados electrónicos excitados de 

cualquier sistema se da conociendo las energías de los estados electrónicos superiores 

relativas al estado electrónico basal, lo cual se logra a través de la interacción del sistema 

de interés con radiación electromagnética en el intervalo de ~200 nm a ~800 nm.  

La absorción de radiación electromagnética en el intervalo señalado genera 

transiciones electrónicas desde el estado basal de la molécula hacia estados electrónicos de 

mayor energía, o mejor conocidos como estados electrónicos excitados. La regla de 

selección de espín para transiciones electrónicas exige que si el estado basal (S0) es un 

estado singulete sólo serán permitidas las transiciones electrónicas a estados superiores con 
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la misma multiplicidad de espín, Sn, con n ≥ 1, este tipo de transiciones se muestran en el 

diagrama de Jablonski de la Figura 1.1 

 
Figura 1.1. Diagrama de Jablonski representando los procesos de absorción (flechas 

sólidas verticales), relajación vibracional (R.V), conversión interna (C.I), cruce entre 

sistemas (C.E.S), emisión de fluorescencia (flechas verticales cortadas) y emisión de 

fosforescencia (flechas verticales punteadas). 

 

Cuando una molécula absorbe luz de la longitud de onda adecuada para que ocurra 

la transición electrónica de su estado singulete basal a un estado singulete superior, el 

estado excitado es inherentemente un estado de no equilibrio, por lo cual el sistema tiende a 

eliminar el exceso de energía electrónica a través de una gran variedad de procesos 

(fotofísica o fotoquímica de la molécula).  

Los procesos fotofísicos subsecuentes a la excitación pueden dividirse en dos 

grandes grupos: los radiativos y los no radiativos, los cuales a su vez pueden dividirse 

teniendo en cuenta la multiplicidad de los estados inicial y final involucrados en el proceso. 

A continuación describiremos cada uno de los procesos que se esquematizan en el diagrama 

de Jablonski de la Figura 1.1. 

Relajación vibracional: una molécula que se encuentra en un estado vibro-

electrónico excitado en solución puede eliminar el exceso de energía vibracional 

transfiriendo dicha energía a las moléculas de disolvente al chocar con ellas. 

Fluorescencia: es el proceso de emisión de un fotón acompañado por la transición 

electrónica del sistema entre dos estados singulete. La energía del fotón emitido equivale a 
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la diferencia de energía entre los niveles en que ocurre la transición. Generalmente, la 

fluorescencia se da desde el estado singulete excitado de más baja energía (S1) en su nivel 

vibracional más bajo ( = 0) hacia el estado basal (S0) en alguno de sus niveles 

vibracionales. El hecho que la emisión desde el estado singulete S1, independientemente del 

estado electrónico excitado al que se accede inicialmente se conoce como la regla de 

Kasha.
3-4

 

Conversión interna: es un proceso no radiativo y ocurre gracias a la proximidad 

entre los niveles vibro-electrónicos más bajos de un estado excitado singulete inicial y los 

niveles vibro-electrónicos superiores del estado final. Por ejemplo, como se muestra en el 

diagrama de Jablonski de la Figura 1.1 el proceso de conversión interna puede ocurrir desde 

el estado vibro-electrónico S1, = 0 que se acopla con los estados vibro – electrónicos 

superiores de S0,  = n (n ≥ 6). El proceso de conversión interna juega un papel determinante 

en la desactivación rápida de los estados excitados de las bases del ADN y varios sistemas 

análogos como los estudiados en este trabajo por lo cual más adelante se tratará con mayor 

detalle. 

Cruce entre sistemas: es un proceso no radiativo y ocurre desde un estado singulete 

hacia un estado triplete casi degenerado. En principio, según las reglas de selección de 

espín este proceso es prohibido, sin embargo debido al acoplamiento espín-orbita tal 

proceso puede ocurrir. La eficiencia de este proceso no radiativo aumenta a medida que el 

estado inicial y final se encuentran más cerca en energía. 

Fosforescencia: es un proceso radiativo que ocurre por la transición electrónica 

desde un estado triplete de baja energía, generalmente T1, hacia un estado singulete de 

menor energía, generalmente S0. Las bases nitrogenadas y varios de sus análogos en 
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solución no presentan emisión por fosforescencia o el rendimiento cuántico de ese proceso 

es muy bajo (10
-4

).  

Además de los procesos fotofísicos que se acaban de describir, una molécula en un 

estado excitado puede sufrir cambios en su estructura o reaccionar con otras moléculas. 

Esto hace parte del estudio de la fotoquímica del sistema. Entre los procesos fotoquímicos 

podemos encontrar: transferencia intramolecular o intermolecular de protones, electrones y 

energía.  

El proceso de CI es el que predomina en la relajación del estado S1 de las bases 

nitrogenadas lo que induce una desactivación fuerte de la emisión. El proceso de CI, la 

absorción de radiación UV y la emisión de fluorescencia (S1 → S0 + hson los procesos 

que nos interesan en este trabajo. 

1.2 Rendimiento cuántico de fluorescencia y tiempo de vida del estado excitado 

Dos de las propiedades más importantes para describir un fluoróforo son el 

rendimiento cuántico de fluorescencia (F) y el tiempo de vida del estado excitado. El 

primero se define como el número de fotones emitidos relativo al número de fotones 

absorbidos. Considerando los procesos de desactivación del estado S1 a través de los cuales 

el sistema retorna a S0, se define una constante de emisión de fluorescencia (krad) y una 

constante total para los procesos de desactivación no radiativos (conversión interna y cruce 

entre sistemas) kn.r. De esta manera, el rendimiento cuántico de fluorescencia esta dado por: 

ϕ   
    

         
                  

F se determina usualmente con referencia a un estándar, es decir un compuesto de 

rendimiento cuántico de fluorescencia conocido. Con el fin de disminuir posibles 

inexactitudes en los factores de corrección de los espectros de emisión, se selecciona 
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preferiblemente un estándar que pueda ser excitado a la misma longitud de onda y con un 

espectro de emisión de fluorescencia en un intervalo de longitudes de onda similar respecto 

al compuesto de interés. La relación de los rendimientos cuánticos está dada por: 

ϕ 

ϕ  
  

  

  
  

∫             
 

 

∫              
 

 

 
           

          
                  

donde n se refiere a los índices de refracción de los solventes usados en las soluciones del 

compuesto de interés y el de referencia (R), IF e IFR son los espectros de fluorescencia 

corregidos
a
 para el compuesto de interés y el de referencia respectivamente, y A es la 

absorbancia de las soluciones a la longitud de onda de excitación (E). Para que se cumpla 

la relación (1.2) se debe usar soluciones diluidas del estándar y el compuesto de interés (A 

< 0.05), y los espectros de emisión deben ser obtenidos bajos las mismas condiciones 

experimentales. 

El tiempo de vida del estado excitado S1 () se define como el tiempo promedio en 

el que la molécula permanece en el estado excitado antes de retornar al estado S0, y está 

dado por:  

   
 

         
                   

El proceso de emisión de fluorescencia es un proceso aleatorio y pocas moléculas 

emiten fotones de fluorescencia a exactamente t = . 

1.3 Resolución temporal de fluorescencia 

La resolución temporal de fluorescencia es una técnica muy poderosa para estudiar 

la dinámica de los estados excitados en moléculas. En principio, cuando la fluorescencia 

proviene de un estado excitado bien definido, la intensidad de ésta refleja directamente la 

                                                 
a El espectro de emisión se ve distorsionado por la dependencia con la longitud de onda, de la eficiencia del 

monocromador de emisión y la respuesta del detector. Los factores de corrección son determinados por el 

fabricante del fluorimetro usando una lámpara de Tungsteno calibrada o un estándar.  
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población de moléculas en el estado excitado. En la mayoría de las moléculas y en 

particular para los monómeros de los ácidos nucleicos, el decaimiento de la población en el 

estado excitado está gobernado por los procesos de desactivación no radiativos que son 

muy eficientes. Por lo tanto, midiendo el decaimiento de fluorescencia es posible 

caracterizar el mecanismo de decaimiento no radiativo.  

El diagrama de Jablonski particular para los niveles de energía y procesos de 

desactivación de los estados singulete de baja energía en bases purínicas se muestra en la 

Figura 1.2. 

 
Figura 1.2. Diagrama de Jablonski simplificado para la desactivación de los estados 

excitados singulete de baja energía. Las flechas verticales hacia arriba indican el proceso de 

absorción fotones y las flechas verticales hacia abajo indican el proceso de emisión de 

fotones (fluorescencia), relajación vibracional (RV), conversión interna (CI). 

La ecuación cinética para la desactivación del estado S1 se plantea de la siguiente 

manera: 

 
 [  ]

  
      [  ]       [  ]                     

donde [S1] representa la población de moléculas en el estado emisivo a un tiempo t y kn.r es 

la constante cinética para el proceso de desactivación a través del canal no radiativo (CI). 

Reordenando (1.4) e integrando, se obtiene que la población de moléculas en el estado S1 

está dada por: 

[  ]    [  ]  
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Por otra parte, la ecuación cinética para la emisión de fotones desde el estado 

emisivo S1 está dada por:  

   

  
      [  ]         [  ]  

                                  

   es la cantidad total de fotones emitidos. Considerando una cantidad finita de fotones    

emitidos en un intervalo de tiempo t se obtiene: 

   

  
     [  ]  

                              

La cantidad 
   

  
 es proporcional a la emisión instantánea de fluorescencia a un 

tiempo dado t. Nótese que la intensidad de la emisión de fluorescencia a un tiempo t es 

proporcional a la población de moléculas en el estado emisivo S1, [S1](t), a través de la 

constante de proporcionalidad krad. La emisión instantánea de fluorescencia puede ser 

resuelta en el tiempo a través de la técnica de suma de frecuencias que se describirá más 

adelante. 

1.4 Modelo cuántico del proceso de absorción y conversión interna
4
 

La descripción cuántica más sencilla de los procesos de absorción y CI tiene 

fundamento en la regla de oro de Fermi para transiciones entre estados electrónicos de 

sistemas moleculares. La regla de oro de Fermi, que describe la probabilidad de transición 

dependiente del tiempo (Pn), se formula matemáticamente de la siguiente manera: 

   
    

 

  

     
 
   

   
               

donde      ⟨  | ̂
 |  ⟩ y  ̂  es la parte relevante de cualquier operador Hamiltoniano 

general que es responsable de acoplar los estados electrónicos final e inicial descritos por 

las funciones de onda n y m respectivamente,          . es la frecuencia 
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angular del campo eléctrico que acopla los dos estados y              ⁄  es la 

diferencia de energía entre los estados n y m en unidades de frecuencia angular.  

Para el caso de transiciones verticales entre estados electrónicos por absorción de 

luz,  ̂  es el producto escalar del campo eléctrico y el vector de momento dipolar, y en ese 

caso:     
     

 |⟨  |      |  ⟩|
 
   

 |   | . La cantidad ⟨  |      |  ⟩      , se 

conoce como el momento dipolar de transición. 

En moléculas poliatómicas las transiciones electrónicas ocurren generalmente hacia 

diferentes niveles vibro-electrónicos. Por ejemplo, una transición de absorción de una 

molécula poliatómica en solución involucra transiciones a varios niveles de energía vibro-

electrónicos como se representa en la Figura 1.3.  

 
Figura 1.3. Proceso de absorción desde el estado inicial m hacia la banda vibro-electrónica 

del estado final n con una densidad de estados vibro-electrónicos  ̅ . 

Para una transición electrónica por absorción de un fotón, hay dos razones por las 

cuales estas ocurren a distintos niveles vibro-electrónicos: (i) en una molécula poliatómica 

pueden existir un número considerable de niveles de energía cercanos, con energías 

correspondientes a la energía de excitación, y (ii) siempre hay una distribución espectral de 

las frecuencias en la fuente de excitación. Para una transición no radiativa, p. ej., 

conversión interna, también se puede asumir una distribución de niveles de energía 

cercanamente espaciados en el estado final. 
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El número de estados vibro-electrónicos en el intervalo de energías En a En + dE 

(donde dE toma un valor infinitesimalmente pequeño) se conoce como la densidad de 

estados,  ̅ . Si solamente existiera un estado en el intervalo definido por dE la probabilidad 

de transición estaría dada por la ecuación (1.8), y se conoce como probabilidad de 

transición de estado a estado. 

Si hay    estados en el intervalo dE, entonces la probabilidad de transición estará 

dada por    veces el lado derecho de la ecuación (1.8), la contribución de cada transición 

desde el estado m a uno de los estados n va a depender de sus valores particulares de  

y Hnm. Para estimar la probabilidad de transición total es necesario determinar la suma de 

todas las contribuciones individuales. Así, haciendo dE infinitesimalmente pequeño, esta 

suma toma la forma de una integral sobre el intervalo de energías de transición dE: 

   ∫
    

 

  

     
 
   

   
       

     

            

A partir de la expresión (1.9) es posible hacer algunas aproximaciones, dado que la 

función      

 
   /    disminuye rápidamente a medida que  aumenta, es decir a 

medida que la transición electrónica queda fuera de resonancia, se puede aproximar la 

densidad de estados para los diferentes intervalos de energía como una única densidad de 

estados promedio al centro de la banda,  ̅ . 

Ahora, dado que  ̅  no dependerá de la energía en el intervalo en cuestión entonces 

puede quedar fuera de la integral. Adicionalmente, se puede asumir que los elementos de 

matriz Hnm no dependen de forma significativa de la energía, en otras palabras estos no 

cambian considerablemente a medida que la energía del estado final cambia, por lo que Hnm 

también puede sacarse de la integral. Reemplazamos        , con lo cual estas 
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consideraciones implican: 

   
    

  ̅ 

 
∫

     
 
   

   
     

     

             

para resolver la integral en (1.10) hacemos la sustitución   
 

 
    y extendemos los 

límites de integración de -∞ a ∞, con lo cual:  

   
    

  ̅  

 
∫

     

  
  

 

  

                

∫
     

    
 

  
 = entonces, la probabilidad de transición para la banda completa está dada 

de manera aproximada por:  

   
     

  ̅  

 
                   

La rapidez de la transición al estado n está dada por dPn/dt es decir la rapidez de 

cambio de la probabilidad de encontrar la molécula en el estado n como función del 

tiempo viene dada por la ecuación:  

 

  
   

     
  ̅ 

 
                     

la expresión (1.13) es conocida como la regla de oro de Fermi. 

Aún cuando hemos mostrado el desarrollo matemático para la regla de oro de Fermi 

asumiendo una transición electrónica por absorción de luz, la forma general de esta 

expresión, es decir la dependencia con Hnm y  ̅ , es la misma para todas las transiciones 

entre estados cuánticos, incluyendo las transiciones no radiativas.
5
 

Para considerar transiciones no radiativas,  ̅  se refiere a la densidad de estados 

vibro-electrónicos que son isoenergéticos con el nivel vibro-electrónico del estado inicial 

desde el cual ocurre la transición; p. ej. en fase condensada el proceso de relajación 

vibracional por choques entre las moléculas de soluto y solvente relaja el sistema al estado 
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vibracional más bajo del estado electrónico inicial. En la Figura 1.4 se esquematiza una 

transición no radiativa. 

 
Figura 1.4. Procesos de relajación vibracional (flecha delgada) y transición no radiativa 

(flecha gruesa). 

La parte perturbativa del Hamiltoniano relacionada con las transiciones no 

radiativas (p. ej., conversión interna) pertenece al Hamiltoniano molecular en sí mismo, 

como se muestra a continuación.  

Conversión interna  

La parte del Hamiltoniano molecular responsable de inducir un proceso de 

conversión interna es el operador de energía cinética nuclear,  ̂       . Este operador 

siempre se transforma como la representación irreducible totalmente simétrica del grupo 

puntual de simetría al que pertenece el sistema molecular considerado. Por ejemplo, para el 

formaldehido que pertenece al grupo puntual de simetría C2v,  ̂        se transforma como 

la representación A1. 

Por lo anterior, el elemento matricial responsable del proceso de conversión interna 

⟨  | ̂       |  ⟩ será diferente de cero cuando n y m sean funciones base para la 

misma representación irreducible del grupo puntual molecular. En este caso no se intenta 

separar las funciones de onda moleculares de los estados n y m como el producto de una 

función de onda electrónica y una función de onda nuclear (aproximación de Born-

Oppenheimer). Considérese el caso del proceso de conversión interna S1⇝S0, en el que la 

transición toma lugar usualmente desde el estado vibracional de más baja energía de S1, 

hacia una región de alta densidad de estados vibracionales en S0. En este tipo de niveles 
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vibracionales de alta energía y densidad en S0, la aproximación de Born-Oppenheimer deja 

de ser válida. Sin embargo, aún se aplica la regla de selección que indica que la simetría de 

los estados inicial y final debe ser la misma.  

Si la transición ocurre desde el nivel vibracional más bajo de S1, la simetría del 

estado inicial queda determinada por la simetría de la función de onda electrónica, p. ej. 

para el formaldehido S1 (n-*) con simetría a2. Por lo cual, la función de onda del estado 

final debe tener una simetría total (electrónicanuclear) A2. Aunque la densidad de estados 

vibracionales sea grande en la región relevante, sólo el subconjunto de estados vibro-

electrónicos con una simetría A2 pueden ser estados receptores en el proceso de conversión 

interna. 

1.5 Métodos computacionales
6
 

Los métodos computacionales en química cuántica se expanden en un amplio 

espectro de aplicaciones, empezando con el cálculo de propiedades en el estado basal, 

extendiéndose hacia interacciones no adiabáticas de distintos estados electrónicos y 

llegando al campo de métodos que incluyen efectos no relativistas. 

Por su parte, el método de Hartree-Fock (HF) genera soluciones de la ecuación de 

Schrödinger donde la interacción electrón-electrón se reemplaza por una interacción 

promedio. Usando un conjunto base lo suficientemente grande, la función de onda de un 

solo determinante de HF calcula 99% de la energía total, sin embargo, el 1% de energía 

restante es a menudo muy importante para describir fenómenos químicos. La energía de 

correlación se define como la diferencia entre la energía no relativista exacta del sistema y 

la energía calculada con el método HF en el límite de una base completa.
7
 Físicamente, esta 

energía corresponde al movimiento correlacionado de los electrones. Existen tres categorías 
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de métodos de función de onda que incluyen la correlación electrónica, estas son: 

interacción de configuraciones, teoría de perturbaciones de muchos cuerpos y los métodos 

de cúmulos acoplados. En esta sección describiremos algunos métodos incluidos en la 

categoría de interacción de configuraciones que se usaron en este trabajo. 

El método HF determina la mejor función de onda de una sola función de 

configuración de estado adaptada por espín para un conjunto de funciones base dado. Con 

el fin de mejorar los resultados del método HF, se puede construir una función de onda con 

más de una determinante de Slater (DS), esto constituye el principio fundamental de los 

métodos llamados de interacción de configuraciones (ICC). En los métodos de ICC la 

función de onda variacional es una combinación lineal de varias determinantes entre las 

cuales esta incluída la de HF:          ∑        . Los distintos métodos de ICC 

difieren en la forma de obtener las determinantes i. 

En algunas implementaciones de los métodos de ICC se hace uso de funciones de 

configuración de estado (FCE). Una FCE se define como una combinación lineal de 

determinantes que es función propia del operador  ̂ . 

Las expansiones multi-configuracionales se construyen a partir de n-esimas 

sustituciones en los orbitales moleculares (OM) no ocupados (o virtuales). Ejemplos de este 

tipo de metodologías son: CIS (“configuration interaction with single excitations”) y CISD 

(“configuration interaction with single and double excitations”). La función de onda en un 

método de ICC de la siguiente manera: 

           ∑    

 

 ∑    

 

  ∑    

 

     ∑    

   

            

donde las i´s representan determinantes o FCE con distintos niveles de excitación 

respecto a la determinante de capa cerrada de HF. Los niveles de excitación se representan 
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con las letras S (simple), D (doble), T (triple) etc. 

1.5.1 Método multi-configuracional autoconsistente
6
 

Un tipo particular de función de onda multi-configuracional que se usa de forma 

extendida en los métodos de estructura electrónica se obtiene usando el método multi-

configuracional auto-consistente, MCSCF (“multi-configurational self-consistent field”) 

que explicaremos a continuación. 

El método MCSCF se puede considerar como un método variacional de interacción 

de configuraciones donde se optimizan tanto los coeficientes ai (en la ecuación 1.14) así 

como los OMs usados para construir las determinantes. 

Una implementación muy común del método MCSFC es el modelo CASSCF 

(“complete active space self-consistent field”) donde la selección de las configuraciones 

que se incluyen en la expansión multi-configuracional (ecuación 1.14) se hace 

distribuyendo los OMs en un espacio activo y un espacio inactivo. El espacio activo se 

conforma generalmente por algunos de los orbitales ocupados de más alta energía y algunos 

de los orbitales no ocupados de más baja energía que provienen de un cálculo RHF 

(“restricted Hartree-Fock”). 

Los orbitales inactivos estarán siempre doblemente ocupados. Los orbitales del 

espacio activo se re-optimizan, de tal forma que se realiza un cálculo “full CI” dentro del 

espacio activo, usando las FCEs adaptadas por simetría apropiadas o usando determinantes.  

La selección de los OMs que forman parte del espacio activo es un paso 

determinante en el éxito de la metodología CASSCF. En principio, se deben incluir todos 

los OMs que estén involucrados en el proceso que se desea estudiar. La nomenclatura que 

se emplea usualmente para el método CASSCF es (n,m), que indica que se han distribuido 
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n electrones de todas las formas posibles (para cierta función propia de espín y con una 

simetría dada) en m OMs activos. 

La simplicidad conceptual del modelo CASSCF yace en el hecho de que una vez 

que los orbitales activos e inactivos han sido seleccionados la función de onda queda 

completamente especificada, para una geometría dada de la molécula y un conjunto de 

funciones base seleccionado.
8
 Adicionalmente, en esta metodología surgen ciertas 

simplificaciones en los procedimientos computacionales usados para obtener los orbitales 

optimizados y los coeficientes de la expansión de CI.  

El número de FCEs incluidas en la expansión CI en el modelo CASSCF, NCAS, se 

calcula a través de la formula de Weyl: 

     
    

   
(

   
  ⁄   

* (
   

  ⁄     
*                

donde s es el número cuántico de espín total (s = 0 para estados singuletes), m es el número 

de OMs activos y n es el número de electrones en el espacio activo. 

1.5.2 Métodos multi-referenciados
9-10

 

El concepto de un espacio de referencia es importante para la clasificación de los 

métodos de función de onda correlacionados en química cuántica. La mayoría de los 

métodos ab-initio de función de onda son realizados bajo aproximaciones de una sola 

referencia, SR (“single-reference”). Generalmente, esta SR corresponde a un determinante 

de capa cerrada de tipo Hartree-Fock.  

Algunos procesos químicos fundamentales como son la disociación de enlaces en el 

estado electrónico basal o en un estado electrónico excitado o la intersección de distintos 

estados, normalmente no son bien descritos por los métodos SR. Generalmente, los 

métodos de una sola referencia son adecuados y describen adecuadamente mínimos en la 
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SEP del estado basal, así como también en algunos casos son apropiados para el cálculo de 

energías de excitación vertical. Sin embargo, las metodologías basadas en una función de 

onda SR, no describen bien la SEP de estados excitados. Incluso, los resultados obtenidos 

con la metodología CASSCF al momento de explorar SEPs de estados excitados son a 

menudo poco satisfactorios dado que esta metodología no incluye efectos de correlación 

electrónica dinámica. 

Los métodos multi-referenciados (MR) se basan en un concepto general, empezando 

desde una función de onda multi-configuracional como el espacio de referencia para la 

creación de una expansión multi-referenciada de la función de onda. 

Método “multi-reference configuration interaction” MR-CI
11

 

Los métodos MR-CI son una de las herramientas más poderosas para calcular SEP 

así como propiedades moleculares. Los métodos MR-CI dan una descripción global más 

balanceada de las SEPs en comparación con muchos otros métodos de química cuántica 

que se basan en una función de onda SR.  

Una aplicación muy importante de los métodos MR-CI es el estudio de estados 

electrónicos excitados. Sin embargo, también hay sistemas donde el estado basal no está 

bien descrito por una función de onda SR y en los cuales es necesario usar una función de 

onda MR-CI para obtener una descripción balanceada de los efectos de correlación 

electrónica. En general una función de onda MR-CI (SD) tiene la forma: 

        ∑    

 

  ∑∑  
   

 

  

  ∑∑  
     

 

   

                   

donde S y D indican que se construirán nuevas FCE a partir de excitaciones simples y 

dobles de las FCE del espacio de referencia MR, a y b denotan orbitales externos (no 
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ocupados en las configuraciones de la referencia) y S y P denotan estados con N-1 y N-2 

electrones en el espacio de referencia respectivamente.  

El cálculo de las SEP para un grupo de moléculas pequeñas usando el método MR-

CI(SD) con una función de onda de referencia CASSCF ha mostrado que esta metodología 

da resultados muy cercanos a los que se obtienen con el método FCI (“full configuration 

interaction”). Otra ventaja muy importante del método MR-CI es que permite calcular 

funciones de onda para los estados excitados en las cuales se incluyen los efectos de 

correlación electrónica dinámica. Además, algunas implementaciones de la metodología 

MR-CI disponen de los gradientes analíticos. Estos últimos casi al mismo costo 

computacional del cálculo de energía MR-CI.
9
  

Todas estas características de los métodos MR-CI hacen que sean ideales para el 

estudio de SEP de estados excitados, permitiendo que además de la optimización de puntos 

estacionarios en las SEPs también sea posible la localización y optimización de 

intersecciones cónicas entre estados electrónicos. 

El principal cuello de botella de los métodos MR-CI es el hecho que el tamaño de la 

expansión de la función de onda (número de FCEs) y por tanto el costo computacional 

incrementan rápidamente con el número de configuraciones en el espacio de referencia 

(generalmente el número de FCEs de la función de onda CASSCF) y reducir a un nivel 

óptimo la expansión CASSCF previo al cálculo MR-CI no siempre es una tarea sencilla. 

Asimismo, el costo computacional de esta metodología es razonable, cuando se estudian 

sistemas moleculares pequeños. 
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1.6 Eventos no adiabáticos e intersecciones cónicas
12

 

Los eventos no adiabáticos en los cuales la aproximación de Born-Oppenheimer (B-

O) deja de ser válida son muy frecuentes en química cuántica. Actualmente se considera 

que dichos eventos están mediados por la presencia de ICs las cuales corresponden a cruces 

entre SEPs de dos o más estados, es decir geometrías moleculares para las cuales los 

estados electrónicos involucrados son degenerados.  

En esta sección se revisa la teoría de las ICs y cómo estas se pueden estudiar a 

través de métodos de estructura electrónica de alto nivel. La importancia de las ICs en el 

presente trabajo, radica en el hecho de que el mecanismo de decaimiento no radiativo 

altamente eficiente que es responsable de la fotoestabilidad de las bases del ADN es 

mediado por la existencia de ICs entre los estados singulete de baja energía y el estado 

basal. 

La base para entender los procesos químicos usando mecánica cuántica es la 

aproximación de (B-O) que se basa en la gran diferencia en la masa del electrón y los 

núcleos, y que permite considerar por separado el movimiento de estas partículas. La 

aproximación de B-O es suficiente para describir una cantidad considerable de procesos 

químicos. Sin embargo, existen procesos en los cuales esta aproximación deja de ser válida 

y el acoplamiento entre los movimientos electrónicos y nucleares se vuelve importante. 

Es en este último caso, donde los eventos no adiabáticos toman lugar y son comunes 

en la fotofísica y fotoquímica de sistemas moleculares variados, además que gobiernan 

fenómenos como la fotosíntesis, el mecanismo de la visión a nivel molecular y la 

fotoestabilidad del ADN. 

Las SEPs que se construyen bajo la aproximación de B-O se conocen como SEPs 

adiabáticas. La parte electrónica de la ecuación de Schrödinger se resuelve a una geometría 
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nuclear dada, obteniéndose un conjunto de eigenvalores para la energía de los distintos 

estados electrónicos. 

Cuando dos o más SEPs están cerca una de la otra, el acoplamiento de los estados 

electrónicos a través del operador de energía cinética nuclear se vuelve importante y puede 

cambiar la forma de las SEPs. Esto significa que mientras el movimiento nuclear toma 

lugar la configuración electrónica cambia, dado que los movimientos electrónicos y 

nucleares empiezan a acoplarse, por lo cual estos eventos se conocen como no adiabáticos. 

1.6.1 Aproximación de Born-Oppenheimer y acoplamientos no adiabáticos 

Con el fin de estudiar las propiedades de sistemas moleculares usando la mecánica 

cuántica es necesario resolver la ecuación de Schrödinger independiente del tiempo (ES): 

 ̂                                
en la que R denota las coordenadas nucleares y r las coordenadas electrónicas, el 

Hamiltoniano total no relativista esta dado por: 

 ̂        ̂       ̂                          
 ̂     es el operador de energía cinética nuclear mientras que  ̂       es el operador 

Hamiltoniano electrónico que incluye el operador de energía cinética electrónico, las 

interacciones electrón-electrón y la atracción núcleo-electrón. Las funciones propias de 

 ̂       forman un conjunto ortonormal completo (⟨  
    |  

    ⟩
 
    ) y pueden 

usarse para expresar la función de onda total de la forma: 

        ∑  
           

 

                        

donde   
       son las eigenfunciones de  ̂       con valor propio   

      , y       son 

los coeficientes de expansión. La ecuación (1.19) es conocida como la expansión de B-O y 

es exacta si la suma no es truncada. Reemplazando la ecuación (1.19) en la expresión 

(1.17), multiplicando a la izquierda por   
  

e integrando sobre las coordenadas electrónicas 
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conduce a: 

[ ̂    
    ]   ∑        

 

                         

         ̂
  ⟨  

    | ̂ |  
    ⟩

 
 depende de los términos     y     que acoplan 

los estados electrónicos I y J. Estos últimos términos se originan a partir del operador de 

energía cinética nuclear actuando en las funciones de onda electrónicas   
       y se 

expresan de la forma: 

   
   ⟨  

      |    
      ⟩                    

       ∑⟨  
      |  

   
      ⟩

 

                      

Los elementos de matriz de las ecuaciones (1.21) y (1.22) denotan integración sobre 

las coordenadas electrónicas, y    se refiere al gradiente sobre la coordenada nuclear R

Usando  ̂   
 

  
     

 

  
   donde el gradiente   es un vector en el espacio 

nuclear y M es una masa nuclear promedio se puede demostrar que    ,     y     se 

relacionan así:      
 

  
[           ]. 

En la ecuación    es el acoplamiento derivado o no adiabático entre los 

estados electrónicos I y J y es un vector de dimensión equivalente al número de 

coordenadas nucleares. El acoplamiento no adiabático es una medida de la variación de la 

función de onda electrónica con las coordenadas nucleares y depende de la diferencia de 

energía electrónica entre los estados I y J: 

       
⟨  

 |  ̂ |  
 ⟩

  
    

                        

Cuando los estados electrónicos están lo suficientemente separados en energía el 

acoplamiento no adiabático es pequeño. Sin embargo, si los eigenvalores de las funciones 

de onda electrónicas son cercanos, un cambio pequeño en las coordenadas nucleares puede 
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llevar a una gran variación de la función de onda electrónica, en tal caso el acoplamiento no 

adiabático es importante y se debe usar las ecuaciones (1.20) - (1.22) para describir el 

sistema molecular. 

En realidad, la expansión de la ecuación (1.20) no se puede usar de una forma 

estrictamente completa, usualmente cuando el acoplamiento no adiabático entre dos o más 

estados se hace importante, es suficiente con truncar la expansión de la ecuación (1.20) para 

tal número de estados. 

1.6.2 Intersecciones cónicas 

La eficiencia de una transición no radiativa entre dos estados depende del vector de 

acoplamiento no adiabático        entre los estados involucrados. El acoplamiento no 

adiabático es inversamente proporcional a la diferencia de energía entre los dos estados 

(ecuación 1.23), por lo cual, cuando esta diferencia es pequeña el acoplamiento no 

adiabático es grande.  

Formalmente, en una IC los estados involucrados son degenerados y la diferencia de 

energía es cero, por lo cual el acoplamiento no adiabático es infinito, lo cual ofrece la forma 

más eficiente para que ocurra una transición no radiativa entre estados.  

Dado el rol especial que juegan las ICs en los procesos no radiativos una pregunta 

natural que surge es con qué frecuencia ocurren este tipo de cruces. Para resolver esta 

pregunta considérese dos estados adiabáticos que se cruzan 1 y 2. Los dos estados se 

expanden en términos de dos estados diabáticos 1 y 2. De tal forma que 1 = c111 + c212 

y 2 = c121 + c222.  

Las energías electrónicas para los estados adiabáticos son los eigenvalores de la 

matriz Hamiltoniana:  
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    (
            
            

*                 

donde     ⟨  | 
 |  ⟩. Los eigenvalores de   

 se obtienen a través de la transformación 

ortonormal S
†  S dada por: 

   (
                         
                          

*                  

Los eigenvalores de la energía son: 

       ̅    √       
                      

con  ̅             ⁄  y               ⁄ . El ángulo de rotación  define la 

transformación de estados diabáticos a estados adiabáticos y esta dado por: 

      
   

√        
 

                   

      
  

√        
 

                  

Las eigenfunciones de estado adiabáticas son: 

         ⁄           ⁄                       

          ⁄           ⁄                     

La ecuación (1.26) implica que para que los estados adiabáticos con energías E1 y E2 sean 

degenerados, como debe satisfacerse en la IC se deben cumplir dos condiciones: 

                                  

                                  
Para una molécula con N

Int
 grados de libertad, las dos condiciones se satisfacen en 

un espacio de dimensión N
Int

-2. 

Localización de intersecciones cónicas 

Las ICs se han hecho populares dado el progreso en la teoría de estructura 

electrónica. El desarrollo de métodos que describen varios estados electrónicos 
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simultáneamente y la disponibilidad de gradientes analíticos han dado las herramientas para 

estudiar eventos no adiabáticos que involucran más de un estado electrónico y las ICs que 

actúan como intermediarios.  

Como se ha señalado las ICs no existen como puntos aislados en las hiper-

superficies de energía potencial, mas bien, existe un espacio multidimensional donde los 

estados electrónicos están degenerados, “crossing seam”. Los métodos actuales de 

estructura electrónica para estudiar ICs utilizan algoritmos de optimización que localizan el 

punto de mínima energía en el crossing seam. Estos puntos de mínima energía se utilizan 

como referencia para evaluar la accesibilidad (en términos de energía) a las ICs desde 

distintos puntos de la SEP de un estado excitado. 

Para localizar y optimizar ICs de una manera eficiente, es necesario calcular el 

acoplamiento no adiabático (ecuación 1.23) así como el gradiente en la SEP del estado de 

interés. Actualmente, existen métodos de estructura electrónica que junto con técnicas para 

calcular gradientes analíticos permiten calcular de manera eficiente el acoplamiento no 

adiabático. Estas metodologías están implementadas en el programa de química cuántica 

computacional Columbus 5.9.2
9-10

 el cual se usó en el presente trabajo. 

La formulación matemática exacta de la metodología para optimizar ICs a través de 

los algoritmos que dispone el programa Columbus 5.9.2 va más allá del objetivo de este 

trabajo. Si se desea conocer más detalle se pueden consultar las referencias 
9-10,13-15

. A 

continuación se describen algunos conceptos particulares acerca de la optimización de 

intersecciones cónicas. 

Con el fin de optimizar una IC en el espacio de dimensión N
Int

-2, se deben calcular 

el gradiente con respecto a una coordenada nuclear x de la diferencia de energía E
J,x

 – E
I,x

 

entre dos estados J e I, y la derivada del elemento de matriz del acoplamiento con respecto 
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a la coordenada nuclear ⟨  |     |  ⟩. En la terminología del método de interacción de 

configuraciones H es la matriz de interacción de configuraciones en un conjunto dado de 

FCEs, c
I
 y c

J
 son los vectores del método de interacción de configuraciones. 

La evaluación del elemento de matriz de acoplamiento no adiabático entre los 

estados I y J 

        ⟨     |
 

   
     ⟩

 

                      

dentro del marco del método MR-CI ha sido descrita por Yarkoni, Lengsfield y Saxe
16

. El 

subíndice r en (1.33) denota integración sobre las coordenadas electrónicas. La función de 

onda               se define en términos de las FCEs i(r;R) como: 

        ∑  
           

 

                     

Los orbitales moleculares que se usan para construir las FCEs, i(r;R), se obtienen 

de un cálculo del tipo MCSSCF (p.ej., CASSCF). El elemento de matriz         se puede 

dividir en dos contribuciones (para más detalles ver Yarkoni et al
17

) 

            
           

                         

definiendo: 

   
        ⟨     |

 

   
      ⟩

   

                     

    
        ∑  

      
    ⟨       |

 

   
       ⟩

   

               

El subíndice CSF en la ecuación (1.36) indica un producto escalar en el espacio de 

FCEs. Dicho producto escalar implica una integración con respecto a las coordenadas 

electrónicas. El término    
       puede reescribirse

15,17
 de la forma: 

 ̂  
       ⟨     |     |     ⟩                           

con lo cual se obtiene el elemento de matriz de acoplamiento no adiabático entre los 
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estados I y J queda definido como: 

         [             ]    ̂  
          

                          

En la versión más simple de los algoritmos usados para optimizar intersecciones 

cónicas se minimiza la energía de uno de los estados involucrados bajo la restricción que la 

diferencia de energía entre los dos estados sea cero.
18

 Adicionalmente, algunas 

metodologías incluyen la restricción que el acoplamiento HIJ sea cero. Empezando la 

optimización de la IC en un punto R que no está en la intersección cónica, para obtener una 

IC se deben satisfacer las siguientes condiciones: 

                               

                               

donde          
        

    . g(R) y h(R) son los vectores unitarios del gradiente de la 

diferencia de energía y el gradiente del acoplamiento respectivamente. Cuando se usan los 

dos criterios de las ecuaciones 1.40 y 1.41 se minimiza siguiente Lagrangiano: 

                                                   

donde 1 y 2 son multiplicadores de Lagrange. Para buscar extremos del Lagrangiano de la 

ecuación (1.42) se establece la ecuación de Newton-Raphson: 

[
   
   
   

] [
  
   

   

]   [

  
      

      

]                        

Al resolver la ecuación (1.43) se obtiene una solución para   . Los elementos de 

matriz de H están dados por     
   

      
 y se usan las relaciones 

   

      
    y 

   

      
   . 

Para que exista una intersección cónica en R se debe cumplir: 

      𝝏                      

     𝝏                             
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De acuerdo con (1.44) y (1.45) 𝝏  debe ser ortogonal al espacio expandido por los 

vectores       y      para que la degeneración de los dos estados permanezca. Este 

espacio se conoce como el espacio de bifurcación (“branching space”) o espacio g-h y se 

caracteriza por que la degeneración se pierde de forma lineal en cualquiera de las dos 

direcciones definida por los vectores mencionados. Las coordenadas adaptadas para la 

intersección se definen a partir de los respectivos siguientes vectores unitarios:  

𝒙    ⁄  
𝛁    

 
                     

𝒚    ⁄  
𝛁(   )

 
                   

El método que hemos descrito se ha implementado usando los gradientes analíticos 

para funciones de onda MR-CI
13-15

 y se encuentra disponible en el programa de química 

cuántica computacional COLUMBUS 5.9.2.
9
 

Referencias 

 (1) Markovitsi, D.; Gustavsson, T.; Banyasz, A. Mut. Res-Rev. Mut. Res. 

2010, 704, 21-28. 

 (2) Ravanat, J.-L.; Douki, T.; Cadet, J. J. Photochem. Photobiol. B: 

2001, 63, 88-102. 

 (3) Valeur, B. Molecular fluorescence: principles and applications; 

Wiley-VCH, 2002. 

 (4) Gilbert, A.; Baggott, J. E. Essentials of molecular photochemistry; 

CRC Press, 1991. 

 (5) Avouris, P.; Gelbart, W. M.; El-Sayed, M. A. Chem. Rev. 1977, 77, 

793-833. 



Capitulo 1: Fundamentos Teóricos
 

 46
  

 (6) Jensen, F. Introduction to Computational Chemistry; John Wiley & 

Sons, 2006. 

 (7) Szabó, A.; Ostlund, N. S. Modern Quantum Chemistry: Introduction 

to Advanced Electronic Structure Theory; Dover Publ., 1989. 

 (8) Roos, B. O. Lecture notes in quantum chemistry; Springer-Verlag, 

1992. 

 (9) Lischka, H.; Müller, T.; Szalay, P. G.; Shavitt, I.; Pitzer, R. M.; 

Shepard, R. Wiley Interdiscip. Rev: Comput. Mol. Sci. 2011, 1, 191-199. 

 (10) Lischka, H.; Shepard, R.; Pitzer, R. M.; Shavitt, I.; Dallos, M.; 

Muller, T.; Szalay, P. G.; Seth, M.; Kedziora, G. S.; Yabushita, S.; Zhang, Z. Phys. Chem. 

Chem. Phys. 2001, 3, 664-673. 

 (11) Werner, H.-J.; Knowles, P. J. J. Chem. Phys. 1988, 89, 5803-5814. 

 (12) Matsika, S.; Krause, P. Annu. Rev. Phys. Chem. 2011, 62, 621-643. 

 (13) Dallos, M.; Lischka, H.; Shepard, R.; Yarkony, D. R.; Szalay, P. G. J. 

Chem. Phys. 2004, 120, 7330-7339. 

 (14) Lischka, H.; Dallos, M.; Shepard, R. Mol. Phys. 2002, 100, 1647-

1658. 

 (15) Lischka, H.; Dallos, M.; Szalay, P. G.; Yarkony, D. R.; Shepard, R. J. 

Chem. Phys. 2004, 120, 7322-7329. 

 (16) Saxe, P.; Lengsfield Iii, B. H.; Yarkony, D. R. Chem. Phys. Lett. 

1985, 113, 159-164. 

 (17) Lengsfield III, B. H.; Saxe, P.; Yarkony, D. R. J. Chem. Phys. 1984, 

81, 4549-4553. 



Capitulo 1: Fundamentos Teóricos
 

 47
  

 (18) Matsika, S. In Rev. Comput. Chem.; John Wiley & Sons, Inc.: 2007, 

p 83-124. 

 

 

 

  



Capitulo 1: Fundamentos Teóricos
 

 48
  

 

 

 



Capitulo 2: Parte Experimental 

 49
  

CAPÍTULO 2 

PARTE EXPERIMENTAL 

 

 

 

En este capítulo se desarrollan los siguientes temas: 

- Las metodologías usadas para la obtención de los espectros de absorción y emisión 

de fluorescencia (espectroscopia estacionaria).  

- El arreglo experimental usado en los experimentos de resolución temporal de 

fluorescencia por suma de frecuencias.  

- El tratamiento matemático de la señal de fluorescencia para obtener ajustes de 

decaimientos exponenciales.   

- Las propiedades más destacables de los compuestos estudiados así como la 

preparación de muestras. 

2.1 Espectroscopia estacionaria 

Los espectros de absorción se obtuvieron en celdas de cuarzo de 1 cm o 1 mm de 

paso óptico usando un espectrofotómetro Cary-50 (Varian) a temperatura ambiente (20 ± 1 

°C). Los espectros de emisión de fluorescencia se obtuvieron en celdas de cuarzo de 1 cm 

de paso óptico en un fluorimetro Cary-Eclipse (Varian) a temperatura ambiente. 
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2.2 Diseño experimental para la realización de experimentos de resolución temporal 

de fluorescencia por suma de frecuencias 

El propósito de un diseño experimental para medir el decaimiento de la señal 

fluorescencia (previa excitación de la muestra) es obtener una medida directa o indirecta de 

la señal de fluorescencia en función del tiempo. 

En el caso de la técnica de resolución temporal de fluorescencia por suma de 

frecuencias (conocida por su nombre en Inglés como “fluorescence up-conversion”) el 

objetivo es resolver el decaimiento de la señal de fluorescencia en sistemas donde este 

proceso ocurre en una escala temporal muy corta: de decenas de fs a algunas decenas de ps.  

En esta técnica el decaimiento de la señal de fluorescencia se mide de manera 

indirecta a través de la conversión de una de las componentes espectrales de la emisión a 

fotones con mayor energía. Esto se logra mediante un proceso de óptica no lineal donde 

interactúan los fotones de fluorescencia y los fotones de un pulso de luz láser con energía 

por fotón característica (pulso de prueba) como se explica en la sección 2.3.  

La importancia del desarrollo de la técnica de resolución temporal de la 

fluorescencia por suma de frecuencias radica en la escala temporal del tipo de eventos que 

se puede estudiar. Es bien sabido que la duración del evento físico que queremos medir 

define tanto el ancho temporal de los eventos individuales de medición como la separación 

temporal entre cada uno de dichos eventos. De esta forma, si sabemos que para las bases 

del ADN el tiempo de vida del estado excitado y por tanto el decaimiento de fluorescencia 

ocurre en menos de 1ps, es necesario que el ancho temporal de cada evento de medición 

ocurra en la escala temporal de fs.  

El uso de un pulso de excitación (o pulso de inicio para el evento de emisión de 

fluorescencia) del orden de 150 fs y un pulso de prueba (o pulso de compuerta) del mismo 
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orden de ancho temporal permite resolver de manera adecuada el decaimiento de 

fluorescencia de duración ultracorta (< 1ps). Es decir, la resolución temporal de la técnica 

esencialmente está limitada por el ancho temporal de los pulsos láser involucrados. 

El proceso de suma de frecuencias (usado para la resolución de la fluorescencia) 

ocurre solamente durante la duración del pulso de prueba, por lo cual la resolución 

temporal de la técnica es comparable al ancho temporal del mismo. Retrasando 

temporalmente el pulso de prueba con respecto al pulso de excitación usando una etapa 

mecánica es posible obtener un tipo de escáner óptico con resolución temporal.
1
 

Los principales elementos de la configuración experimental usada en la técnica de 

fluorescence up-conversion son:  

- Un sistema láser que genera pulsos de 700 nm a 900 nm con 150 fs de duración. 

- Las unidades ópticas de generación del segundo y tercer armónico del pulso de luz 

láser fundamental.  

- Una etapa de retraso óptico.  

- El sistema para contener la solución del compuesto a estudiar así como la celda de 

flujo.  

- El arreglo óptico para la colección de la fluorescencia, el cristal de óptica no lineal 

(beta borato de Bario, -BBO) donde se da la suma de frecuencias de una de las 

componentes espectrales de la fluorescencia con el pulso de prueba.  

- El sistema de detección y adquisición de la señal de suma de frecuencias.  

Los componentes nombrados y su organización se esquematizan en la Figura 

2.1.  
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Figura 2.1. Esquema general del experimento de resolución temporal de fluorescencia por 

suma de frecuencias. 

A continuación se describen los detalles de la técnica de up-conversion que se ha 

utilizado. La solución del compuesto de interés fluye a través de una celda de cuarzo de 1 

mm de camino óptico, para lo cual se utiliza una bomba de microflujo (MicroPump Cole-

Palmer). La muestra es excitada con el tercer armónico ( = 257 nm) del pulso láser 

proveniente de  un amplificador regenerativo de Ti:zafiro (LEGEND-F – COHERENT, 0 

= 770 nm, ancho temporal = 150 fs, frecuencia de repetición = 1/3 KHz).  El amplificador 

regenerativo es bombeado por un láser ORC 1000 y usa como haz semilla el pulso láser 

proveniente de un oscilador de Ti:zafiro (NJA-5 Clark Marx Corporation, ancho temporal = 

130 fs).  

El haz de excitación pasa a través de un modulador óptico antes de llegar a la celda 

de flujo, de esta forma la frecuencia del haz de excitación se reduce a 1/3 de la 

correspondiente a la salida del amplificador regenerativo (1 KHz).  

La emisión de fluorescencia es colectada con un par de espejos parabólicos y 

enfocada en un cristal BBO, donde se cruza con el pulso de prueba ( = 770 nm) para 

obtener la señal de suma de frecuencias. 
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El haz resultante de la suma de frecuencias es enfocado en un monocromador doble 

(ORIEL) y detectado con un tubo fotomultiplicador. Esta señal se amplifica usando un 

amplificador tipo “lock-in” (detección sensible a la fase, SR830 Stanford Research 

Systems).  

La resolución temporal de la emisión de fluorescencia se logra retrasando el pulso 

de compuerta con respecto al haz de excitación, cambiando el camino óptico que recorre el 

primero. Para el análisis posterior de los decaimientos de fluorescencia la función de 

respuesta del instrumento se considera gaussiana y es un parámetro variable (FWHM ~550 

fs) en todos los experimentos. 

En todos los casos se verificó que no existiera señal de suma de frecuencias en 

soluciones acuosas blanco a pH neutro, ácido y básico. A continuación vamos a describir de 

forma detallada cada una de las distintas componentes del arreglo experimental utilizado en 

esta tesis.  

2.2.1 Sistema de generación de pulsos láser de fs 

Este sistema consta de un oscilador láser de Ti:zafiro y un amplificador regenerativo 

como se esquematiza en la Figura 2.2, y permite obtener pulsos láser de duración de 

decenas de fs y aproximadamente 650 J de energía por pulso. 

 
Figura 2.2. Sistema de generación de pulsos láser de sub-fs 

La energía por pulso es amplificada a través de un amplificador regenerativo de 

pulsos ultracortos (LEGEND, Coherent Inc) usando como haz semilla el proveniente del 
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oscilador de Ti:zafiro pulsado a 1 MHz (NJA-5, Clark MXR) y como láser de bombeo 

(láser de bombeo 2) un láser Nd:YAG (ORC-100, Clark MXR) con doblado de frecuencia a 

través de un cristal de LBO (1 KHz, 527 nm).  

El bombeo para el oscilador de Ti:zafiro se realiza usando un láser continuo de 

Nd:YVO4 (Verdi, Coherent Inc) con doblado de frecuencia a través de un cristal LBO. Las 

características de los diferentes pulsos de luz involucrados en la generación de luz láser de 

800 nm de alta intensidad se muestran en la Figura 2.2 Los fundamentos de la generación 

de pulsos láser con duración de fs, la amplificación regenerativa así como otros conceptos 

relacionados con las propiedades de pulsos láser de duración ultracorta se detallan en el 

apéndice 2. 

2.2.2 Generación de segundo (2) y tercer (3) armónico del pulso de salida del 

amplificador regenerativo 

Dado que para generar los estados electrónicos excitados de baja energía de los 

sistemas de interés en este trabajo era necesario excitar con radiación UV entre 250 nm y 

270 nm los pulsos de radiación láser del sistema amplificado (0 = 770 nm, ancho temporal 

~150 fs, frecuencia de repetición = 1 KHz) debían ser convertidos a radiación láser de 

mayor energía por fotón.  

Este proceso se conoce como generación de segundo y tercer armónico del haz 

fundamental. Brevemente, consiste en obtener pulsos láser con el doble (2) y el triple 

(3) de la frecuencia del haz fundamental, a través de procesos de óptica no lineal. 

El diseño experimental para la generación del segundo y tercer armónico se 

esquematiza en la Figura 2.3. El haz proveniente del amplificador regenerativo se divide en 

dos partes a través de los divisores de haz: DH1 y DH2. Una de las fracciones (50%) del 
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haz inicial obtenida luego de que el haz pasa por DH2 se usa para la generación del 

segundo armónico.Esto se logra haciendo interactuar el haz fundamental con un cristal de 

-borato de Bario (-BB0 1), con lo cual se genera un haz láser de 385 nm con polarización 

vertical (paralela al eje z de la Figura 2.3). En el esquema mostrado en la Figura 2.3, el eje 

de ajuste de fases para el -BBO 1 corresponde al eje y. 

 
Figura 2.3. Generación del segundo y tercer armónico del pulso láser fundamental 

proveniente del amplificador regenerativo. 

 

La segunda fracción (50%) obtenida a partir de DH2 cambia de polarización luego 

de pasar por un retardador de fases /2. La generación del tercer armónico ocurre por la 

interacción de una fracción del haz fundamental con el haz del segundo armónico en el 

cristal de -BBO 2. La suma de frecuencias de los haces que viajan colinealmente genera el 

tercer armónico (257 nm) del haz fundamental. El eje de ajuste de fases para que ocurra la 
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suma de frecuencias en el cristal de -BBO 2 corresponde al eje z, como se esquematiza en 

la Figura 2.3. El haz láser de 3 obtenido tiene polarización horizontal (en el plano x-y de 

la Figura 2.3). 

Para compensar la dispersión temporal del haz del tercer armónico se usa un par de 

prismas. Adicionalmente, el primer prisma con el que interactúa el haz láser del tercer 

armónico permite separar los remanentes del haz fundamental y el haz de segundo 

armónico. 

La frecuencia de pulsación del haz del tercer armónico se modifica a 1/3 KHz 

usando un modulador óptico (“optical chopper”). Asimismo, la polarización del haz de 

excitación (3, 257 nm) puede modificarse entre horizontal y vertical usando un retardador 

de fases /2. 

En la Figura 2.4 se muestra la secuencia de pulsos usada en nuestros experimentos 

de resolución temporal de la fluorescencia por suma de frecuencias (up-conversion). 

 
Figura 2.4. Secuencia de pulsos con los respectivos tiempos para los eventos de excitación 

(tren de pulsos violeta), detección (pulso de compuerta, línea punteada roja) y decaimiento 

de fluorescencia (línea verde), t es el tiempo de retardo entre el pulso de excitación y el 

pulso de compuerta. La figura no está a escala. 

 

2.3 Suma de frecuencias para la resolución de la fluorescencia 

En la técnica de fluorescence up-conversion la señal de fluorescencia no es 

detectada directamente, sino que una de las componentes espectrales de la emisión de 
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fluorescencia se suma con el pulso de prueba (ver Figura 2.5). La señal de suma de 

frecuencias es la señal que posteriormente es detectada y amplificada. 

La suma de frecuencias se da a través de un cristal de -BBO como se muestra en la 

Figura 2.5. El pulso de prueba con polarización vertical se suma a una de las componentes 

espectrales de la emisión de fluorescencia. El ángulo de ajuste de fases para el cual se da la 

suma de frecuencias para una componente espectral (específica de la fluorescencia) con el 

pulso de prueba se ajusta rotando el cristal alrededor del eje z en el esquema presentado en 

la Figura 2.5 B.  

La longitud de onda correspondiente al haz de suma de frecuencias se puede 

calcular mediante la ecuación: suma de Frecuencias = (pulso de pruebacomponente espectral)/ (pulso de 

prueba + componente espectral). La dirección para el vector de onda  ⃗  del haz de suma de 

frecuencias se considera como la correspondiente a la suma de los vectores de onda de la 

emisión de fluorescencia y el haz de prueba, como se muestra en la Figura 2.5 B. 

 
Figura 2.5. A) Experimento de resolución temporal de la fluorescencia usando la señal de 

suma de frecuencias o experimento de up-conversion. B) Suma vectorial de la fluorescencia 

y el haz de prueba. 
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Para ilustrar el proceso de suma de frecuencias, considérese dos pulsos láser con 

frecuencias angulares    y    con sus respectivos vectores de onda  ⃗   y  ⃗  . Para que 

ocurra la generación de un pulso láser de suma de frecuencias (  ,  ⃗  ) se debe cumplir: 

                          

 ⃗     ⃗    ⃗                       

La condición establecida en la ecuación (2.2) se conoce como condición de ajuste 

de fases y sólo se puede cumplir usando un material birrefrigente en el cual el índice de 

refracción que experimenta una onda electromagnética depende de la dirección de 

propagación en el material y la polarización de la misma. En un cristal anisotrópico 

uniaxial negativo (e. g., el cristal de -BBO) el índice de refracción (nz) que experimenta 

una onda electromagnética propagándose en uno de los ejes del cristal conocido como eje 

extraordinario (nz = ne) es menor que el índice de refracción en los otros dos ejes (ny = nx = 

no) llamados ejes ordinarios. 

 

Figura 2.6. Orientación de los vectores de onda para las señales de fluorescencia ( ⃗  ), 

pulso de prueba  ⃗   y suma de frecuencias  ⃗   . 

Una característica de la interacción de tres ondas electromagnéticas con distintas 

frecuencias, en materiales de óptica no lineal, es que dos de ellas están polarizadas en el 

mismo plano y una tercera estará polarizada en un plano perpendicular. En el ajuste de 

fases tipo I (como en el caso del cristal de -BBO) y en el caso particular para la suma de 

frecuencias para resolver la señal de fluorescencia se obtiene la ecuación vectorial: 
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 ⃗  
 
   ⃗  

 
  ⃗   

 
                    

La condición de ajuste de fases para haces no colineales (con polarización en el eje 

ordinario del cristal) se deriva a partir del esquema de la Figura 2.6 y está dada de acuerdo 

a la ley del coseno por la siguiente ecuación escalar: 

   
  

   
  

   
      

   
                          

donde los superíndices o y e indican polarización en el eje ordinario y extraordinario del 

cristal respectivamente.  

La magnitud de los vectores de onda   
  (con i = f o p) se puede calcular a partir de 

la expresión:  

  
  

         

 
                     

donde    es la frecuencia angular, c es la velocidad de la luz y el índice de refracción en el 

eje ordinario (  ) para cualquiera de los haces de fluorescencia (f) o el pulso de prueba (p), 

se calcula a través de la ecuación de Sellmeier para el -BBO: 

                     
       

            
                               

siendo la longitud de onda del haz correspondiente. 

Una vez determinado    
  mediante la ecuación (2.4) se calcula el valor del índice de 

refracción en el eje extraordinario correspondiente para el haz de suma de frecuencias: 

   
  

   
   

   
               

y usando la ecuación paramétrica se calcula el valor del ángulo de ajuste de fases  

correspondiente al índice de refracción de (2.7) mediante: 

   
 

 
      (√

   
  

    
  

    

  
    

  )                  

Los valores necesarios para obtener  mediante la expresión (2.8) se calculan 

usando la ecuación de Sellmeier para determinar el índice de refracción en el eje ordinario 
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(2.6) a la longitud de onda de la suma de frecuencias (   
 ) y para el índice de refracción en 

el eje extraordinario de la longitud de onda correspondiente a la suma de frecuencias (    

 ).  

                     
       

            
                            

El ángulo de ajuste de fases  entre el eje óptico del cristal y el vector de onda del 

haz de suma de frecuencias ( ⃗   ) se determina así a partir de las ecuaciones (2.3) a (2.9). 

En la Figura 2.7 se muestra el ángulo de ajuste de fases en función de la longitud de 

onda de fluorescencia para dos valores distintos de   y una longitud de onda del pulso de 

prueba, p = 800 nm. 

 
Figura 2.7. Ángulo de ajuste de fases  en función de la longitud de onda de fluorescencia 

para un ángulo entre el haz de fluorescencia y el haz de prueba () de  = 2° (línea solida) y 

 = 10° (línea punteada); p = 800 nm. 

La resolución temporal del decaimiento de fluorescencia en el experimento de up-

conversion se logra obteniendo la señal de suma de frecuencias para distintos tiempos de 

retardo del pulso de prueba respecto al pulso de excitación. El tiempo de retardo se puede 

cambiar a través de cambiar el camino óptico que recorre el pulso de prueba respecto al 

camino óptico que recorre el pulso de excitación (ver etapa de retraso en la Figura 2.5 A). 

Cuando estas dos distancias son iguales se considera t = 0, si el pulso de prueba recorre un 

camino óptico más largo que el pulso de excitación se considera t > 0.  

La señal que se obtiene del decaimiento de la señal de suma de frecuencias (que es 

proporcional al decaimiento de fluorescencia) es la convolución de tres señales: el pulso de 
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excitación, el decaimiento de fluorescencia y el pulso de prueba, como se esquematiza en la 

Figura 2.8 

Figura 2.8. Decaimiento de fluorescencia y convolución de señales en el experimento de 

up-conversion. 

2.3.1 Polarización de los pulsos de excitación y de prueba, anisotropía de la 

fluorescencia
2
 

En las Figuras 2.3 y 2.5 se puede observar que existen dos configuraciones para la 

polarización de los pulsos de excitación y prueba. La primera corresponde al pulso de 

excitación y el pulso de prueba ambos con polarización vertical, la intensidad de la señal de 

suma de frecuencias obtenida con esta configuración se denomina como IVV. Una segunda 

configuración corresponde a los pulsos de excitación y prueba con polarizaciones 

horizontal y vertical respectivamente (la polarización del haz de excitación puede ser 

cambiada usando un retardador de fases /2, ver Figura 2.3). La intensidad de la señal de 

suma de frecuencias obtenida con este segundo esquema se denomina como IHV. 

La anisotropía de la fluorescencia se define en el experimento de up-conversion 

como:  

  
       

  
 

       

        
                          

siendo IT la intensidad total de la señal de suma de frecuencias. Es posible obtener una 

expresión para la anisotropía de fluorescencia a partir del momento dipolar de transición 

para la absorción            , y el ángulo que forma este vector con los ejes de polarización 
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del pulso de excitación (y o z para la polarización horizontal y vertical respectivamente)  y 

  como se esquematiza en la Figura 2.9. 

 
Figura 2.9. Esquemas de polarización del pulso de excitación y el pulso de prueba. H, 

polarización horizontal; V, polarización vertical; IVV, intensidad de la señal de suma de 

frecuencias para la configuración del pulso de excitación y de prueba ambos con 

polarización vertical; IHV, intensidad de la señal de suma de frecuencias para la 

configuración del pulso de excitación con polarización horizontal y el pulso de prueba con 

polarización vertical. La configuración donde la polarización del pulso de excitación y el 

pulso de prueba forman un ángulo  = 54.7° se conoce como ángulo mágico. 

Dado que IVV cos
2 e IHV sen

2 sen
2, la contribución correspondiente para IHV se 

promedia sobre  (de 0°a 90°) con lo cual IHV 1/2 sen
2. Usando estas expresiones para IVV 

e IHV y reemplazando en (2.10) obtenemos para la anisotropía: 
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En la expresión 2.11cuando  = 54.7°, r = 0, y por ello este valor particular del 

ángulo  se conoce como ángulo mágico. Ahora bien, se puede lograr que las 

contribuciones IVV e IHV sean iguales en un único experimento, cuando el pulso de 

excitación está polarizado linealmente y su vector de polarización forma un ángulo de 54.7° 

(ángulo mágico) con respecto al vector de polarización del pulso de prueba, que en nuestro 

caso consideramos esta polarizado verticalmente, como se esquematiza en la parte baja de 

la Figura 2.9.  

En este caso último caso, la intensidad de la señal de suma de frecuencias medida es 

directamente proporcional a la intensidad total de la señal (IT) y se suprimen los efectos de 

polarización. Finalmente, también se puede estimar la intensidad total de la señal haciendo 

experimentos independientes para determinar IVV e IHV y utilizar la expresión IT = IVV + 

2IHV. 

2.4 Detección de la señal de suma de frecuencias y amplificación 

La detección de la señal de suma de frecuencias se logra enfocando el haz y 

seleccionando en el monocromador la longitud de onda respectiva. La señal se detecta 

usando un tubo fotomultiplicador y es amplificada usando un amplificador tipo lock-in.
3-5

 

Lo anterior se esquematiza en la Figura 2.10.  

 
Figura 2.10. Detección, amplificación y adquisición de la señal de suma de frecuencias en 

el experimento de up-conversion. 
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2.4.1 Amplificador lock-in
3-5

 

Un amplificador tipo lock-in se usa para medir señales de una amplitud pequeña, 

incluso si dicha señal presenta un nivel de ruido considerable. La señal se detecta usando la 

técnica conocida como detección sensible a la fase. Básicamente, la señal se extrae como 

una única componente con una frecuencia de referencia y fase específicas. Las señales que 

forman el ruido y tienen frecuencias diferentes de la frecuencia de referencia se ignoran y 

no afectan la medida. 

En el caso particular del experimento de up-conversion el pulso de excitación tiene 

una frecuencia de pulsación fija (1/3 KHz) y la señal que se detecta en el lock-in es la 

respuesta de un experimento a la frecuencia de pulsación fija. En el diagrama mostrado en 

la Figura 2.11 se ejemplifica la señal de referencia como una onda cuadrada con frecuencia 

r. Considerando que la excitación en el experimento se da de forma pulsada. La señal de 

respuesta estará dada por: VSeñalsen(rt + Señal). El amplificador lock-in genera su propia 

función sinusoidal (referencia lock-in en la Figura 2.11): VL-isen(L-it + Ref) 

 
Figura 2.11. Ejemplo de las señales usadas en un amplificador lock-in. 

La señal es amplificada y multiplicada por la función seno de la referencia lock-in 

usando un detector o multiplicador de la señal sensible a la fase. La señal de salida del 

detector será el producto de dos funciones seno:  
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VDetector = VSeñalVL-isen(rt + Señal)sen(L-it + Ref) 

VDetector = ½VSeñalVL-icos([r - L-i]t + Señal - Ref) – ½VSeñalVL-icos([r + L-i]t + 

Señal + Ref). 

La señal de salida del detector son dos funciones que oscilan a la diferencia de las 

frecuencias (r - L-i) y la suma de las frecuencias (r + L-i). Si se cumple que r = L-i y 

se remueve de la señal la componente de corriente alterna a la frecuencia (r + L-i), 

usando un filtro electrónico de paso bajo lo que queda es una señal de corriente directa: 

          
 

 
             (           )        

Esta señal de salida del detector es muy apropiada ya que es proporcional a la 

amplitud de la señal que se desea medir. 

2.5 Tratamiento matemático de las señales obtenidas en experimentos de resolución de 

fluorescencia por suma de frecuencias 

El decaimiento de la señal de suma de frecuencias, que es una medida del 

decaimiento de la fluorescencia, típicamente tiene la forma mostrada al lado derecho de la 

Figura 2.8. Esto corresponde a la convolución de tres funciones dependientes del tiempo: el 

pulso de excitación, el decaimiento de la fluorescencia y el pulso de prueba.  

El pulso de excitación y el pulso de prueba se consideran funciones gaussianas y el 

decaimiento de fluorescencia se asume como una o la combinación lineal de funciones 

exponenciales representadas por   
    

 . La intensidad de la señal convolucionada (Iseñal(tr)) 

en función de la intensidad de los pulsos gaussianos de excitación y de prueba, Iexc y Ip 

respectivamente, está dada por: 

            ∫ {∫          
   

    

           }    
    
    

   

    

        

donde t´ y tr son las variables auxiliares para la convolución. 
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La convolución de las señales gaussianas del pulso de excitación y el pulso de 

prueba representada por la integral entre llaves de la expresión (2.13) es otra función 

gaussiana conocida como la señal de correlación cruzada Icc(t) expresada como: 

        
  

    
 
          

donde    
  se define a través de:  

   
   

        

    
         

FWHMcc es el ancho a la mitad de la altura máxima de la función de respuesta instrumental 

que se considera gaussiana y se obtiene experimentalmente. 

Mediante un método de ajuste no lineal de mínimos cuadrados (algoritmo de 

Marquardt-Levenberg) implementado en un software creado para este propósito es posible 

ajustar los datos obtenidos experimentalmente a la suma de decaimientos exponenciales 

convolucionados con la función de respuesta instrumental del experimento. 

El método trata de minimizar la función   : 

           ∑[               ] 
 

   

        

a, b y n son los parámetros variacionales que minimizan la función 2
, xi y yi corresponden 

a los datos experimentales a ajustar: las constantes de decaimientoen (2.13), FWHMcc en 

la ecuación (2.15) como parámetro de ajuste de la función de respuesta instrumental. 

2.6 Materiales  

Los compuestos hipoxantina (HPX), inosina (INS) y alopurinol ribósido (AL-R) se 

obtuvieron comercialmente (Sigma-Aldrich y Berry & Associates, Inc) con una pureza 

>99% y se usaron sin realizar procesos de purificación adicionales. Las soluciones acuosas 

se prepararon disolviendo los compuestos en agua desionizada ultrapura obtenida en un 

sistema de purificación MILLIPORE (Milli-Q).  



Capitulo 2: Parte Experimental 

 67
  

El pH de las soluciones para el estudio de las especies monoprotonadas y 

monodesprotonadas se ajustó usando soluciones acuosas de HCl o NaOH respectivamente. 

Para los experimentos de resolución temporal la concentración de las soluciones era tal que 

se obtuviera una absorbancia de ~1 a la longitud de onda de excitación (257 nm o 266nm) 

en un celda de cuarzo de 1 mm de paso óptico.  

Para la obtención de los espectros de emisión de fluorescencia, se prepararon las 

soluciones de manera tal que la absorbancia fuera menor o igual a 0.05 a la longitud de 

onda de excitación (250 nm – 266 nm).  

Los valores de pKa de la HPX siendo la especie monoprotonada la especie más 

ácida son 2.044, 8.643 y 11.550.
6
 De esta forma, en una solución acuosa de pH = 1 

predomina la especie monoprotonada (92%), en la solución acuosa de pH = 10 predomina 

la especie monodesprotonada (93%) y en la solución acuosa de pH = 5 predomina la 

especie neutra (100 %). Esto se resume en el diagrama de predominio de especies para 

HPX presentado en la Figura 2.12. 

 
Figura 2.12. Diagrama de predominio de especies en función del pH para hipoxantina. 

HPX
2-

, fracción total de especie doblemente desprotonada; HPX
-
, fracción total de especie 

monodesprotonada; HPX, fracción total de especie neutra; HPX
+
, fracción total de especie 

monoprotonada. 
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Para la INS los valores de pKa reportados en la literatura son: 0.97, 8.50 y 11.65.
7-8

 

Para estudiar la especie monoprotonada se preparó una solución de INS en HCl 1N (pH 

~0). En esta solución predomina la especie monoprotonada (~90%) con una contribución 

pequeña de la especie neutra. La especie neutra se estudió usando una solución acuosa 

neutra (pH = 6, predominio >99%) y la especie monodesprotonada se estudió usando una 

solución básica (pH = 10) donde hay un predominio del 95% de ésta. El diagrama de 

predominio de especies para INS se muestra en la Figura 2.13. 

 
Figura 2.13. Diagrama de predominio de especies en función del pH para inosina. INS

2-
, 

fracción total de especie doblemente desprotonada; INS
-
, fracción total de especie 

monodesprotonada; INS, fracción total de especie neutra; INS
+
, fracción total de especie 

monoprotonada. 

El alopurinol ribósido se estudió en solución acuosa neutra, donde es conocido que 

existe como una sola especie tautomérica.
9
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CAPÍTULO 3 

MÉTODOS COMPUTACIONALES 

 

 

 

En este capítulo se describen los aspectos técnicos de los métodos teórico-

computacionales usados para estudiar la fotofísica de los sistemas de interés del presente 

trabajo. El primer paso fue la optimización de geometría en la superficie de energía 

potencial del estado basal para posteriormente calcular las energías de transición vertical. 

La segunda parte fue explorar la superficie de energía potencial del primer estado excitado 

con el fin de encontrar mínimos globales así como cruces con la superficie de energía 

potencial del estado basal (ICs S1-S0). 

3.1 Cálculo de las energías de transición vertical en la geometría optimizada del 

estado basal 

La optimización de geometría en el estado basal se realizó al nivel de teoría MP2 

(“second order Møller-Plesset perturbation theory”) usando el conjunto de funciones base 

cc-pvdz de Dunning (“correlation-consistent double-ζ plus polarization”) y restringida a 

simetría Cs (mínimo de energía con geometría plana verificado por el cálculo de 

frecuencias). 

El uso del conjunto base cc-pvdz se justifica a partir del hecho que los resultados 

obtenidos con este conjunto en el estudio de la fotofísica de las bases pirimidínicas citosina, 

timina y uracilo usando métodos MR-CI,
1-5

 son consistentes con los que se han obtenido 
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usando otras metodologías multi-configuracionales empleando conjuntos base mas 

extensos.
4-7

 

Las energías de excitación vertical y las fuerzas de oscilador respectivas se 

calcularon al nivel de teoría SA-CASSCF (“state average complete active space self 

consistent field”) usando un espacio activo de 18 electrones en 13 orbitales moleculares 

activos (18,13) y el conjunto de funciones base 6-31G+(d). Se promediaron cuatro estados 

singulete con representación A´ (el estado basal y tres estados excitados) y cuatro estados 

excitados singulete con representación A´´. Las energías de excitación vertical se 

corrigieron al nivel de teoría MR-MP2 (“multi-reference MP2”), 
8-9

 usando como función 

de onda de referencia la obtenida con la metodología SA-4-CASSCF/6-31G+(d) 

En todos los sistemas estudiados el espacio activo estaba constituido de tres 

orbitales moleculares correspondientes a los pares de electrones no enlazantes (uno del 

átomo de oxígeno y dos de los átomos de nitrógeno) y 10 orbitales moleculares seis 

orbitales  y cuatro orbitales *). 

El nivel de teoría empleado en este trabajo para el cálculo de las energías de 

transición vertical y las fuerzas de oscilador se ha usado de forma extensa y exitosamente 

en el estudio de los estados excitados de sistemas purínicos.
10-13

 Los cálculos descritos en 

esta sección se realizaron con el paquete computacional GAMESS,
14

 y para la visualización 

de los orbitales moleculares se usó la interfaz gráfica Macmolplt.
15

  

3.2 Optimización de geometría para el estado S1 y cálculo de intersecciones cónicas S1-

S0 

Las energías de los estados S1 y S0 se calcularon al nivel de teoría MR-CIS (“multi-

reference configuration interaction with single excitations”) usando como referencia una 
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función de onda SA-CASSCF. El espacio activo de la función de onda de referencia 

CASSCF se conformó de 12 electrones en 9 orbitales moleculares activos (12,9). Se utilizó 

el conjunto de funciones base de Dunning cc-pvdz, y el promedio de estados se realizó 

sobre cuatro estados (el estado basal, dos estados -* y un estado n-*). 

El cálculo de las energías de excitación al nivel de teoría MR-CIS/SA-

CASSCF(12,9)/cc-pvdz incluye menos correlación electrónica que el nivel de teoría MR-

MP2/SA-CASSCF(18,13)/6-31G+(d), fundamentalmente por el hecho que el espacio activo 

usado en el primer nivel de teoría es de menor dimensión que el empleado en el segundo 

nivel de teoría. Sin embargo, se ha observado que la reducción en el nivel de teoría para la 

optimización del estado S1 y la búsqueda de ICs S1-S0 es apropiada y no presenta errores 

sistemáticos.
16

 

Con el fin de verificar que no existieran cambios en el orden del carácter del estado 

excitado S1, se compararon los resultados obtenidos para las energías de transición vertical 

(geometría optimizada del estado basal) al nivel de teoría MR-CIS y MR-MP2. En los dos 

casos el estado S1 correspondió al estado -* de más baja energía. 

El mínimo en la superficie de energía potencial del estado S1 y el mínimo en la 

intersección cónica, MXS (“mínimum on the crossing seam”) fueron calculados a través de 

algoritmos de gradiente restringido usando las derivadas analíticas de la función de onda 

MR-CIS. Dicha metodología está implementada en el paquete de química cuántica 

computacional COLUMBUS 5.9.2,
17

 y ha demostrado ser adecuada para la optimización de 

ICs y la búsqueda de puntos estacionarios en las superficies de energía potencial de los 

estados excitados en las bases del ADN y sistemas análogos.
2-3,10,18
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Tanto la optimización del estado excitado (búsqueda del mínimo en la SEP) como la 

optimización de la IC, se hicieron sin restricciones de simetría a la geometría de la 

molécula. La existencia de estos puntos particulares en las SEPs así como sus energías 

relativas nos permitieron establecer un mecanismo para la fotofísica ultrarrápida de los 

sistemas estudiados. 
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CAPÍTULO 4 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

 

Antes de discutir los resultados experimentales y teóricos es conveniente presentar 

las estructuras químicas predominantes de los compuestos estudiados en solución acuosa a 

distinto valor de pH. Los compuestos estudiados en este trabajo pueden ser considerados 

variantes de las bases nitrogenadas guanina y adenina. En la Figura 4.1 se muestran las 

estructuras predominantes para cada compuesto en sus formas neutra, monoprotonada y 

monodesprotonada. Las estructuras mostradas en la Figura 4.1 han sido determinadas por 

estudios de espectroscopia Raman, UV-Vis y resonancia magnética nuclear, (RMN, 
1
H y 

13
C), así como estudios teóricos.

1-14
 

Para la HPX neutra (solución acuosa de pH = 5) se considera que el tautómero ceto-

N9-H es el que predomina, sin embargo el tautómero ceto-N7-H puede estar presente en 

una concentración significativa. Los datos estimados para la relación de población de los 

dos tautómeros en solución acuosa difieren de forma sustancial, tanto los valores estimados 

experimentalmente como por cálculos de química computacional. 

Por lo anterior, no hay consenso en el valor de la concentración de cada tautómero 

en solución acuosa a temperatura ambiente y aún no existe una medida precisa y confiable 

de dichas cantidades.
5,8-9,15-16

 Por otra parte, existe un estudio reciente donde se determinó 

de manera exacta la población de cada tautómero de HPX en metanol-D4 a 204 K usando 



Capitulo 4: Resultados y Discusión
 

78 

RMN (
1
H y 

13
C), siendo estas 54% para el tautómero ceto-N7-H y 46% para el tautómero 

ceto-N9-H, a 303 K dichos valores corresponden a 53% y 47% respectivamente.
17

 

 
Figura 4.1. Estructuras químicas de las especies estudiadas en este trabajo así como las 

bases purínicas adenina y guanina. 

 

Las respectivas especies monoprotonada (HPX
+
), y monodesprotonada (HPX

-
) para 

HPX han sido establecidas en las referencias 2 y 6, usando espectroscopia UV-Vis y RMN 

(
1
H y 

13
C) y cálculos de teoría de funcionales de la densidad.

18-20
 Dado que el equilibrio 

prototrópico para la HPX neutra se da entre las posiciones N7 y N9 parece lógico suponer 

que los sitios más lábiles para la protonación y desprotonación son precisamente estos 

mismos.  
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Incluso, Sun y Lee
5
 predicen las posiciones N9 y N7 como las más ácidas para los 

tautómeros ceto-N9-H y ceto-N7-H respectivamente. Los resultados de estos autores 

también indican Estos autores también indican que el tautómero ceto-N9-H es el más 

estable (estructura canónica), en el cual la posición más básica (mayor afinidad protónica) 

es N7.  

Estudios de espectroscopia Raman,
3
 y espectroscopia de infrarrojo y UV-Vis

4
 han 

determinado que la única especie tautomérica de la INS presente en solución acuosa es la 

mostrada en la Figura 4.1. La especie monodesprotonada de INS ha sido propuesta también 

en la referencia 4. 

El estudio realizado por Bergmann et al.
14

 sugiere que el alopurinol ribósido (AL-R) 

existe en una sola forma tautomérica (la ceto-N5-H mostrada en la Figura 4.1), la cual se 

determinó a través de estudios de RMN (
13

C). 

El alopurinol neutro en solución acuosa presenta al menos dos especies tautoméricas 

predominantes, mostradas en la Figura 4.2.
14,22-23

 La población de cada uno de los 

tautómeros no se ha determinado de forma exacta, aún cuando se han hecho algunas 

aproximaciones teóricas y experimentales (RMN 
13

C y espectroscopia UV-Vis) para medir 

estas cantidades.
14,24-25

  

 
Figura 4.2. Estructuras de los tautómeros más estables de alopurinol en solución acuosa. 

La fotofísica de estas especies neutras de alopurinol en solución acuosa ya ha sido 

estudiada en nuestro grupo de investigación
21

 y es bastante más compleja que la de HPX 

neutra en solución acuosa donde también coexisten dos tautómeros en solución. En la 
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presente tesis se estudió el AL-R en solución acuosa dado que esto elimina la complejidad 

relacionada al tratar con mezclas tautoméricas. 

A continuación, se describen y discuten los resultados obtenidos a través de 

espectroscopia estacionaria (espectros de absorción y emisión) de los sistemas de interés, 

así como los cálculos computacionales para las transiciones verticales (en la geometría 

optimizada para el estado S0).  

4.1 Espectroscopia estacionaria de hipoxantina y resultados computacionales para la 

geometría optimizada del estado basal 

4.1.1 Espectros de absorción y energías de transición vertical 

En la Figura 4.3 se muestran los espectros de absorción de las especies neutra, 

monoprotonada y monodesprotonada de HPX en metanol, así como en solución acuosa a 

distintos valores de pH. 

 
Figura 4.3. Espectros de absorción de hipoxantina en metanol y en solución acuosa a 

distintos valores de pH. 

 

Los tautómeros neutros de hipoxantina (ceto-N9-H y ceto-N7-H) presentan una sola 

banda principal de absorción centrada en ~250 nm, tanto en solución acuosa (pH = 5) como 

en metanol (ver Figura 4.3). En solución acuosa es probable que la banda de absorción 
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principal esté formada por dos transiciones -* para cada uno de los tautómeros, como 

explicaremos a continuación.  

Para los dos tautómeros que predominan en solución acuosa las primeras 

transiciones -* son bastante cercanas en energía, como se ha mostrado a través de 

estudios teóricos de teoría de funcionales de la densidad.
11,26

 Asimismo, en el presente 

trabajo estas transiciones también son calculadas usando métodos ab initio multi-

referenciados.  

El máximo en la banda de absorción principal de la especie monoprotonada de HPX 

presenta un pequeño desplazamiento (< 2 nm) hacia el azul (menor longitud de onda) 

respecto a la especie neutra, en tanto que para la especie monodesprotonada de HPX el 

desplazamiento es más apreciable (~10 nm) y hacia el rojo (mayores longitudes de onda) 

respecto a la especie neutra. 

Las energías de transición vertical así como las fuerzas de oscilador para las 

transiciones con carácter -*, S0 (
1
A´) → Sn (

1
A´), y las transiciones con carácter n-*, S0 

(
1
A´) → Sn (

1
A´´), con n ≥1 se muestran en la Tabla 4.1. 

Tabla 4.1. Energías de transición verticales (eV) calculadas al nivel de teoría MR-MP2 y 

fuerzas de oscilador calculadas al nivel de teoría CASSCF (18,13) para los primeros tres 

estados excitados A´ y A´´ de los tautómeros neutros de hipoxantina.
a,b 

Sistema 2 1A´ 3 1A´ 4 1A´ 1 1A´´ 2 1A´´ 3 1A´´ 

HPX-ceto-N9-H 
4.485 

(0.146) 
5.442 

(0.029) 
6.103 

(0.001) 
5.252 5.282 5.446 

HPX-ceto-N7-H 
4.637 

(0.101) 
5.252 

(0.026) 
6.225 

(0.192) 
4.876 5.146 6.056 

a
Para la 9-metil-hipoxantina las energías de transición vertical reportadas son 4.41 eV, 5.18 

eV, 6.04 eV y 6.42 eV en fase gaseosa y 4.59 eV, 4.77 eV, 4.98 eV y 6.2 eV en solución 

acuosa a pH 6.1.
27

 El máximo en el espectro de absorción de hipoxantina en solución 

acuosa de pH = 5 es 4.98 eV (reportado en este trabajo). 
b
Las fuerzas de oscilador aparecen 

en paréntesis. 
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Los resultados de la Tabla 4.1 confirman que cada tautómero de HPX tiene dos 

transiciones -* de baja energía con una fuerza de oscilador significativa que deben ser las 

responsables de la banda de absorción centrada en 250 nm (4.98 eV). Como se mostrará 

más adelante, el cálculo de las energías de transición vertical es esencial para describir la 

fotofísica observada para HPX en metanol, dado que en este disolvente, como ya se 

comentó, los dos tautómeros están presentes aproximadamente en la misma proporción. 

En la Tabla 4.2 se muestran los resultados de las energías de transición vertical para 

las especies monoprotonada y monodesprotonada de HPX calculadas de la misma manera 

como se ha descrito para los tautómeros neutros de HPX. 

Tabla 4.2. Energías de transición vertical (en eV) calculadas al nivel de teoría MR-MP2 y 

fuerzas de oscilador calculadas al nivel de teoría CASSCF (18,13) para los tres primeros 

estados excitados A´ y A´´ de las especies monoprotonada y monodesprotonada de 

hipoxantina.
a,b 

Sistema 2 1A´ 3 1A´ 4 1A´ 1 1A´´ 2 1A´´ 3 1A´´ 

HPX
+ 

4.520 
(0.049) 

4.678 
(0.244) 

5.927 
(0.001) 

4.616 5.334 5.756 

HPX- 
5.039 

(0.031) 
5.222 

(0.123) 
5.609 

(0.024) 
4.910 4.915 5.057 

a
El máximo en el espectro de absorción en solución acuosa de pH = 1 (hipoxantina 

monoprotonada) y pH = 10 (hipoxantina monodesprotonada) es 5.00 eV y 4.80 eV 

(reportados en este trabajo). 
b
Las fuerzas de oscilador aparecen en paréntesis. 

 

Para la especie monodesprotonada de HPX los cálculos de las transiciones verticales 

al nivel de teoría MR-MP2 predicen que la transición de más baja energía (S0 → 2 
1
A´) 

tiene carácter -*. Esta transición junto con la siguiente del mismo tipo (S0 → 3 
1
A´), 

sustentan la banda de absorción alrededor de 250 nm observada para la especie 

monoprotonada de HPX en solución acuosa (ver Figura 4.3). 

Por otra parte, las dos primeras transiciones de más baja energía para la especie 

monodesprotonada de HPX reportadas en la Tabla 4.2 son de tipo n-* (S0 → 1 
1
A´´ y S0 
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→ 2 
1
A´´) y las transiciones -* que dan origen a la banda de absorción se localizan a 

energías mayores. Este ordenamiento de las transiciones puede explicar el corrimiento del 

espectro de hipoxantina monodesprotonada (pH = 10) hacia el rojo, comparado con las 

especies neutras y monoprotonada (ver Figura 4.3). 

Es importante destacar que nuestro trabajo es el primero en reportar las energías de 

transición vertical para el tautómero ceto-N7-H, la especie monoprotonada y la especie 

monodesprotonada de HPX usando una metodología ab-initio de alto nivel (MR-MP2). 

4.1.2 Análisis de los estados -* en las especies neutras, monoprotonada y 

monodesprotonada de hipoxantina 

Los estados electrónicos -*, que pertenecen a la representación A´ en el grupo de 

simetría Cs pueden ser etiquetados adicionalmente con la nomenclatura propuesta por Platt 

que típicamente se aplica a moléculas asimétricas. Es común que los dos estados -* de 

más baja energía que pertenecen a la representación A´ tengan valores de energía cercanos, 

por lo cual están fuertemente acoplados y es deseable diferenciarlos de alguna forma.  

De esta manera, los estados que se etiquetan como 
1
La o 

1
Lb se pueden diferenciar a 

través de sus propiedades electrónicas. Generalmente, los vectores de momento dipolar de 

transición para la excitación desde el estado basal hacia cada uno de estos dos estados 

excitados están orientados de forma diferente y comúnmente estos vectores son casi 

ortogonales.
28

 

Resumiendo, la etiqueta 
1
La se asigna al estado con una contribución mayoritaria de 

la FCE construida por la excitación simple HOMO → LUMO y la etiqueta 
1
Lb se asigna al 

estado con una contribución mayoritaria de la FCE construida por la excitación simple 

HOMO → LUMO+1.
29

 La Tabla 4.3 muestra las contribuciones de las FCE a los estados 
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1
A´ (-*) y la orientación de los vectores de momento dipolar de transición respectivos. 

Tabla 4.3. Contribuciones de las funciones de configuración de estado (FCE) a los estados 

excitados 2 
1
A' y 3 

1
A' de hipoxantina (HPX) neutra (tautómeros ceto-N9-H y ceto-N7-H), 

monoprotonada y monodesprotonada.
a
 

Sistema FCE 2 1A' (%)b 3 1A' (%) 

HPX ceto-N9-H H → L 62 

(115) 

2.6 

(54) 
 H → L +1 3.3 36 

 H – 1 → L 0.4 29 

 H – 2 → L 2.6 1.2 

HPX ceto-N7-H H → L 58 

(-19) 

2.5 

(17) 
 H → L +1 6.2 35 

 H – 1 → L 0.5 24 

 H – 2 → L 2.3 1.0 

HPX+ H → L 48 

(5) 

19 

(79) 
 H → L +1 15 44 

 H – 1 → L < 0.1 3.1 

 H – 2 → L 0.3 < 0.1 

HPX- H → L 80 

(133) 

0.4 

(24) 
 H → L +1 < 0.1 42 

 H – 1 → L 0.6 24 

 H – 2 → L 1.0 0.9 

a
Los valores en paréntesis son las direcciones de los momentos dipolares de transición () 

en grados (°) de acuerdo a la convención de Tinoco – DeVoe mostrada a continuación.
6
 

b
Los porcentajes de contribución se calcularon como el cuadrado de los coeficientes 

tomados de la función de onda SA-4-CASSCF(18,13).  
Convencion de Tinoco-DeVoe 

 

El análisis de la Tabla 4.3 muestra que el estado 
1
La es el primer estado electrónico 

excitado para los dos tautómeros neutros de HPX. De acuerdo con las energías de la Tabla 

4.1 y los datos de la Tabla 4.3 nuestros resultados concuerdan con los reportados para las 
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transiciones verticales de los tautómeros neutros de HPX al nivel de teoría TD-DFT (“time-

dependent density functional theory”) y TD-DFT/PCM (“TD-DFT & polarizable 

continuum model”) donde se sugiere que la banda de absorción centrada en 250 nm es una 

banda compuesta por dos transiciones -*.
11,30

 Dichas transiciones corresponden en 

nuestro caso a: S0 → 
1
La y S0 → 

1
Lb. 

Además de las transiciones -*, nuestros cálculos al nivel de teoría MR-MP2 

indican la existencia de cuatro estados con carácter n-* de mayor energía que el primer 

estado con carácter -* (
1
La) para los tautómeros neutros y la especie monoprotonada de 

HPX (ver Tablas 4.1 y 4.2). Los estados n-* para adenina y guanina se desestabilizan 

considerablemente en solución acuosa con respecto a fase gas debido a las interacciones 

especificas de tipo puente de hidrogeno con el solvente.
31-32

  

Los cálculos al nivel de teoría MR-MP2 para las especies monoprotonada y 

monodesprotonada de HPX muestran que en ambos casos, también existen dos transiciones 

-* ópticamente accesibles (con un valor significativo de la fuerza de oscilador, es decir 

una probabilidad de transición diferente de cero) en la región de la primera banda de 

absorción respectiva (ver Tabla 4.2).  

El primer estado excitado con carácter -* de las especies HPX
+
 y HPX

-
 tiene la 

etiqueta 
1
La y la transición a este estado tiene una fuerza de oscilador de 25% la 

correspondiente a la transición S0 → 
1
Lb (-*) (ver Tablas 4.2 y 4.3). Nuestros cálculos 

MR-MP2 para HPX
-
 predicen la existencia de dos estados n-* cercanos en energía al 

estado que se accede ópticamente, 
1
La (-*) de HPX

-
. Como fue discutido para las 

especies neutras, es probable que la banda de absorción principal (centrada en 250 nm 

para HPX
+
 y 260 nm para HPX

-
) sea una banda compuesta de dos transiciones -* 



Capitulo 4: Resultados y Discusión
 

86 

siendo el estado 
1
La el de más baja energía. 

En resumen, el primer estado excitado singulete de tipo -*de las distintas especies 

estudiadas de HPX tiene la etiqueta 
1
La. En términos de excitaciones entre orbitales 

moleculares esto corresponde a una transición con carácter principalmente HOMO → 

LUMO. Adicionalmente, la primera banda de absorción observada está compuesta de las 

dos transiciones -* de más baja energía (S0 → 
1
La y S0 → 

1
Lb). Estas características 

espectrales también han sido establecidas y estudiadas ampliamente para la guanina.
6,29,33-34

 

4.1.3 Espectros de emisión de fluorescencia 

Las especies neutras de HPX en solución acuosa no presentaron emisión de 

fluorescencia detectable usando excitación = 250 nm – 266 nm, por lo que no fue posible 

obtener un espectro de emisión estático preciso. Esto indica un rendimiento cuántico de 

fluorescencia (F) menor de 10
-4

.  

La Figura 4.4 muestra los espectros de emisión para las especies monoprotonada y 

monodesprotonada de HPX. La emisión en estos sistemas es bastante débil y su espectro se 

distribuye en un amplio intervalo de longitudes de onda desde ~300 nm hasta ~440 nm. 

 
Figura 4.4. Espectros de emisión de hipoxantina monoprotonada (pH = 1) y 

monodesprotonada (pH = 10) en solución acuosa. 
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4.2 Espectroscopia estacionaria de inosina (INS) 

La Figura 4.5 muestra los espectros de absorción para las especies neutra (pH = 6), 

monodesprotonada (pH = 10) y monoprotonada (HCl 1N) de inosina. 

 
Figura 4.5. Espectros de absorción de inosina en solución acuosa a distintos valores de pH. 

La banda principal de absorción para la INS neutra se puede descomponer como una 

transición principal centrada en 249 nm y una segunda transición entre 260 nm y 290 nm, 

como se discutirá a continuación. Esta banda característica ha sido reportada también en el 

espectro de absorción de 9-metil-HPX en solución acuosa (pH = 6.1) y ha sido relacionada 

con la presencia de dos transiciones fuertes, una predominante entre 259 nm – 277 nm y 

otra centrada a ~249 nm.
7
  

Las características espectrales del tautómero ceto-N9-H de HPX (sección 4.1) se 

pueden extrapolar a la INS dado que los dos sistemas tienen el mismo patrón de sustitución 

en el cromóforo principal HPX (N9-H para HPX y N9-ribosa para INS). Por esto, se puede 

inferir que la banda principal de absorción de las especies de INS está compuesta por dos 

transiciones -*. Lo anterior ha sido demostrado experimentalmente usando 

espectroscopia de dicroísmo circular magnético,
26

 ya que esta técnica permite descomponer 

bandas de absorción que están sobrepuestas en el espectro de absorción UV-Vis y además 
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permite obtener la orientación relativa de los momentos dipolares de transición de las 

transiciones involucradas. 

Voelter et al.
26

 determinaron que para la INS en solución acuosa (pH = 7) la banda 

centrada a 248 nm está compuesta de dos transiciones ópticamente activas con carácter -

* la primera a 263 nm y la segunda a 242 nm. El ángulo relativo entre los vectores de 

momento dipolar de transición determinado para estas dos transiciones fue 72°.
26

 Este 

trabajo también mostró que las características espectroscópicas para la INS en solución 

acuosa de pH = 7 no difieren de las observadas a pH = 2, es decir, la especie neutra y 

protonada de INS tienen la misma banda principal compuesta por dos transiciones -*. 

En cuanto a los espectros de emisión de la inosina no fue posible obtener señales de 

emisión de fluorescencia medibles en solución acuosa a ninguno de los valores de pH 

usados y a temperatura ambiente, esto implica un F menor de 10
-4

. El espectro de emisión 

de fluorescencia de inosina neutra y monodesprotonada ha sido obtenido a muy baja 

temperatura (77 K) en una solución buffer de acetato 0.1 M con 0.25% de glucosa, el 

espectro es similar para las dos especies y se caracteriza por ser ancho, desde 294 nm hasta 

357 nm con un máximo a 317 nm.
35

 

4.3 Decaimiento de los estados excitados de hipoxantina e inosina neutra  

En esta sección se presentan los resultados de la dinámica de decaimiento del estado 

excitado S1 de HPX e INS neutra. Cabe recordar que el nucleósido INS permite inferir el 

comportamiento del tautómero ceto-N9-H de HPX, ya que al sustituir en N9 por ribosa se 

impide el tautomerismo prototrópico entre las posiciones N7 y N9 de HPX. 

Las soluciones acuosas a temperatura ambiente fueron excitadas a 257 nm y la 

desactivación del estado excitado que ocurre en la escala de decenas de fs fue resuelta en el 
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tiempo detectando la emisión de fluorescencia a 350 nm usando la técnica de resolución de 

fluorescencia por suma de frecuencias.  

4.3.1 Fotofísica de las especies neutras de hipoxantina e inosina 

Nuestros resultados muestran que en solución acuosa, los dos tautómeros 

predominantes de HPX así como la INS, presentan tiempos de decaimiento ultracortos ( < 

0.2 ps), como se observa en la Figura 4.6. Una función de respuesta instrumental gaussiana 

con un ancho temporal a la mitad del máximo (FWHM) de 550 fs permite obtener una 

resolución temporal de 200 fs e. g., ver la parte inferior de la Figura 4.6 y la sección 2.5. 

De acuerdo a lo anterior para los ajustes exponenciales convolucionados con la función de 

respuesta que den constantes de decaimiento   200 fs solamente se puede establecer que 

el decaimiento de dicha señal ocurre en una escala de tiempo menor a este valor. 

 
Figura 4.6. Experimentos de decaimiento de fluorescencia por suma de frecuencias para 

hipoxantina (superior) e inosina (inferior) en solución acuosa de pH = 5 y pH = 6 

respectivamente. Recuadro solución de hipoxantina en metanol. excitación = 257 nm y 

detección = 350 nm. Las líneas sólidas representan ajustes de decaimientos exponenciales 

(a·e
-t/
 convolucionados con la función de respuesta instrumental gaussiana (FWHM ~ 550 

fs) a través de un método no lineal de mínimos cuadrados. La línea punteada representa la 

función de respuesta instrumental gaussiana. 
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El decaimiento monoexponencial ultrarrápido de la emisión ( < 0.2 ps) de la HPX 

en solución neutra y en metanol implica que los dos tautómeros predominantes a pH = 6 no 

difieren en el tiempo de vida del estado excitado S1. Asimismo, este decaimiento 

ultrarrápido implica que el proceso de conversión interna mediado por la presencia de una 

IC altamente accesible entre el estado S1 y S0 es muy eficiente.  

Los resultados mostrados en la sección 4.1 (Tablas 4.1 y 4.3) así como cálculos 

previos al nivel de teoría TD-DFT
11,30

 (en fase gas e incluyendo los efectos del solvente 

explícitamente) y con métodos multi-comfiguracionales,
30

 son consistentes en la asignación 

del primer estado excitado como un estado -* ópticamente activo (
1
La para los dos 

tautómeros neutros de HPX). Esto implica que la emisión detectada en todos los sistemas 

de este estudio corresponde a la emisión de fluorescencia desde el primer estado excitado 

emisivo, S1 → S0 + h.  

A partir de los resultados de resolución temporal de la fluorescencia y lo que se ha 

expuesto en el párrafo anterior podemos inferir que existe un proceso de CI, S2⟿S1, casi 

instantáneo que alimenta de población el estado fluorescente S1, toda vez que la excitación 

láser a 257 nm es sobre la banda compuesta por dos transiciones -*, como ya se discutió. 

En otras palabras, la energía de excitación usada en los experimentos de resolución 

temporal de fluorescencia, puede en principio generar moléculas en el estado 
1
La ó 

1
Lb, que 

evolucionarán de la forma 
1
Lb⟿S1 (

1
La) → S0 + hó S1 (

1
La) → S0 + hEste mecanismo 

de desactivación de los estados excitados ópticamente activos (
1
La y 

1
Lb) también ha sido 

documentado ampliamente para la guanina.
31,36-37

 

Aunque en solución acuosa se reconoce la presencia de dos tautómeros 

predominantes de HPX pero sin un valor exacto para la concentración de cada uno de ellos, 
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es posible inferir indirectamente de los decaimientos de fluorescencia de HPX en metanol 

(recuadro de la Figura 4.6) y de INS en agua (Figura 4.6 inferior) que los dos tautómeros 

neutros de HPX tienen un tiempo de vida del estado excitado ultracorto ( < 0.2 ps).  

Lo anterior se deduce recordando que en metanol-D4 se conoce de forma precisa la 

población tautomérica (53% – 54% para el tautómero ceto-N7-H), como ya fue señalado, y 

que el compuesto HPX en metanol presenta un decaimiento monoexponencial. Además, la 

INS que tiene el mismo patrón de substitución que el tautómero ceto-N9-H de HPX, 

también muestra un decaimiento monoexponencial del estado excitado ( < 0.2 ps). 

De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla 4.1 la primera transición para los 

dos tautómeros neutros de HPX tienen una fuerza de oscilador comparable, lo que implica 

que para las dos especies se genera una población de moléculas en el estado excitado 

significativa y cercana al mismo valor (considerando una población de tautómeros en el 

estado basal casi equivalente). Por lo cual, la contribución de cada tautómero a la emisión 

de fluorescencia resuelta en el tiempo S1 
  
→  S0 + hes de intensidad comparable. La 

intensidad de emisión de fluorescencia está determinada por la constante radiativa, kR, y la 

población inicial de tautómeros en el estado S0.
38

 

La INS debe mostrar una fotofísica similar a la del tautómero ceto-N9-H de HPX, 

dado que para los dos sistemas la posición N7 es de tipo imínico, y el N9 tiene hibridación 

sp
3
, formando un enlace con un H (HPX ceto-N9-H) o una ribosa (INS). El decaimiento 

ultrarrápido de la fluorescencia en INS (detectado a 350 nm) mostrado en la Figura 4.6 que 

se ajusta a un decaimiento monoexponencial ( < 0.2 ps), es completamente consistente con 

el decaimiento ultrarrápido del estado S1 para el tautómero ceto-N9-H de HPX. 
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Este resultado para la INS junto con los resultados para los tautómeros neutros de 

HPX (ceto-N7-H y ceto-N9-H) confirman que el cromóforo purínico neutro que es el 

biológicamente relevante en el tipo de sistemas estudiados en este trabajo tiene un tiempo 

de decaimiento del estado S1 intrínsecamente ultrarrápido independiente de cuál sea la 

posición de tipo imínico, N7 o N9. 

La fotofísica de las especies neutras de HPX e INS en solución ha sido estudiada 

recientemente usando las técnicas de absorbancia transitoria y de resolución temporal de 

fluorescencia por suma de frecuencias.
39-40

 Chen & Kohler
40

 reportan un tiempo de vida del 

estado excitado S1 de 130 ± 20 fs. Adicionalmente, la detección de la absorbancia 

transitoria a 250 nm indicó que el proceso de relajación vibracional (enfriamiento 

vibracional) desde los estados vibracionales de alta energía hacia los de baja energía en el 

estado electrónico S0, S0 (“hot”) ⟿ S0 (“cold”), que toma lugar luego del proceso de 

conversión interna desde S1 hacia S0 ocurre en una escala de ~2.3 ps.  

Temps et al.
39

 concluyeron que la INS y la HPX presentan un mecanismo de 

decaimiento del estado excitado con subsecuente relajación vibracional hacia los niveles 

vibracionales de baja energía del estado S0. Los autores describen la dinámica de 

desactivación del estado ópticamente activo S (-*) a través de tres eventos que ocurren a 

diferentes velocidades. El más rápido de todos ( ≤ 0.1 ps) corresponde a la relajación 

inicial del estado excitado ópticamente activo de las moléculas en la región de Franck-

Condon de S1, 2 = 0.21 ± 0.08 ps corresponde al tiempo de vida del estado excitado con 

respecto a la CI hacia S0. Se sugiere que el proceso de CI está mediado por una IC a la que 

se accede de forma directa y sin barrera de energía. Un tercer proceso (3 = 1.80 ± 0.4 ps) 

describe la recuperación de la población inicial en el estado basal luego de que el sistema 
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ha transitado la región de la IC. Los tres procesos descritos se representan en el Esquema 

4.1.  

  
 
             

  
→   

  
→  

 
  
→   

Esquema 4.1 Modelo de desactivación del estado excitado S1 propuesto por Temps et al.
39

 

El trabajo de Temps et al.
39

 empleó la técnica de absorbancia transitoria excitando 

la muestra inicialmente con un pulso de luz láser de 260 nm, así como la técnica de 

resolución temporal de fluorescencia por suma de frecuencias usada en el presente trabajo. 

Nuestros resultados
41

 muestran un tiempo de vida del estado excitado S1 ultracorto 

(t < 0.2 ps) para HPX e INS. Los trabajos de las referencias 39 y 40 coinciden en que el 

tiempo de vida del estado excitado S1 de HPX (130 ± 20 fs) es el más corto reportado hasta 

la fecha para una base purínica natural o modificada. Este tiempo es incluso más corto que 

el reportado para el tautómero ceto-N9-H de adenina (180 fs).
42

 Por otra parte, el 

decaimiento del estado excitado S1 de HPX es diferente al reportado para la guanosina que 

presenta un decaimiento biexponential en solución (1 = 0.16 ps y τ2 = 0.78).
31,36

 La primer 

componente del decaimiento corresponde a la relajación desde el estado de Franck-Condon 

del estado S1 hacia dos tipos de regiones en la SEP, la primera caracterizada por la 

existencia de un punto estacionario donde la molécula tiene geometría plana y la segunda 

relacionada con la existencia de un mínimo de energía correspondiente a una geometría 

distorsionada de la planicidad. La segunda componente del decaimiento del estado excitado 

corresponde al proceso de CI desde la región en la SEP relacionada con el mínimo de 

energía del estado S1 hacia el estado S0.
31

  

Esta diferencia en la desactivación del estado excitado S1 entre HPX o INS y 

guanosina, puede ser interpretada en términos de una mayor accesibilidad a la IC en HPX o 
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INS en comparación con guanina, como se mostrará más adelante.  

4.3.2 Cálculo de las intersecciones cónicas para los tautómeros neutros de hipoxantina 

La Tabla 4.4 muestra las energías de transición vertical calculadas al nivel de teoría 

MR-CIS usando una función de onda SA-4-CASSCF (12,9) para las geometrías 

optimizadas del estado basal de los tautómeros ceto-N9-H y ceto-N7-H de hipoxantina. 

Debido a las diferencias que tienen la metodología MR-MP2 y la metodología MR-CIS al 

tratar la correlación electrónica, las energías de transición vertical calculadas al nivel MR-

CIS difieren de las calculadas al nivel MR-MP2 (ver Tabla 4.1). 

El método MR-CIS/SA-4-CASSCF (12,9) recupera una menor parte de la 

correlación electrónica comparado con el método MR-MP2/SA-4-CASSCF (18,13), dado 

que la dimensión del espacio activo es más pequeña en el primero, por lo cual las energías 

de transición vertical calculadas difieren significativamente al comparar las dos 

metodologías. Como ejemplo se muestra en la Tabla 4.1 las energías de transición vertical 

para el estado S1 calculadas a diferentes niveles de teoría (diferentes niveles de correlación 

electrónica) para el tautómero ceto-N9-H de guanina.
43

 

Para los tautómeros ceto-N9-H y ceto-N7-H de HPX no se encontraron puntos 

estacionarios de mínima energía en la SEP del estado S1 usando el nivel de teoría MR-CIS 

junto con el algoritmo de optimización GDIIS (“geometry optimization by the direct 

inversión of the iterative subspace”).  
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Tabla 4.4. Energías de transición vertical (en eV) para el estado S1 (-*) y energía de las 

intersecciones cónicas S1 (-*)-S0 (en eV) para los tautómeros relevantes de hipoxantina y 

guanina. 
Energías de transición vertical

a 

Guanina ceto-N9-H 

MR-CIS43 CASPT229 CASPT244 

5.82 4.93 4.51 

Guanina ceto-N7-H / CASPT2 

4.3745 

HPX ceto-N9-H 

MR-CIS MR-MP2 

5.30 4.48 

HPX ceto-N7-H 

MR-CIS MR-MP2 

5.88 4.64 

Energías para las intersecciones cónicas S1*)-
S0

a,b  

Guanina ceto-N9-H 

MR-CIS43 CASPT229 CASPT244 

4.07 (1.75) E2 4.3 (0.63) 2E 3.4 (1.11) E2 

Guanina ceto-N7-H / CASPT245 

4.02 (0.35) 

HPX ceto-N9-H 

MR-CIS MR-MP2 

3.79 (1.51) E2 3.65 (0.83) 

HPX ceto-N7-H 

MR-CIS MR-MMP2 

3.65 (2.23) E2 3.58 (1.05) 
a
La energía se calculó tomando como referencia la energía del sistema en la geometría 

optimizada del estado basal al mismo nivel de teoría usado para calcular la energía de 

transición vertical y la de la intersección cónica. 
b
E2 y 

2
E se refieren a los términos para la 

configuración geométrica de la intersección cónica de acuerdo a la nomenclatura de 

Boeyens para sistemas heterocíclicos. Los valores en paréntesis son las diferencias de 

energía para el estado S1 en la región de Franck-Condon y en la intersección cónica S1 

(*)-S0, (EFC-CI).  

 

Sin embargo, se localizaron puntos estacionarios con geometría plana para los dos 

tautómeros. Usando el algoritmo GDIIS implementado en COLUMBUS 5.9.2
46

 se localizó 

y optimizó el mínimo en el cruce de las SEPs de los estados S1 (-*) y S0, MXS o también 

llamado punto de mínima energía en la IC S1 (-*)-S0. 
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Las energías relativas del MXS para los tautómeros neutros de HPX se presentan en 

la Tabla 4.4. La geometría para el MXS (Figura 4.7) es bastante distorsionada de la 

planicidad (E2 en la nomenclatura propuesta por Boeyens
47

). Adicionalmente, este tipo de 

estructuras para los MXS también se ha encontrado en guanina ceto-N9-H y ceto-N7-H. 

Para la intersección cónica fotofísicamente relevante encontrada por Serrano-Andrés et al. 

en guanina ceto-N9-H los parámetros geométricos importantes son: r(C4C5) = 1.453 Å y 

d(C6N1C2N3) = -73.605 °.
29

 Domcke et al.
44

 reportaron d(C4N3C2N1) = 69° y 72.5° para 

dos intersecciones cónicas encontradas en guanina ceto-N9-H. Yamazaki & Domcke
45

 

reportan d(C4N3C2N1) = 71° para la geometría de la intersección cónica encontrada en 

guanina ceto-N7-H. Estos valores son comparables con los que hemos encontrado para el 

MXS de las ICs en los tautómeros neutros de HPX, como se muestra en la Figura 4.7. 

 
Figura 4.7. Geometrías en el mínimo del cruce de las superficies de energía potencial S1 

(-*) y S0, MXS, para hipoxantina ceto-N9-H (izquierda) y ceto-N7-H (derecha).  

 

La distorsión de la geometría se debe principalmente al movimiento fuera del plano 

y en sentido opuesto de los átomos C2 y N3, tanto en HPX como en guanina. Esto se puede 

describir cuantitativamente a través del parámetro de pérdida de planicidad, Q (“ring 

puckering parameter”) propuesto por Cremer y Pople.
48

 Básicamente, Q = 0 cuando la 

molécula tiene una geometría plana y cambia hacia valores positivos a medida que la 

geometría deja de ser plana.  
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En la Tabla 4.4 se muestran las energías calculadas al nivel MR-MP2 para las ICs 

encontradas al nivel MR-CIS, para corregir las energías MR-CIS/SA-4-CASSCF (12,9) a 

un nivel de teoría más alto, MR-MP2/SA-4-CASSCF (18,13), como el usado en la sección 

4.1. Es importante mencionar que al nivel de teoría MR-MP2 los estados S1 y S0 no son 

degenerados para la IC calculada al nivel MR-CIS (                para HPX ceto-N9-

H y                 para HPX ceto-N7-H), por lo cual la energía reportada para las ICs 

al nivel de teoría MR-MP2 se calculó como el valor medio de las energías de S1 y S0. Estas 

energías son menores que las del estado S1 (
1
La) en la geometría de Franck-Condon (S0 

min) como se espera para una IC que sea accesible desde el estado excitado inicial.  

La diferencia de energía entre S1 y S0 calculada al nivel MR-MP2 para el MXS 

indica que esta geometría (encontrada al nivel de teoría MR-CIS) es un buen punto de 

partida para iniciar la búsqueda y optimización de la IC S1-S0 al nivel de teoría MR-MP2/ 

SA-4-CASSCF (18,13). 

El análisis de la función de onda CASSCF (18,13) para la geometría del MXS 

calculado con la metodología MR-CIS revela que las contribuciones más importantes a los 

estados S1 y S0 son la excitación simple HOMO → LUMO y la determinante de capa 

cerrada. 

La eficiencia de la desactivación por conversión interna depende de que las ICs se 

localicen a una energía menor que la correspondiente al estado excitado en la región de 

Franck-Condon (transición vertical). También es necesario que en la región de la SEP que 

conecta el estado de Franck-Condon con la IC no exista una barrera de energía, es decir, 

que la IC sea accesible desde el estado de Franck-Condon. 



Capitulo 4: Resultados y Discusión
 

98 

Domcke et al.
44

 y Yamasaki et al.
45

 evaluaron la accesibilidad a las ICs S1 (-*)-S0 

en guanina construyendo curvas de energía en las cuales el ángulo diedro d(C4N3C2N1) se 

usó como coordenada de reacción y las energías de los estados S1(-*) y S0 se calcularon 

al nivel de teoría CASPT2. Lo que se encontró es que las trayectorias desde el estado de 

Franck-Condon a la IC S1 (-*)-S0 no presentan barreras de energía para los dos 

tautómeros de guanina (ceto-N9-H y ceto-N7-H). 

Sin embargo, otro estudio usando la metodología TD-DFT predice que la curva de 

energía para el estado S1 (
1
La) desde el estado de Franck-Condon hacia la IC S1-S0 presenta 

una región plana, lo cual podría explicar el componente temporal cercano a 1 ps observado 

en el decaimiento del estado excitado de guanina y otros de sus derivadoss.
31,49

 La Figura 

4.8 resume lo discutido acerca de la accesibilidad a las ICs en guanina. 

 
Figura 4.8. Mecanismos de desactivación del estado S1 propuestos para guanina. A) Sin 

barrera energética y con el gradiente a favor (Domcke et al.
44

 y Yamasaki et al.
45

). B) Sin 

barrera energética pero con una región plana (cercana a la intersección cónica) en la 

superficie de energía potencial de S1 (Kovalenko et al.
31

). La flecha vertical representa la 

absorción de luz UV, las flechas curveadas indican la evolución del sistema desde el estado 

inicial de Franck-Condon hasta retornar al estado basal pasando por la intersección cónica 

entre los estados S1 y S0. 

Dado que en nuestro trabajo no se encontró un mínimo en la SEP del estado S1 de 

los tautómeros neutros de HPX, pero en cambio localizamos una IC entre los estados S1 y 

S0, también se puede inferir en principio una trayectoria directa y sin barrera energética 

desde el estado de Franck-Condon a la IC. Esto se comprobó construyendo la curva de 

energía potencial para los estados S1 y S0 en HPX ceto-N9-H tomando como coordenada de 
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reacción el ángulo diedro d(C6N1C2N3), el cual cuantifica la pérdida de planicidad del 

sistema heterocíclico. Es decir, la geometría en el estado S1 se optimizó para valores fijos 

de d(C6N1C2N3).  

La optimización de geometría también se hizo al nivel de teoría MR-CIS/SA-4-

CASSCF(9,12)/cc-pvdz. La curvas de energía como función de d(C6N1C2N3) para los 

estados S1 y S0 se construyeron desde S0 min (región de Franck-Condon del estado S1) 

hasta el MXS de la IC S1-S0, como se muestra en la Figura 4.9. 

 
Figura 4.9. Curvas de energía para los estados S1 y S0 como función del ángulo diedro 

d(C6N1C2N3) para hipoxantina ceto-N9-H. Las geometrías se optimizaron para distintos 

valores de d(C6N1C2N3) en la superficie de energía potencial del estado S1 al nivel de 

teoría MR-CIS/SA-4-CASSCF(9,12)/cc-pvdz. 

 

Los resultados de la Figura 4.9 muestran que, la accesibilidad a la intersección 

cónica es directa desde la región de Franck-Condon del estado S1 (-*) y sin barrera 

energética. La principal característica, además de la relajación de energía en la SEP del 

estado S1 a medida que la molécula deja de ser plana (el ángulo d(C6N1C2N3) pasa de 0 a 

~76°), es el rápido incremento en la energía del estado S0. Este resultado obtenido para 

HPX ceto-N9-H concuerda con lo encontrado para guanina como se representó en la Figura 

4.8. 
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Adicionalmente, en este trabajo proponemos el cociente de la diferencia de energía 

entre la región de Franck-Condon para S1 y la IC S1-S0 divido en el parámetro Q (el cual 

cuantifica la perdida de planicidad del sistema heterocíclico), EFC-IC/Q, para evaluar la 

accesibilidad a la IC en los tautómeros neutros de HPX en comparación con guanina. Los 

valores de los parámetros involucrados se presentan en las Tablas 4.4 y 4.5. 

Tabla 4.5. Parámetro de pérdida de planicidad, Q (Å) y EFC-IC/Q (eV/Å) para los 

tautómeros neutros de hipoxantina y guanina ceto-N9-H. 
Q, (EFC-IC/Q)a 

Guanina-9H 

MR-CIS43 CASPT229 CASPT244 

0.51 (3.43) 0.61 (1.03) 0.69 (1.61) 

HPX ceto-N9-H 

MR-CIS MRMP2 

0.62 (2.44) 0.62 (1.33) 

HPX ceto-N7-H 

MR-CIS MRMP2 

0.53 (4.21) 0.53 (1.98) 
a
EFC-IC son los valores presentados en paréntesis en la Tabla 4.4 y corresponden a la 

energía en la región de Franck-Condon menos la energía en la intersección cónica S1-S0 

para el estado S1. Los valores de EFC-CI/Q se presentan en paréntesis después del 

respectivo parámetro Q.  

 

Como una primera aproximación mientras más grande sea el valor de EFC-CI/Q se 

puede considerar que la IC es más accesible, dado que esto refleja una trayectoria donde la 

energía del estado S1 decrece de acuerdo con un valor de gradiente grande desde la región 

de Franck-Condon hacia la IC S1 (-*)-S0, como se representa en la Figura 4.8 A. 

Los valores mostrados en la Tabla 4.5 se deben tomar con reserva dado que distintas 

metodologías computacionales pueden dar distintas geometrías para las ICs, así como 

valores de energía para las transiciones verticales y las ICs que pueden diferir. Sin 

embargo, a partir de nuestros resultados experimentales (Figura 4.6) y los valores 

calculados de EFC-CI/Q para guanina ceto-N9-H y los tautómeros neutros de HPX 
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mostrados en la Tabla 4.5, podemos deducir que las ICs para HPX son altamente accesibles 

desde el estado ópticamente activo generado por la absorción de luz UV (256 nm), lo cual 

explica la relajación ultrarrápida para el estado S1 de HPX.  

La diferencia experimental en los tiempos de vida del estado S1 para HPX e INS (< 

0.2 ps) y guanina (~ 0.78 ps) muestra que las moléculas HPX e INS acceden a la IC en una 

escala de tiempo más corta en comparación con guanina. Esto se discutirá en más detalle a 

continuación. 

4.3.3 Comparación de la fotofísica de hipoxantina y guanina 

Uno de los resultados más importantes de nuestro trabajo es que la dinámica de los 

estados excitados en solución acuosa de HPX e INS es diferente de la que se observa para 

guanina y guanosina donde la población del estado S1 muestra un comportamiento 

biexponencial con 1 = 0.16 ps y 2 = 0.78 ps (para 2´-deoxi-guanosina).
31,36

 Cálculos al 

nivel de teoría TD-DFT que además incluyen los efectos del solvente (moléculas de agua 

incluidas explícitamente en la primera capa de solvatación) sugieren que este 

comportamiento biexponencial se debe a la evolución en la SEP del estado excitado S1 

empezando desde la región de Franck-Condon y pasando por una región plana en la SEP de 

S1 (ver Figura 4.8 B).
31,50

  

El decaimiento ultrarrápido de la emisión de fluorescencia en HPX e INS indica un 

cambio en la forma de la SEP del estado S1 en comparación con guanina. El cambio está 

relacionado probablemente con una trayectoria más favorable que lleva a la IC, lo cual 

conllevaría a tiempos de vida de fluorescencia más cortos. Esta diferencia está 

necesariamente asociada a la carencia del grupo amino (-NH2) en la posición C2 para HPX, 

lo cual puede cambiar la SEP en la región de la coordenada de reacción. 
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El decaimiento ultrarrápido de los estados excitados de baja energía de guanina en 

fase gaseosa muestra un comportamiento biexponencial con 1 = 0.148 ps y 2 = 0.36 ps, 

usando una técnica que combina la generación de un haz molecular (fase gas) con 

experimentos de inicio-prueba usando fotoionización resonante.
51

 Estos resultados han sido 

objeto de variadas interpretaciones con base en resultados de química cuántica 

computacional.
29,34,44,52-53

  

Serrano Andrés et al.
29

 proponen un modelo fotofísico para la guanina en el cual 

están involucrados tres estados: S0, S1(-*) y S2 (n-*), en la desactivación del estado 

ópticamente activo y calcularon las trayectorias de mínima energía para las SEP de los 

estados involucrados. A partir de los resultados obtenidos la constante de decaimiento más 

rápida observada (1 = 0.148) se asocia con la existencia de una IC debida a la pérdida de 

planicidad dirigida por el átomo C2.
29

 Los autores sugieren que 2 = 0.36 ps se debe a la 

participación de un estado n-* el cual también se cruza con el estado S1, es decir la 

población inicial de moléculas en el estado excitado S1 puede seguir dos canales de 

desactivación, lo cual redunda en una distribución de la población y por tanto un 

decaimiento biexponencial. 

Por otra parte, se han hecho simulaciones de dinámica no adiabática iniciando desde 

el estado excitado S1 en la región de Franck-Condon, y calculando las SEP con distintas 

metodologías para guanina. Langer et al. usaron la metodología ROKS (“restricted open 

shell Kohn-Sham”),
54

 Lan et al. usaron la metodología semiempírica OM2 & MR-CI 

(“ortogonalization model 2 & multi-reference configuration interaction”),
52

 y más 

recientemente Barbatti et al. usaron métodos multi-referenciados y la parte dinámica se 

incluyó a través del método “on-the-fly surface hopping”.
43
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Las dos simulaciones más recientes
43,52

 de la dinámica de desactivación de los 

estados excitados de guanina en fase gaseosa muestran que el proceso de desactivación 

ocurre casi exclusivamente en el estado S1 a través de la IC S1-S0. Sin embargo, estos 

cálculos no predicen el mismo tipo de ICs. El método OM2-MR-CI determina la existencia 

de un canal de desactivación de S1 asociado a una IC con un desplazamiento fuera del plano 

bastante pronunciado de C2 (IC etilénica II de acuerdo a la referencia 43). El adjetivo 

etilénica dado a este tipo de ICs en guanina se debe a su relación con las ICs encontradas en 

etileno y etilenos sustituidos.
55

  

El método OM2-MR-CI también predice la existencia de un canal de desactivación 

asociado a una segunda IC caracterizada por una distorsión fuera del plano del grupo amino 

con una fuerte elongación del enlace C2-N3 y distorsión de C5 y C6. 

Los cálculos MR-CIS de Barbatti et al. muestran la participación de dos 

conformaciones en la desactivación del estado S1. En este caso las dos ICs presentan 

distorsiones de C2 (fuera del plano) y son llamadas etilénica I y etilénica II.
43

 Esta última 

IC coincide con una de las predichas por la metodología OM2-MR-CI y también con una 

IC citada en la referencia 29. 

Sin embargo, los cálculos MR-CIS de Barbatti et al. no predicen la presencia de la 

segunda IC encontrada para guanina con la metodología OM2-MR-CI, en cambio, se 

encontró una IC donde el átomo C2 está también fuera del plano, pero el grupo -NH2 se 

encuentra formando un ángulo diedro de 80° - 90° con respecto al heterociclo de purina, 

esta IC se denomina etilénica I. 

Los decaimientos de los estados excitados de HPX e INS son concluyentes respecto 

al hecho que el grupo -NH2 no es esencial para el decaimiento ultrarrápido del estado S1 
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(-*) y que la dinámica de desactivación en solución acuosa es mucho más rápida que en 

los sistemas guanina y guanosina. 

Podemos señalar que los resultados experimentales presentados en nuestro trabajo 

indican que la HPX puede servir como un caso de estudio modelo para evaluar métodos de 

estructura electrónica y simulaciones dinámicas pretender predecir la desactivación 

ultrarrápida de los estados electrónicos excitados en moléculas orgánicas y particularmente 

en sistemas purínicos.  

Los resultados experimentales indican que para las ICs que hemos calculado y que 

presentan una estructura distorsionada de la planicidad, debida a la piramidalización del 

átomo C2 como los casos citados para guanina, se accede de una forma más directa en la 

HPX. La caracterización de nuestro sistema purínico HPX el cual es similar a guanina pero 

más simple debe también poder evaluar la participación de otras ICs, y en conjunto, 

contribuír para decidir cuál podría ser un nivel de teoría conveniente y eficiente a fin de 

predecir el comportamiento observado experimentalmente.  

4.4 Decaimiento de los estados excitados de hipoxantina e inosina monoprotonadas  

En solución acuosa de pH = 1 las especies monoprotonada (HPX
+
) y neutras (ceto-

N9-H y ceto-N7-H) de HPX existen en una concentración relativa de 92% y 8% 

respectivamente. Por otra parte, en una solución acuosa 1N de HCl la especie HPX
+
 puede 

alcanzar una concentración del 99%. Esto se puede concluir de los diagramas de población 

de especies como función del pH construídos a partir de los valores de pKa para HPX 

reportados en la literatura.
2,6

 

El decaimiento de fluorescencia para HPX
+
 (solución acuosa de pH = 1) se muestra 

en la Figura 4.10. A diferencia de la especie neutra, la especie HPX
+
 muestra un 
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decaimiento biexponencial en solución acuosa (1 < 0.2 ps y 2 = 1.1 ps). El segundo 

componente temporal está relacionado con ~5% de la amplitud total de la señal de emisión 

a 350 nm. Este resultado es similar al obtenido para HPX
+
 en solución acuosa de HCl 1N 

(ver recuadro Figura 4.10). 

Vale la pena recordar que la función de respuesta instrumental gaussiana con 

FWHM 550 fs permite obtener una resolución temporal del experimento de 200 fs por lo 

cual para los ajustes exponenciales convolucionados con la función de respuesta 

instrumental con   200 fs únicamente se puede establecer que el decaimiento de dicha 

componente temporal ocurre en < 200 fs (p. ej., ver Figura 4.10 superior). El decaimiento 

biexponencial de la señal de fluorescencia para la especie INS
+
 se representa para cada una 

de las componentes temporales (1 = 0.39 ps y 2 = 2.5 ps) convolucionadas con la función 

de respuesta en la parte inferior de la Figura 4.10. 

Hemos asignado la primera componente temporal de decaimiento (1 < 0.2 ps) a la 

evolución del estado S1, lo que incluye decaimiento de la población y algo de evolución del 

paquete de ondas desde el estado de Franck-Condon. Dada la existencia de una segunda 

componente temporal (2 = 1.1 ps) es probable que tome lugar una división de la población 

hacia un segundo canal de desactivación, de tal forma que la desactivación de una fracción 

inicial de la población en S1 toma lugar luego de la evolución inicial, dando origen a esta 

segunda componente temporal.  
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Figura 4.10. Experimentos de decaimiento de fluorescencia por suma de frecuencias para 

las especies monoprotonadas de hipoxantina (superior) e inosina (inferior) en solución 

acuosa de pH = 1 y HCl 1N respectivamente. Recuadro: hipoxantina en solución acuosa de 

HCl 1N. excitación = 257 nm y detección = 350 nm. Las líneas sólidas gruesas representan 

ajustes de decaimientos biexponenciales (a1·e
-t/a2·e

-t/ convolucionados con la función 

de respuesta instrumental gaussiana (FWHM ~550 fs) a través de un método no lineal de 

mínimos cuadrados. Las líneas sólidas delgadas representan cada una de las componentes 

de decaimiento convolucionadas con la función de respuesta. La línea punteada representa 

la función de respuesta instrumental gaussiana. 

 

En relación con el decaimiento biexponencial, se debe tener en cuenta que los 

estados 
1
La y 

1
Lb tienen una diferencia de energía más pequeña comparada con la respectiva 

cantidad para los tautómeros neutros. 

De acuerdo con los valores de pKa reportados, la especie monoprotonada INS
+
 

predomina en HCl 1N (~91%).
2,56

 Las especies HPX
+
 e INS

+
 presentan un decaimiento del 

estado excitado S1 biexponencial similar (1 = 0.39 ps y 2 = 2.5 ps para INS
+
) como se 

muestra en la Figura 4.10. Este comportamiento similar es el esperado teniendo en cuenta la 

semejanza de las estructuras de HPX e INS monoprotonadas, como se muestra en la Figura 
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4.1. Para los dos sistemas la protonación se da en N7 y la carga positiva se deslocaliza a 

través del sistema . 

Para las especies monoprotonadas de guanina también se ha observado un 

decaimiento biexponencial. Sin embargo, tanto la guanina monoprotonada como la 

guanosina monoprotonada (GMPH
+
) tienen tiempos de decaimiento mucho más largos (2 

de hasta 196 ps).
31,57

 A partir de nuestros resultados experimentales podemos concluir que 

el efecto del grupo -NH2 (ausente en HPX
+
 e INS

+
) redunda en diferencias importantes en 

la fotofísica, haciendo que los tiempos de vida del estado S1 sean mucho más cortos en 

HPX
+
 e INS

+
 en comparación con las especies guanina y guanosina monoprotonadas. El 

efecto de la ausencia del grupo amino es más marcado en las especies protonadas que en las 

especies neutras. Lo anterior implica un cambio significativo en la SEP debido a la 

alteración del sustituyente en el anillo de seis miembros, específicamente en C2. 

Se ha sugerido que la coordenada de reacción responsable de la desactivación lenta 

del estado S1 de las especies monoprotonadas de guanina (p. ej. 196 ps para guanosina en 

solución acuosa de pH = 1
57

) es un movimiento fuera del plano y en sentido opuesto de los 

átomos de H enlazados a C8 y N7.
31

 

Es importante señalar que el grupo amino de las bases pirimidínicas (timina, 

citosina y uracilo) tiene un efecto importante en el decaimiento de fluorescencia, e. g., la 

remoción del grupo -NH2 en citosina hace que el tiempo de vida del estado excitado 

aumente.
58

 

4.5 Decaimiento de los estados excitados de hipoxantina e inosina monodesprotonadas 

Para el estudio de las especies monodesprotonadas de HPX e INS (HPX
-
 e INS

-
 

respectivamente) se disolvieron los respectivos compuestos en una solución acuosa de pH = 
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10 (ajustado con solución acuosa de NaOH). Para este valor de pH la concentración de la 

especie monodesprotonada es máxima en comparación con la especie neutra, mientras que 

la forma doblemente desprotonada permanece en una concentración baja (< 7% para HPX y 

< 6% para INS).
2,6

 

En la Figura 4.11 se muestran los decaimientos de fluorescencia para las especies 

HPX
-
 e INS

-
 en solución acuosa. 

 
Figura 4.11. Experimentos de decaimiento de fluorescencia por suma de frecuencias para 

la especies monodesprotonadas de hipoxantina (superior) e inosina (inferior) en solución 

acuosa de pH = 10. excitación = 257 nm y detección = 350 nm. Las líneas sólidas representan 

ajustes de decaimientos exponenciales (a1·e
-t/a2·e

-t/ convolucionados con la función 

de respuesta instrumental gaussiana (FWHM ~550 fs) a través de un método no lineal de 

mínimos cuadrados. 

 

El decaimiento de fluorescencia para HPX
-
 en solución acuosa de pH = 10 es 

biexponencial con 1 < 0.2 ps (60%) y 2 = 19 ps (40%), ver Figura 4.11. En estas 



Capitulo 4: Resultados y Discusión
 

109 

condiciones los tautómeros neutros de HPX alcanzan una concentración de ~7%, que 

podría ser suficiente para contribuir en cierta medida al componente ultrarrápido (1 < 0.2 

ps) del decaimiento de fluorescencia a 350 nm. Sin embargo, si el comportamiento 

biexponencial se debiera solamente a la presencia de dos especies en solución (HPX neutra 

y HPX
-
) con sus respectivos tiempos de vida del estado S1, 1 y 2, los factores 

preexponenciales correspondientes, a1 y a2, deberían dar la concentración relativa de las 

dos especies (asumiendo coeficientes de absorción y constantes radiativas similares para 

HPX y HPX
-
). 

Suponiendo que las especies neutras y la desprotonada (HPX
-
) son responsables de 

las componentes temporales 1 y 2 respectivamente, la concentración relativa de HPX
-
 

debería ser aproximadamente a2/(a1+a2) = 0.6 (ver Figura 4.11 para los factores pre-

exponenciales). El valor de 0.6 es muy bajo para representar la concentración relativa de 

HPX
-
 a pH = 10 que es 0.93 (de acuerdo al valor de pKa2 = 8.64). 

Por lo anterior, lo más probable es que el comportamiento biexponencial sea 

intrínseco de la forma monodesprotonada, HPX
-
, y que la componente ultrarrápida (1 < 0.2 

ps) puede estar relacionada con la evolución del estado excitado desde la región de Franck-

Condon con alguna contribución menor de la especie neutra (que tiene un decaimiento 

ultrarrápido). 

El decaimiento de fluorescencia en HPX
-
con2 = 19 ps es una característica 

destacable del presente trabajo, dado que dicho decaimiento refleja un cambio importante 

en la forma de la SEP del estado emisivo debido a la ausencia de un protón en el sistema 

heterocíclico.  
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Adicionalmente, el efecto que da origen a esta segunda componente temporal podría 

también estar relacionado con la presencia de estados n-* cerca del estado ópticamente 

activo 
1
La (-*) en la geometría de Franck-Condon, como se infiere de las Tablas 4.2 y 4.3 

para las respectivas energías de los estados 2 
1
A´ (-*) y 1 

1
A´´ (n-*) 

Lo más interesante de las formas monodesprotonadas es que la HPX
-
 y la INS

-
 

tienen decaimientos del estado excitado -* de más baja energía muy diferentes, como se 

observa en la Figura 4.11. La INS
-
 conserva completamente el comportamiento 

monoexponencial y ultrarrápido del decaimiento de fluorescencia de la especie neutra (1 < 

0.2 ps) y es dos órdenes de magnitud más corto que el tiempo de vida de fluorescencia de 

HPX
-
 (2 = 19 ps). 

La diferencia tan pronunciada en la fotofísica de las especies monodesprotonadas 

HPX
-
 e INS

-
 puede estar relacionada directamente con las diferencias en la estructura 

química, principalmente el sitio de desprotonación. Por una parte, en la HPX
-
 la posición 

N1 está protonada y las posiciones N7 y N9 están desprotonadas, en tanto que en INS
-
 la 

posición N9 tiene como sustituyente una ribosa, y la posición N1 esta desprotonada. Los 

resultados experimentales muestran claramente que sitios de desprotonación distintos 

producen un efecto opuesto en la evolución del estado excitado. 

Otro aspecto interesante es que la desactivación del estado excitado es más lenta en 

HPX
-
 donde la desprotonación ocurre en el anillo de pirazol (anillo de cinco miembros) que 

es el involucrado en el equilibrio tautomérico de HPX neutra. 

De forma similar a la guanina y a los tautómeros neutros de HPX, la perdida de 

planicidad en el anillo pirimidínico (anillo de seis miembros) es probablemente el efecto 

responsable de la evolución en la SEP del primer estado excitado -* de HPX
-
.
31

 La 
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desprotonación en HPX parece tener un efecto a larga distancia en la coordenada de pérdida 

de planicidad en la SEP del estado emisivo, mientras que en INS
-
 (desprotonación en N1) el 

decaimiento permanece inalterado, lo que sugiere una SEP del estado emisivo similar a la 

de su respectiva especie neutra. 

4.5.1 Cálculo de la intersección cónica en hipoxantina desprotonada  

El efecto más pronunciado en la dinámica de desactivación de la HPX neutra ocurre 

a través de la desprotonación. Como se acaba de mostrar en esta sección para HPX
-
, el 

tiempo de vida del primer estado excitado -* es bastante largo (2 = 19 ps), por lo cual se 

investigó a través de cálculos de estructura electrónica el efecto que da origen a este tiempo 

de vida largo del estado emisivo.  

Primeramente, se busco un mínimo en la SEP de S1, que pudiera sustentar la 

hipótesis de que la población de moléculas en S1 puede ser atrapada y permanecer un 

tiempo considerable, lo cual da origen a una emisión de fluorescencia de mayor duración 

temporal.  

Es importante recordar que para los tautómeros neutros de HPX no se localizó un 

mínimo en la SEP del estado S1 (-*) y que la accesibilidad a la IC S1-S0 es directa desde 

la región de Franck-Condon del estado S1. Asimismo, es necesario mencionar que para la 

HPX
-
 al nivel de teoría MR-MP2 usado en nuestro trabajo se predicen dos estados n-* 

más bajos en energía que el estado ópticamente activo 
1
La (-*). Sin embargo, al nivel de 

teoría MR-CIS/SA-4-CASSCF(12,9)/cc-pvdz el estado excitado de más baja energía tiene 

carácter -* y los estados n-* se localizan a energías más altas.  

La Tabla 4.6 presenta las energías para distintos puntos en la SEP del estado S1, 

localizados usando el nivel de teoría MR-CIS/SA-4-CASSCF(12,9)/cc-pvdz y con la 
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misma metodología usada y descrita en la sección 4.3 para explorar la SEP del estado 

excitado S1 en los tautómeros neutros de HPX. 

Tabla 4.6. Energías de los estados S1 y S0 en puntos particulares de la superficie de energía 

potencial de S1. 

 E (eV) S1
a E (eV) S0 

S0 min (Franck-Condon) 5.00 (0.117)b, HOMO → LUMO(66%)c 0 
S1 plano 4.66 (0.090), HOMO → LUMO(53%) 0.38 
S1 min 4.42 (0.056), HOMO → LUMO (73%) 1.60 
S1-S0 MXS 3.60 3.60 

a
Todas las energías se tomaron usando como referencia la energía del estado basal en la 

geometría optimizada. 
b
Las fuerzas de oscilador para la transición S1 → S0 se muestran en 

paréntesis. 
c
Las contribuciones de la función de configuración de estado con la transición 

HOMO → LUMO a la función de onda SA-CASSCF se presentan como porcentajes (%).  

 

El primer punto estacionario que localizamos en la SEP del estado S1 para HPX
-
 

corresponde a una geometría plana (S1 plano, Tabla 4.6), sin embargo este punto no es un 

mínimo (tiene varias derivadas de segundo orden negativas). Adicionalmente, el cambio en 

las coordenadas internas en S1 plano no es muy sustancial en comparación con S0 min. Para 

S1 plano, la contribución principal a la función de onda SA-4-CASSCF viene de la FCE 

con la excitación simple HOMO → LUMO y S1 sigue teniendo el carácter 
1
La (-*). En 

S1 plano la diferencia de energía S1-S0 se reduce a 4.28 eV comparado con el valor 

respectivo en la región de Franck-Condon (S0 min, transición vertical) de 5.00 eV, este 

punto estacionario puede representar la región de la SEP del estado S1 hacia donde se da la 

relajación inicial del sistema.  

Por otra parte, la geometría de S1 min para HPX
-
 (Figura 4.12) está bastante 

distorsionada de la planicidad. La distorsión más importante corresponde al anillo de seis 

miembros, d(C6N1C2N3) = -55.035. 
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Figura 4.12. Geometría del mínimo en la superficie de energía potencial del estado S1 (S1 

min) para la hipoxantina monodesprotonada calculada al nivel de teoría MR-CIS. También 

se muestran los orbitales moleculares HOMO y LUMO respectivos. 

 

A partir de S1 min la energía de transición S1 → S0 es 2.82 eV (~439 nm) con una 

fuerza de oscilador f = 0.056. La principal contribución a la función de onda SA-4-

CASSCF del estado excitado S1 en esta geometría es de la FCE construida con la excitación 

simple HOMO → LUMO (ver Tabla 4.6). Aunque en S1 min el sistema no pertenece al 

grupo de simetría Cs, por lo cual los orbitales moleculares no se transforman como las 

representaciones de este grupo puntual, es posible asignar al estado emisivo el carácter -

*, a partir de la simetría local de los orbitales HOMO y LUMO que se muestran en la 

Figura 4.12. 

La IC entre el estado S1 y S0 representada por el MXS también corresponde a una 

geometría bastante distorsionada de la planicidad (d(C6N1C2N3) = -65.483), más que la 

correspondiente para S1 min. En la Figura 4.13 se muestra la geometría correspondiente 

para el MXS de la IC S1-S0 así como los respectivos orbitales HOMO y LUMO para HPX
-
. 

 
Figura 4.13. Geometría y orbitales moleculares HOMO y LUMO para el mínimo en el 

cruce de las superficies de energía potencial de los estados S1 y S0, MXS IC S1-S0 en la 

hipoxantina desprotonada. 
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4.5.2 Accesibilidad a la intersección cónica S1-S0 desde la región de Franck-Condon del 

estado excitado S1 (-*) en HPX
-
 

Para evaluar la accesibilidad a la IC desde la región de Franck-Condon del estado 

ópticamente activo S1 (-*) en HPX
-
, hemos construido las curvas de energía para los 

estados S1 y S0 a través de la coordenada d(C6N1C2N3) en la SEP del estado S1. Para cada 

valor del ángulo diedro d(C6N1C2N3), todas las demás coordenadas internas se 

optimizaron para obtener la energía mínima del estado S1 correspondiente. Las energías se 

calcularon también al nivel de teoría MR-CIS/SA-4-CASSCF(12,9)/cc-pvdz. En la Figura 

4.14 se muestran los resultados obtenidos para las energías de S1 y S0 a través de la 

coordenada de reacción d(C6N1C2N3). 

 
Figura 4.14. Energías para los estados S1 y S0 a través de la coordenada de reacción 

d(C6N1C2N3) para hipoxantina desprotonada. A) Desde S0 min (región de Franck-

Condon) a S1 min. B) Desde S1 min a la intersección cónica (IC) S1-S0.Las energías 

corresponden a cada geometría optimizada (correspondiente a un valor fijo del ángulo 

diedro) en la superficie de energía potencial del estado S1. Energías calculadas al nivel de 

teoría MR-CIS.  
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Los resultados mostrados en la parte A de la Figura 4.14 permiten inferir que desde 

la región de Franck-Condon al mínimo en la SEP del estado S1 (S1 min) existe una 

trayectoria de relajación sin barrera energética, es decir se accede directamente al mínimo 

en la SEP del estado emisivo, y es en esta región donde se da el proceso de emisión de 

fluorescencia. Por otra parte, los resultados mostrados en el recuadro inferior de la Figura 

4.14 sugieren que para acceder al MXS de la IC S1-S0 desde S1 min es necesario superar 

una pequeña barrera energética (0.03 eV). La existencia de esta pequeña barrera 

energética entre S1 min y el MXS de la IC S1-S0 puede ser suficiente para que se dé origen 

a una segunda componente temporal (19 ps) en el decaimiento de fluorescencia, dado que 

la población de moléculas es atrapada en la región alrededor de S1 min.  

Estudios en otros sistemas moleculares como GMP y GMP(H)
+
 por Kovalenko et 

al.
31

 y de la fotodinámica del retinal por Olivucci et al.
59

, señalan que si la región alrededor 

del mínimo en la SEP de un estado excitado es plana, la existencia de una barrera 

energética, aun cuando esta sea muy pequeña es suficiente para inducir un decaimiento 

biexponencial del estado excitado; este también parece ser el caso para el sistema HPX
-
 de 

acuerdo a nuestros resultados experimentales y teóricos. 

4.6 Espectroscopia estacionaria de alopurinol ribósido y resultados computacionales 

para la geometría optimizada del estado basal 

La Figura 4.15 muestra los espectros de absorción y emisión del alopurinol ribósido 

en solución acuosa neutra. 
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Figura 4.15. Espectros de absorción y emisión (recuadro) de alopurinol ribósido en 

solución acuosa. 

El espectro de absorción de AL-R en solución acuosa muestra una banda principal a 

energías bajas que es ancha, desde ~240 nm hasta ~280 nm con un máximo de absorción 

cercano a 250 nm. La segunda banda de absorción empieza a crecer desde los 230 nm hacia 

energías mayores. La banda centrada en 250 nm se debe a la superposición de varias 

transiciones de baja energía con carácter -* como se mostrará más adelante en los 

resultados de las energías de transición vertical calculadas al nivel de teoría MR-MP2. El 

espectro de emisión del AL-R en solución acuosa es ancho y consistente con un F menor a 

10
-4

. El máximo de emisión se localiza alrededor de 400 nm. 

Los espectros de absorción y emisión para el alopurinol en solución acuosa a 

distintos valores de pH ya han sido reportados previamente.
25

 Particularmente, el espectro 

de absorción de alopurinol en solución acuosa a pH = 7.2 presenta un máximo cercano a 

250 nm. A este mismo valor de pH, el espectro de emisión de fluorescencia muestra un 

máximo en 335 nm. Sin embargo, estas características espectrales están asociadas a la 

presencia de al menos dos tautómeros coexistentes en solución acuosa. 

A continuación se presentaran los resultados de las energías de transición verticales 

calculadas al nivel de teoría MR-MP2 sobre la geometría optimizada del estado basal de 

alopurinol ceto-N1-H (ver Figura 4.2) al nivel de teoría MP2/cc-pvdz. Las transiciones 
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verticales se calcularon para el tautómero ceto-N1-H a fin de reducir el costo 

computacional. Sin embargo, estos resultados son descriptivos de la molécula AL-R dado 

que ambos sistemas comparten el mismo patrón de sustitución (N1-H para el tautómero 

ceto-N1-H de alopurinol y N1-ribosa para el AL-R) en el cromóforo heterocíclico común. 

La Tabla 4.7 muestra las energías de transición verticales así como los valores de 

fuerza de oscilador para las transiciones respectivas, calculadas para los primeros tres 

estados excitados -* (A´) y los primeros tres estados excitados n-* (A´´) del sistema 

alopurinol ceto-N1-H. 

Tabla 4.7. Energías de transición vertical (E, en eV) calculadas al nivel de teoría MR-

MP2 y fuerzas de oscilador (f) calculadas al nivel de teoría CASSCF(18,13) para los tres 

primeros estados excitados -* y n-* del tautómero ceto-N1-H de alopurinol 
Estado a E f Contribución 

2 1A' (-* - 1La) 4.840 0.097 H→ L (62%)b 

3 1A' (-* - 1Lb)
 5.277 0.055 

H → L+1 (33%) 

4 1A' (-*) 5.536 0.030 
- 

1 1A'' (n-*) 5.080 
- - 

2 1A'' (n-*) 5.348 
- - 

3 1A'' (n-*) 5.814 
- - 

a
Se usó una función de onda de referencia SA-4-CASSCF y el conjunto de funciones base 

6-31G+(d).
b
Se muestran los valores de los cuadrados de los coeficientes para las 

contribuciones de las funciones de configuración de estado en la función de onda 

CASSSCF(18,13). 

 

El espectro de absorción del AL-R en solución acuosa presenta un máximo a 4.94 

eV (251 nm), mientras que el cálculo al nivel de teoría MR-MP2 de alopurinol ceto-N1-H 

predice dos transiciones -* a 4.84 eV (256 nm) y 5.28 eV (234 nm) que se correlacionan 

con la primera banda de absorción (centrada en 251 nm) del AL-R en solución acuosa. De 

la misma manera que para HPX, el primer estado electrónico excitado con carácter -* 

tiene la etiqueta 
1
La, lo que corresponde a que en la función de onda CASSCF para este 

estado la principal contribución es de la FCE que porta la excitación HOMO → LUMO 

(ver Tabla 4.7). 



Capitulo 4: Resultados y Discusión
 

118 

4.7. Decaimiento de los estados excitados de alopurinol ribósido 

El decaimiento del estado ópticamente activo, S1 (-*) de AL-R, se resolvió 

usando la técnica de resolución temporal de fluorescencia por suma de frecuencias 

detectando la emisión a 350 nm y 385 nm. También se usó un pulso láser de excitación de 

257 nm o 266 nm. Los decaimientos de fluorescencia se muestran en la Figura 4.16. 

 
Figura 4.16. Experimentos de decaimiento de fluorescencia por suma de frecuencias para 

alopurinol ribósido en solución acuosa (pH = 7), Excitación = 257 nm y Detección = 350 nm. 

Recuadro izquierdo: Excitación = 266 nm y Detección = 350 nm. Recuadro derecho: Excitación = 

266 nm y Detección = 385 nm. Las líneas sólidas representan ajustes de decaimientos 

monoexponenciales (a·e
-t/
 convolucionados con la función de respuesta instrumental 

gaussiana (FWHM ~550 fs) a través de un método no lineal de mínimos cuadrados. 

 

Para las tres combinaciones de excitación y detección de la Figura 4.16 y usadas para 

estudiar la desactivación del estado emisivo S1 (-*) se observó un decaimiento 

ultrarrápido que alcanza solamente la escala de sub ps. Todos los decaimientos se ajustaron 

a una función monoexponencial ( < 0.2 ps) convolucionada con la función gaussiana de 

respuesta instrumental (ver Figura 4.16). Esto indica que no hay un efecto de la energía de 

excitación en la dinámica de desactivación. 

Finalmente, los decaimientos de fluorescencia detectando la emisión a 350 nm y 

385 nm presentan las mismas características ( < 0.2 ps). Lo anterior indica que el 
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decaimiento del espectro de fluorescencia completo ocurre en una escala temporal muy 

corta y que no hay una evolución espectral, e.g., desplazamientos hacia el rojo, o que al 

menos no existe una evolución espectral observable con la resolución temporal de nuestro 

experimento. 

Debido a la escala temporal en la que ocurre el evento de desactivación del estado 

excitado y el límite de resolución temporal de nuestro experimento, la constante de 

decaimiento no pudo determinarse de forma exacta. Sin embargo, a partir del análisis de la 

señal convolucionada se pudo establecer un límite superior para el tiempo de vida del 

estado fluorescente de  < 0.2 ps. Este decaimiento ultrarrápido de la emisión de 

fluorescencia es idéntico al de HPX e INS discutidos en la sección 4.3. Esto tiene una 

implicación muy importante y es que el cambio en el anillo de cinco miembros de imidazol 

(en HPX e INS) a pirazol (en AL-R), no afecta la dinámica de desactivación del estado S1 

(-*).  

Al-R, INS
39

 y HPX
40-41

 pertenecen al grupo de moléculas con tiempos de vida del 

estado excitado S1 más cortos reportados hasta la fecha junto con adenosina y el tautómero 

ceto-N9-H de adenina.
42

 Los tiempos de desactivación del estado excitado de este grupo de 

moléculas, son más cortos que los correspondientes para guanina y sus respectivos ribósido 

y nucleótido, que presentan un decaimiento biexponencial con constantes de decaimiento 

de hasta 890 fs.
38

 Nuestros resultados para HPX, INS y AL-R sugieren que la accesibilidad 

a la IC S1-S0 es más directa cuando se carece del grupo amino (presente en guanina como 

sustituyente en C2). 

Otro aporte muy importante de nuestros resultados es que demuestran que el anillo 

de cinco miembros no está involucrado en la dinámica de desactivación. Más adelante 
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mostraremos que la IC S1-S0 para alopurinol ceto-N1-H involucra la pérdida de planicidad 

solamente en el anillo de seis miembros, mientras que el anillo de pirazol permanece con 

una estructura plana. 

Debemos señalar que las energías de excitación usadas (257 nm y 266 nm) pueden 

generar una población compuesta por los dos estados excitados ópticamente activos (-*) 

para AL-R, como lo sugieren los resultados teóricos de la Tabla 4.7. 

Considerando nuestros resultados de resolución temporal y la similitud de AL-R con 

los demás sistemas estudiados en este trabajo, HPX e INS, así como otros ya analizados 

como guanina, podemos asumir que existe un proceso de decaimiento no-radiativo 

ultrarrápido desde el estado 
1
Lb al estado S1 

1
La. Por tanto, aún cuando el sistema 

inicialmente pueda estar en una superposición de estados, la población de moléculas en el 

estado excitado se transfiere de manera completa al estado emisivo S1 
1
La. 

4.7.1 Cálculo de la intersección cónica en alopurinol ceto-N1-H 

Para entender de una forma más detallada la dinámica de desactivación ultrarrápida 

de AL-R, se determinó la IC S1-S0 para el sistema modelo alopurinol ceto-N1-H al nivel de 

teoría MR-CIS usando una función de onda SA-6-CASSSCF(12,9) como referencia. La 

precisión de los cálculos computacionales usando este espacio activo reducido (12,9) se 

verificó a través de la comparación de los resultados de las energías de transición vertical 

con las respectivas calculadas con el espacio activo (18,13). Antes de localizar y optimizar 

la IC, buscamos un mínimo en la SEP del estado S1. Usando el algoritmo GDIIS junto con 

el nivel de teoría MR-CIS se localizó un punto estacionario de geometría plana (S1 plano) y 

con varias frecuencias imaginarias.  
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La diferencia de energía S1-S0 para S1 plano es 3.96 eV, la cual es 

significativamente menor que la transición vertical S1 → S0 (5.45 eV). Sin embargo, al 

nivel de teoría usado, no se encontró un mínimo en la SEP del estado S1. Al igual que la 

HPX neutra, la ausencia de un mínimo accesible desde el estado de Franck-Condon en la 

SEP del estado emisivo redunda en tiempos de vida del estado excitado ultracortos. 

La búsqueda de la IC S1-S0 se inició desde una geometría distorsionada de la 

planicidad ya que para este tipo de sistemas la IC S1-S0 tiene una geometría de este tipo, es 

decir, la probabilidad de un cruce entre los estados S1 y S0 se maximiza en geometrías 

distorsionadas de la planicidad para sistemas purínicos.
60-63

  

La Figura 4.17 muestra la geometría para el MXS de la IC S1-S0 para alopurinol 

ceto-N1-H encontrada con el algoritmo GDIIS y el nivel de teoría MR-CIS/SA-6-

CASSCF(9,12)/cc-pvdz. Esta geometría está bastante distorsionada de la planicidad, 

comparada con la geometría de S0 min. El principal cambio se da en el anillo de seis 

miembros como muestran los ángulos diedros en la Figura 4.17, por otra parte el anillo de 

cinco miembros permanece plano como en S0 min. 

 
Figura 4.17. Mínimos de energía para la superficie de energía potencial de A) estado S0 y 

B) en la intersección cónica S1-S0, MXS para alopurinol ceto-N1-H. 

La geometría para el MXS encontrada para alopurinol ceto-N1-H es similar a las 

reportadas para guanina ceto-N9-H
29,44,52-53

 y HPX ceto-N9-H en este trabajo. La pérdida 
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de planicidad en el anillo de seis miembros puede ser descrita por los ángulos diedros 

d(C6N1C2N3), d(C4N3C2N1) y d(C4N3N1C2) a fin de comparar con las respectivas 

geometrías de las ICs S1-S0 encontradas en otros sistemas heterocíclicos similares.  

Por ejemplo, algunos valores reportados para las ICs S1-S0 en guanina ceto-N9-H 

son: d(C6N1C2N3) = -73.605°,
29

 d(C4N3C2N1) = 69° y 72.5°,
44

 d(C4N3N1C2) = 106.6°
53

 

y 157°,
52

 mientras que los encontrados en este trabajo para alopurinol ceto-N1-H son 

d(C6N1C2N3) = 67.40°, d(C4N3C2N1) = -68.89° y d(C4N3N1C2) = 116.80°. La Tabla 

4.8 resume los resultados de los cálculos del estado excitado S1 (-*) de alopurinol ceto-

N1-H, en términos de las energías de los estados S1 y S0, para las tres geometrías relevantes 

en la fotofísica de este sistema, S0 min, S1 plano y el MXS de la IC S1-S0.  

Tabla 4.8. Energías (en eV) para los estados S0 y S1 (-*) de alopurinol ceto-N1-H en 

distintas geometrías.
a
  

 S0 S1 (-*)
b
 

S0 min 0 5.45 (64%) 

S1 plano 0.78 4.74 (67%) 

S1-S0 CI MXS 3.92 3.92 
a
Las energías se calcularon al nivel de teoría MR-CIS con una función de onda SA-6-

CASSCF como referencia. 
b
Los números en paréntesis indican la contribución de las 

funciones de configuración de estado con la excitación HOMO → LUMO a la función de 

onda SA-6-CASSCF. 

A partir de los resultados de la Tabla 4.8, lo que se establece para la fotofísica 

ultrarrápida de alopurinol ceto-N1-H, y que se extrapola a AL-R, es que desde la región de 

Frank-Condon del estado excitado S1 el sistema se relaja a un punto estacionario con una 

geometría plana (S1 plano) donde la diferencia de energía S1-S0 se reduce 

significativamente. Esta geometría se puede asumir como representativa de una región 

intermedia, a partir de la cual los estados S1 y S0 puedan evolucionar a ser casi degenerados 

y por ende, la IC S1-S0 se alcanza eventualmente después de este punto. La IC S1-S0 queda 

representada por el MXS. Este mecanismo explica el decaimiento ultrarrápido del estado 
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excitado S1 y el bajo rendimiento cuántico de fluorescencia de S1 a través de excitación 

UV. 

Para apoyar lo que hemos sugerido acerca de que el anillo de cinco miembros no 

participa directa o indirectamente en la dinámica de desactivación de los sistemas 

heterocíclicos estudiados en este trabajo (hipoxantina, inosina y alopurinol ribósido) cabe 

mencionar el trabajo teórico de la dinámica de desactivación del estado S1 (-*) de la 4-

pirimidinona (Figura 4.18) al nivel de teoría CASPT2/CASSCF realizado por Delchev y 

colaboradores.
64

  

 
Figura 4.18. Estructura de la 4-pirimidinona. 

La estructura de la 4-pirimidinona corresponde al anillo de seis miembros presente 

en hipoxantina, inosina y alopurinol. Para este sistema heterocíclico de seis miembros se 

localizó una IC S1-S0 bastante accesible y la pérdida de planicidad es la coordenada que 

dirige la relajación en el estado excitado S1 desde la región de Franck-Condon hacia la IC 

S1-S0. La geometría correspondiente a la IC S1-S0 está distorsionada de la planicidad: 

d(C6N1C2N3) = -71.468°, d(C4N3C2N1) = 74.613° y d(C4N3N1C2) = -110.909°.
64

 Estos 

valores para los ángulos diedros son similares a los reportados en nuestro trabajo para las 

ICs en las especies de hipoxantina y alopurinol. 
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CAPÍTULO 5 

CONCLUSIONES 

 

 

 

En este trabajo se abocó al estudio de la dinámica de desactivación de los estados 

electrónicos excitados de baja energía de sistemas análogos a las bases purínicas del ADN 

(guanina y adenina) a fin de establecer qué características estructurales son las responsables 

de la fotofísica ultrarrápida en este tipo de sistemas heterocíclicos. Por ello, se estudiaron 

sistemas heterocíclicos con modificaciones menores en comparación con la guanina 

mediante la técnica de resolución temporal de fluorescencia por suma de frecuencias y 

métodos ab-initio multi-referenciados para explorar las superficies de energía potencial del 

primer estado excitado y el estado basal. Un tipo de modificación que presentó efectos 

interesantes en la dinámica de desactivación fue la protonación y desprotonación del 

sistema heterocíclico en distintas posiciones. A continuación citamos las conclusiones más 

importantes de nuestro trabajo. 

La fotofísica de la hipoxantina es sustancialmente diferente a la de otros sistemas 

purínicos. Los tautómeros predominantes de hipoxantina en solución acuosa cercana a pH 

neutro: ceto N9-H y ceto N7-H, así como su ribósido la inosina, tienen un canal de 

decaimiento ultrarrápido para el estado S1 ( < 0.2 ps) que es tan rápido como el que se ha 

medido para la base nitrogenada adenina y mucho más rápido que el correspondiente a 

guanina. Esto puede estar relacionado directamente con la ausencia del grupo amino en la 

posición C2 para hipoxantina en contraste con la guanina. De esta forma, nuestros 
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resultados indican que la estructura de la hipoxantina permite acceder a la intersección 

cónica S1-S0 de una forma más eficiente a través de la perdida de planicidad del anillo de 

seis miembros con la correspondiente piramidalización de C2 (ver Figura 4.7).  

Adicionalmente, la sustitución por H en hipoxantina en lugar de NH2 como en 

guanina puede tener un efecto en la cinemática de la relajación del estado excitado S1 a 

través de esta coordenada (piramidalización de C2), lo que se refleja directamente en los 

tiempos de vida de los estados excitados de las respectivas especies.
1
 

La monoprotonación de HPX para generar HPX(H)
+
 da como resultado que el 

decaimiento de fluorescencia del estado S1 sea sólo un poco más lento en comparación con 

los tautómeros neutros, lo cual se refleja como una segunda componente temporal de 1.1 ps 

(5%) en el decaimiento. Este comportamiento de la especie monoprotonada de hipoxantina 

contrasta con lo observado para la guanina, donde la especie monoprotonada se asocia con 

un incremento mucho mayor en el tiempo de vida del estado excitado S1, hasta 196 ps para 

las especies monoprotonadas de guanina, guanosina y guanosina monofosfato,
2-3

 en 

comparación con las especies neutras (p. ej., 1 = 0.16 ps y 2 = 0.78 ps para guanosina).
3-4

 

Este comportamiento tan diferente de las especies monoprotonadas de hipoxantina y 

guanina, como para el caso de las especies neutras, puede estar relacionado con la ausencia 

del grupo amino, lo que incrementa de forma sustancial la accesibilidad a la intersección 

cónica S1-S0 en hipoxantina monoprotonada. 

La desprotonación de hipoxantina tiene un efecto bastante marcado en la dinámica 

de desactivación del estado S1. El estado emisivo de la especie monodesprotonada de 

hipoxantina tiene un tiempo de vida de 19 ps, es decir, dos órdenes de magnitud mayor que 

el de las especies neutras. Este decaimiento más lento se relaciona con la ausencia de 
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protones en N7 y N9, y la sustitución por H únicamente en la posición N1. La superficie de 

energía potencial del estado S1 para hipoxantina desprotonada presenta un mínimo en el 

cual la población de moléculas puede ser atrapada y por tanto darse la emisión de 

fluorescencia.  

Por el contrario, el monoanión de inosina al igual que la especie neutra presenta un 

decaimiento ultrarrápido ( < 0.2 ps) del primer estado excitado -* y no presenta la 

componente temporal larga (19 ps) medida para la especie monodesprotonada de 

hipoxantina. La diferencia en los tiempos de vida del estado excitado -* de las especies 

monodesprotonadas de hipoxantina e inosina puede estar asociada directamente con el 

hecho que la desprotonación en inosina modifica fuertemente la distribución electrónica, 

dado que la desprotonación se da en la posición N1 a diferencia de hipoxantina donde la 

desprotonación se da en la posición N7 o N9 (ver Figura 4.1). 

Adicionalmente, se estudió la fotofísica del sistema alopurinol ribósido en solución 

acuosa. La desactivación del estado excitado S1 de esta base del ADN modificada mostró 

que aunque se altere el anillo de cinco miembros en comparación con otros sistemas como 

hipoxantina, inosina y guanina, el decaimiento ultrarrápido del estado excitado S1 (-*) se 

conserva ( < 0.2 ps). De forma similar a otros sistemas heterocíclicos, el decaimiento 

ultrarrápido del estado S1 (-*) se debe a un proceso no radiativo muy eficiente mediado 

por la existencia de intersecciones cónicas S1-S0 durante la relajación del sistema desde la 

región de Franck-Condon del estado S1. 

Para alopurinol ceto-N1-H la pérdida de planicidad del heterociclo de seis miembros 

dirige la desactivación del estado excitado S1 (-*) generado inicialmente y la intersección 

cónica S1-S0 tiene una geometría similar a la que se ha encontrado para hipoxantina. Las 
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intersecciones cónicas reportadas en este trabajo se encontraron usando en nivel de teoría 

MR-CIS/SA-6-CASSCF.  

Ya que para la geometría correspondiente a la intersección cónica S1-S0 en 

alopurinol ceto-N1-H el anillo de cinco miembros permanece plano (como para S0 min), se 

puede concluir que en general la dinámica de desactivación ultrarrápida del estado excitado 

S1 en estos sistemas heterocíclicos está dominada por los movimientos de los átomos N1, 

C2 y N3 fuera del plano. La perdida de planicidad en el anillo de cinco miembros (pirazol 

en alopurinol y imidazol en hipoxantina, inosina y guanina) se considera que no participa 

como coordenada de relajación del estado excitado S1 (-*). 
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APÉNDICE 1. ASPECTOS GENERALES DE LA RADIACIÓN LÁSER
1
 

La generación de pulsos láser ultracortos es la parte central del desarrollo de 

técnicas espectroscópicas con resolución temporal en la escala de sub-picosegundos como 

la técnica de resolución temporal de fluorescencia por suma de frecuencias usada en este 

trabajo. En este apéndice se desarrollan los fundamentos teóricos de la generación de pulsos 

láser ultracortos. Sólo dos décadas después de la invención del láser fue posible obtener 

pulsos ultracortos, de tal forma que se pudo superar la duración de pulsos láser del orden de 

ns a fs. Ahora expondremos algunos conceptos fundamentales relacionados con la 

generación de radiación láser. 

Láser es el acrónimo en Inglés para “light amplification by stimulated emission of 

radiation”. Los elementos básicos de un sistema láser son una cavidad óptica, un medio 

activo o de ganancia y un sistema de bombeo. Los procesos fotofísicos involucrados en la 

generación de radiación láser son absorción de radiación electromagnética, inversión de la 

población y emisión estimulada. A continuación describiremos cada uno de estos procesos.  

Absorción, emisión espontánea y emisión estimulada 

Para entender el proceso de emisión estimulada iniciamos con las ecuaciones de 

Einstein para un sistema atómico de dos niveles de energía n y m con los valores 

respectivos de energía En y Em como se muestra en la Figura A.1.1 

 
Figura A.1.1. Diagrama de un sistema atómico de dos niveles de energía. 
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Las cantidades Anm, Bmn y Bnm se conocen como coeficientes de Einstein. En este 

sistema de dos niveles si un fotón con energía            es absorbido se induce la 

transición m → n con una probabilidad Bmn. Para el sistema en el estado n también existe la 

posibilidad Anm de que un fotón con energía            sea emitido, este proceso se 

conoce como emisión espontánea.  

En 1917 Einstein postuló que debería existir un canal adicional de relajación del 

estado superior n, con una probabilidad Bnm, este canal se conoce como emisión estimulada, 

y solo ocurre en presencia de radiación electromagnética con energía   .  

Considérese un conjunto de N átomos con los niveles de energía n y m previamente 

descritos. En este conjunto encontramos un número Nm de átomos en el estado basal m y un 

conjunto de Nn átomos en el estado excitado n. Adicionalmente, considérese que tal 

conjunto de átomos es iluminado con radiación electromagnética de frecuencia angular  

tal que           , con una intensidad I(), a una temperatura dada T.  

En un estado estacionario, el número de fotones absorbidos iguala el número de 

fotones emitidos (situación de equilibrio del cuerpo negro). Teniendo en cuenta los 

coeficientes para la absorción y emisión de luz (espontánea y estimulada), para el sistema 

en equilibrio tenemos: 

                                                

A partir de la ecuación de distribución de población de Boltzman para un sistema de 

dos niveles separados por una energía    a  una temperatura T,     ⁄             ⁄ , 

y reemplazando en (A.1.1), se obtiene: 

      
   

    
    ⁄     
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La ecuación (A.1.2) es equivalente a la distribución de Planck: 

      
   

          ⁄    
                    

Además, se debe cumplir que Bnm = Bmn, es decir, la probabilidad de absorción de 

fotones es igual a la probabilidad de emisión estimulada. Al comparar (A.1.2) con (A.1.3) 

se obtiene que:                 ⁄ , por lo cual si se conoce la probabilidad de 

absorción de luz entonces se puede conocer la probabilidad de emisión espontánea y 

emisión estimulada. 

Amplificación de la luz por emisión estimulada 

Consideremos un sistema atómico como el mostrado en la Figura A.1.2. Las 

respectivas poblaciones por unidad de volumen en cada nivel de energía son N1 y N2. 

 
Figura A.1.2. Diagrama de energía para un sistema atómico de dos niveles. 

El sistema es irradiado con un haz de fotones a n fotones por segundo por unidad de 

volumen, con una energía por fotón:           . La absorción de luz en este medio es 

proporcional a: la probabilidad de transición, el número de fotones en una longitud z en el 

medio y la población de átomos en el estado 1 por unidad de volumen. 

Usando la ley de conservación de la energía, la variación del número de fotones n 

como función de la longitud z dentro del medio está dada por: 
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donde b12 = b21 y a21 están relacionados con los coeficientes de Einstein (Bnm = Bmn y Anm) a 

través de cantidades constantes.  

Por simplicidad se puede ignorar la emisión espontánea, y expresar el número de 

fotones como función de la distancia de propagación z así: 

         
                               

donde n0 = n(0) es el número de fotones que inciden en el medio. Si N2 < N1, la ecuación 

(A.1.5) se reduce a la ley de Lambert-Beer          
   ,                y 

corresponde a la situación en la que un material se encuentra a temperatura ambiente: 

existen más átomos en el estado basal con capacidad para absorber radiación que átomos en 

el estado excitado capaces de emitir radiación. 

Una segunda situación corresponde para N1 = N2, muestra que el número de fotones 

permanece constante a través de la dirección de propagación:         . Finalmente, si N2 

> N1, existe una población mayor de átomos en el estado excitado que en el estado basal, y 

se considera que ha ocurrido inversión de la población, entonces:          
   y   

            . En esta situación el medio se ha convertido en un medio de ganancia en 

el que la radiación de energía            es amplificada. 

Inversión de la población 

Para construir un resonador óptico el primer paso es encontrar cómo amplificar la 

radiación, y hemos visto que ésto es posible bajo la condición en la cual se ha creado 

inversión de la población en un medio de ganancia. Sin embargo, en un sistema electrónico 

de dos niveles de energía no es posible lograr la inversión de la población. Esto se deduce 

teniendo en cuenta que la función de onda para cada estado es anti-simétrica al intercambio 

de partículas, por lo cual se obedece la distribución estadística de Fermi-Dirac: 
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     ⁄   
                    

Cuando T→0, N2/N1 → 0, de esta forma a T = 0 K, N2 = 0 y N1 = N0. Por el 

contrario, cuando T→ ∞, N2 = N1/2, es decir en el mejor de los casos para un sistema de 

dos niveles se logra que la población de átomos en el estado excitado sea la mitad de la 

correspondiente al estado basal, y no se puede lograr la inversión de la población en el 

material a través de calentamiento. 

Bombeo óptico 

Los sistemas de dos niveles son en realidad escasos, por lo cual la dificultad para 

lograr la inversión de la población en un sistema de dos niveles descrita en la sección 

anterior es básicamente un ejercicio meramente académico. Un sistema atómico o 

molecular consta de una serie de estados electrónicos más compleja que sólo dos niveles. 

Para explicar el bombeo óptico vamos a considerar por simplicidad primero un sistema de 

tres niveles, como el mostrado en la Figura A.1.3. 

 
Figura A.1.3. Sistema de tres niveles usado para ejemplificar la inversión de la población a 

través de bombeo óptico. 

El sistema es irradiado con fotones de energía           , las probabilidades de 

transición entre los distintos niveles de energía n y m están dadas por wnm. Los electrones 
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son promovidos del estado 1 al estado 3 con una probabilidad w13 por unidad de tiempo que 

tiene en cuenta la sección eficaz de absorción y la intensidad de la radiación incidente. 

Desde el estado 3 puede ocurrir una transición al estado 2 con una probabilidad w32 

o al estado basal con una probabilidad w31. Suponiendo que w32 >> w31, que la transición 

radiativa de interés es 2 → 1 y que el estado 2 tiene un tiempo de vida más largo que el 

correspondiente al estado 3 (w21 << w32); el estado 2 se conoce como un estado 

metaestable. Las ecuaciones cinéticas para la población de átomos en los estados 3 y 2 son: 

   

  
                                       

   

  
                                  

Una solución para las ecuaciones (A.1.7) y (A.1.8) es la que corresponde a 

poblaciones de cada estado que son constantes en el tiempo: 

  

  
  

   

   
(

   

       
*                    

Si la velocidad de bombeo es lo suficientemente grande para superar la emisión 

espontánea entre los estados 2 y 1 (w13 >> w21), entonces la población de átomos en el 

estado 2 es mayor que en el estado 1, se ha logrado la inversión de la población, toda vez 

que ya consideramos que w32 >> w31. 

Amplificación de la luz 

Una vez que se ha logrado la inversión de la población en un medio de ganancia, 

ésta se puede usar para amplificar la luz. Si consideramos un sistema de tres niveles en el 

que ha ocurrido la inversión de la población (N = N1 – N2, N < 0), en cambio en la 
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intensidad de una onda electromagnética que se propaga en el eje z es proporcional a la 

inversión de la población N y a la intensidad de la onda: 

     

  
                                 

donde     es la sección eficaz de la transición de emisión estimulada y depende del medio 

y la longitud de onda de la luz incidente. 
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APÉNDICE 2. SISTEMAS LÁSER USADOS EN ESTE TRABAJO 

Oscilador de Titanio:zafiro
1
 

El principal elemento en espectroscopia láser con resolución temporal es el 

oscilador o láser de Titanio:zafiro. Este sistema pertenece a la categoría de láseres 

sintonizables y de estado sólido. El oscilador de Ti:zafiro también se clasifica como un 

láser vibro-electrónico debido a las características de los estados involucrados en la emisión 

de radiación. El medio activo tiene niveles de energía que están formados por bandas que 

contienen varios sub-niveles vibracionales dentro de un mismo estado electrónico.  

El nombre vibro-electrónico se debe al hecho que el considerable ensanchamiento 

de banda para las transiciones de absorción y emisión (Figura A.2.1) se debe al fuerte 

acoplamiento entre los niveles electrónicos del Ti
+3

 y los modos vibracionales de la red 

cristalina de Al2O3 (zafiro).  

 
Figura A.2.1. Espectro de absorción (banda a la izquierda) y emisión (banda a la derecha) 

para el material láser Ti:zafiro. 

En la Figura A.2.2 se muestran los niveles vibro-electrónicos involucrados en la 

generación de radiación láser de este medio activo. Como se observa, las transiciones a 

distintos niveles vibracionales del estado basal en este sistema son las que permiten un 

intervalo de sintonización entre ~700 nm y ~1000 nm. 
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Figura A.2.2. Niveles de energía y respectivas transiciones en un láser vibro-electrónico. 

El diseño típico de un láser de Ti:zafiro se muestra en la Figura A.2.3, el cual 

consiste de una fuente láser externa de bombeo que puede ser un láser de Nd:YO4 con 

doblado de frecuencia (Bombeo = 527 nm). La cavidad óptica está formada por un par de 

espejos cóncavos y se usa un par de prismas para compensar la dispersión temporal del 

pulso.  

 
Figura A.2.3. Esquema de los componentes principales de un láser de Ti:zafiro. 

Este sistema láser permite obtener pulsos ultracortos (150 fs) a través de la técnica 

de amarre de modos longitudinales o simplemente amarre de modos (“mode-locking”). 

Esta técnica consiste en ajustar la fase de las componentes espectrales del pulso de luz de 

tal forma que la relación de fase entre todas las componentes longitudinales del pulso 

dentro de la cavidad sea constante. Para este sistema laser se puede demostrar
1
 que el 

período de tiempo que hay entre cada pulso de luz esta dado por:        mientras que la 

duración de un pulso de luz,   , está dada por:  
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donde N es el número de modos longitudinales generados en el resonador óptico, L es la 

longitud del resonador y c es la velocidad de la luz (ver Figura A.2.4).  

 
Figura A.2.4. Evolución temporal de la intensidad en un láser que opera en mode-locking. 

El número de modos longitudinales, N, depende del ancho de banda de la ganancia 

láser para el espectro de emisión estimulada del medio activo (titanio-zafiro),   :  

  
    

  
          

A partir de las ecuaciones (A.2.1) y (A.2.2) se deduce que mientras más grande sea 

el número de modos longitudinales involucrados en una transición espectral ancha, la 

duración temporal del pulso será más corta. Como ejemplo, el número de modos 

longitudinales puede variar de unas cuantas unidades en láseres de gas (p. ej. láseres de He-

Ne) a ~10
4
 o más en láseres de colorantes y algunos láseres de estado sólido, como el láser 

de Titanio:zafiro. El ensanchamiento espectral de las líneas de emisión en el medio activo 

Ti:zafiro hace posible generar pulsos láser ultracortos, del orden de fs.  

El principio de incertidumbre de Heisenberg establece que las desviaciones estándar 

de t y E relacionan de acuerdo a       ; para un pulso de luz    denota la incertidumbre 

temporal y puede asumirse como tp, y        define la incertidumbre en la energía 

correspondiente a un ancho espectral   . Considérese un pulso de luz cuyo campo 

eléctrico E tiene una dependencia temporal como una función gaussiana: 
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   ( 

  

   
)                   

Usando las propiedades de la transformada de Fourier
b
 se puede obtener que para un 

pulso de luz con un perfil temporal gaussiano, limitado por transformación (de Fourier) el 

producto      es equivalente a: 

                                      

La relación (A.2.4) se cumple sólo cuando los modos longitudinales del pulso de luz 

están perfectamente sincronizados unos con otros. Esto equivale a decir que la fase 

espectral,     , es una función lineal de la frecuencia, por lo cual para cada modo 

longitudinal con frecuencia se debe cumplir que:  

                                   

                                    

donde    es la frecuencia central de la emisión láser con fase   . Para que ocurra el 

amarre de modos es crucial que todos los componentes de frecuencia (uno por cada modo 

longitudinal) tengan el mismo tiempo de ida y regreso en la cavidad, lo cual se asegura al 

cumplirse la ecuación (A.2.6). 

Dispersión temporal de pulsos ultracortos 

Debido a la dispersión de un material cada componente espectral viaja con una 

velocidad de grupo diferente y la fase espectral es una función más compleja que la 

mostrada en la ecuación (A.2.9), lo cual da origen a la dispersión del retardo de grupo, 

GDD (“group delay dispersión”) que explicaremos a continuación. El campo eléctrico de 

un pulso láser limitado por trasformación se puede expresar como:  

                                                 
b La transformada de Fourier de la ecuación (A.2.3) es       

  

  
    ( 

  

 
      

 )  
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     ∫                          

La fase espectral      se puede expresar como una expansión de Taylor alrededor 

de la frecuencia central   : 

                
       

     

 
      

           

Usando        , truncando la expansión de Taylor hasta la primera derivada 

    
 y reemplazando la ecuación (A.2.8) en (A.2.7) se obtiene: 

                  ∫                   
 

  

         

La cantidad       
 redefine el origen temporal, en tanto que    |    

| se 

define como el retraso de grupo. Ahora, considérese un material óptico a través del cual las 

distintas componentes espectrales recorren una distancia L. Para cada componente espectral 

definimos:                      , con lo cual            , siendo x la 

distancia recorrida por una componente espectral en el material. Considérese que cada 

componente espectral recorre una distancia L, con lo cual se obtiene: 

                     
y el retraso de grupo es entonces: 

   |    
|      

  
  

  
 

  

           

     
    tiene unidades de velocidad (L/g) y se define como la velocidad de grupo, 

vg, recordando que      
 

 
    , donde c es la velocidad de la luz en el vacío y n es el 

índice de refracción del material, se puede obtener: 

   
 

     
(  

  

     
 
  

  
 

  

)
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Ahora bien, si incluimos hasta el tercer término de la expansión de Taylor para la 

fase espectral en la ecuación (A.2.8) obtenemos para el campo eléctrico: 

       (         ) ∫         (       
 
 
       )  

 

  

          

La ecuación (A.2.13) muestra que la fase de grupo no es independiente de la 

frecuencia sino que más bien cada componente espectral tendrá un retraso que va a 

depender de la frecuencia debido al término 
 

 
     

  . La segunda derivada de la fase 

espectral evaluada para 0,      
, corresponde a la GDD.  

Considérese dos componentes espectrales con frecuencias    y    que forman parte 

de un pulso de luz. Los correspondientes retrasos de grupo serán   
  |    

| y   
  

|    
|. Después de pasar por un elemento dispersivo, las dos componentes espectrales 

tendrán una separación temporal relativa dada por: 

      
    

  |   |  |   |          

 

que se puede aproximar como:  

                          

Supóngase un pulso de luz con un perfil gaussiano centrado en 0 para el cual dos 

grupos de componentes espectrales representados por las frecuencias angulares 1 y 2 

respectivamente se muestran en la Figura A.2.5. 

 
Figura A.2.5. Pulso de luz láser gaussiano centrado en 0, se representan dos grupos de 

componentes espectrales 1 y 2, 2 y 1. 
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g mide la diferencia del retraso de los dos componentes en los extremos 

espectrales y por tanto es una medida de la dispersión temporal de pulso, dado 

                , y      se puede considerar como una medida de la dispersión 

temporal por unidad de ancho de banda. A partir de                  se puede ver que 

     tiene las dimensiones de [    ]    
[ ]

[   ]
  [  ]. Si el valor de      es significativo 

entonces el pulso puede tener una duración muy larga, lo cual se puede aplicar por ejemplo 

en la expansión temporal de pulsos ultracortos. 

Hemos mencionado que para obtener pulsos láser ultracortos, con un período de 

repetición definido por       , es necesario que el sistema láser opere en un régimen 

conocido como amarre de modos. Existen varias formas de lograr que la fase de los modos 

longitudinales que coexisten en un resonador óptico mantenga una relación constante. Una 

de estas formas es con la que trabaja el oscilador de Titanio:zafiro del que se dispone en 

nuestro laboratorio, es la más común y es conocida como amarre de modos por efecto Kerr. 

El amarre de modos por efecto Kerr no requiere de elementos ópticos adicionales en 

el resonador óptico, ya que el medio activo (Titanio:zafiro) en sí mismo trabaja como un 

elemento óptico que permite la auto-modulación de la fase de los modos longitudinales en 

el resonador óptico. 

El efecto Kerr se conoce desde hace bastante tiempo en óptica no lineal, implica que 

el índice de refracción es una función de la intensidad de la luz: 

                    

Esto indica que el efecto Kerr genera una variación del perfil del haz dependiente de 

la intensidad, de hecho para un haz con un perfil gaussiano en la dirección transversal, la 

distribución espacial del índice de refracción es: 
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donde      está dado por una distribución gaussiana      = exp(-r
2
). La Figura A.2.6 

muestra la distribución del índice de refracción en el eje x para un haz gaussiano que se 

propaga en el eje z. 

 

Figura A.2.6. Representación de la dependencia del índice de refracción con la intensidad 

del medio activo como lente S(x,v) es el vector de Poynting siendo v la velocidad de 

propagación del haz. 

Como se observa en la Figura A.2.6 el cambio en el índice de refracción en un 

medio sigue la distribución de la intensidad del haz láser. Si n2 > 0, el índice de refracción 

tiene un máximo en x = 0, en el centro del haz gaussiano y es mucho más pequeño en los 

extremos. Por lo anterior, el índice de refracción no se distribuye homogéneamente en un 

material que presente el efecto Kerr, y corresponde a la situación en la cual se ha 

introducido un elemento adicional en el resonador óptico que actúa como un lente de forma 

gaussiana.  

El lente formado en el material con efecto Kerr enfoca el haz láser hacia el centro 

como se muestra en la Figura A.2.7. Si adicionalmente se introduce una apertura dentro del 

resonador este empieza a actuar como un obturador selectivo. 
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Figura A.2.7. Modulación de la amplitud por un lente Kerr en un resonador óptico. 

Este obturador induce preferencialmente más pérdidas en los extremos del haz 

(selección por tamaño), el cual sigue siendo una onda continua, permitiendo que el modo 

central pulsado domine la ganancia en el medio activo. Los modos de alta intensidad son 

transmitidos a través de la apertura debido a un fuerte enfoque por efecto Kerr, mientras 

que los modos de baja intensidad no pueden transmitirse al espejo E2 a través de la apertura 

y estos se pierden.  

El haz de alta intensidad es entonces reflejado por el espejo E2 con algunas pérdidas 

en la apertura y pasa por el medio activo nuevamente donde es amplificado. El proceso de 

pérdida-amplificación se repite cada ida y vuelta lo que conduce a la modulación de la 

amplitud de los modos en el resonador y durante el amarre de modos. 

Este tipo de amarre de modos es conocido como autoamarre de modos ya que el 

lente Kerr es el mismo cristal láser. En principio, la auto-modulación de la fase no requiere 

ningún elemento activo o pasivo en el resonador, incluso, la apertura de la Figura A.2.7 (o 

apertura dura) para la selección de modos basada en el tamaño de la sección transversal no 

es necesaria, dado que una apertura natural se forma por el perfil de ganancia dentro del 

medio activo (cristal láser). 

Amplificador regenerativo de pulsos dispersos (“chirped pulse amplifier”) 

El sistema de amplificación regenerativa permite amplificar los pulsos provenientes del 

oscilador de Ti:zafiro (800 nm, 100 MHz y 3nJ/pulso) en un factor del orden de 10
5
 (0.65 
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mJ/pulso) alterando de forma mínima las características espectrales y temporales del pulso 

semilla. Básicamente, este sistema consta de tres partes: el expansor de pulsos ultracortos, 

una cavidad donde ocurre la amplificación y el compresor de pulsos. A continuación se 

describe en qué consiste cada una de estas componentes. 

Expansor de pulsos ultracortos 

El principal elemento del expansor de pulsos es una rejilla de difracción donde al 

incidir el haz proveniente del oscilador de Ti:zafiro provoca que las componentes 

espectrales del pulso de entrada se dispersen. Bajo la configuración adecuada de la rejilla 

de difracción se logra que las componentes espectrales de mayor frecuencia recorran una 

mayor distancia que las componentes de menor frecuencia luego de que el pulso de entrada 

es dispersado.  

Como resultado las componentes de menor frecuencia logran salir primero del 

expansor y el pulso se expande temporalmente. Este proceso se esquematiza en la Figura 

A.2.8.  

 
Figura A.2.8. Arreglo óptico del expansor de pulsos ultracortos. 
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El haz de entrada tiene un total de cuatro reflexiones en la rejilla de difracción. El 

grosor de las líneas representa la forma como el haz se expande temporalmente, desde las 

líneas más gruesas (mayor duración del pulso) hacia las líneas más delgadas que 

representan el pulso expandido en el tiempo. El arreglo de elementos ópticos en el 

expansor, permite usar una sola rejilla de difracción para realizar varios pasos de expansión 

temporal. 

Amplificador regenerativo
1
 

Un amplificador regenerativo de pulsos láser de baja energía permite obtener de 

manera eficiente pulsos de alta energía y potencia. La energía por pulso a la salida de un 

oscilador de Ti:zafiro típicamente no excede unos cuantos nJ. En muchas aplicaciones, 

como por ejemplo, experimentos donde es necesario doblar o triplicar la frecuencia de 

emisión láser fundamental del oscilador de Ti:zafiro es indispensable disponer de un haz 

láser con mayor energía por pulso.  

Las tres maneras más importantes para la amplificación de pulsos láser son: 

amplificador de potencia multipasos, amplificador multipasos y el amplificador 

regenerativo. Este último tipo de amplificación es la que se usó en el presente trabajo y se 

describe a continuación. 

En la Figura A.2.9 se presentan los principales componentes de un amplificador 

regenerativo. Un amplificador regenerativo consta de un medio activo (cristal de Ti:zafiro), 

un par de celdas Pockels (CP1 y CP2), un retardador de fases /2 (/4) y un polarizador 

ubicado entre los espejos M1 y M2. El medio de ganancia es bombeado con radiación 

correspondiente al segundo armónico de un láser Nd:YAG que tiene una duración por pulso 

de ≈150 ns con una potencia de ≈4.5 W. 
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Figura A.2.9. Esquema de un amplificador regenerativo. E1: espejo 1, /4: retardador de 

fases /2. CP1: celda Pockels 1, CP2: celda Pockels 2, P: polarizador y E2: espejo 2. 

Uno de los pulsos del tren de pulsos proveniente del oscilador Ti:zafiro es 

seleccionado a través de polarización para entrar al amplificador regenerativo (pulso de 

entrada o pulso semilla). El pulso de entrada queda atrapado en el amplificador donde será 

amplificado en cada paso por el cristal. Al atravesar el medio de ganancia varias veces (10 

– 20) el pulso de luz gana más energía. Una vez el aumento en la energía es del orden de 

10
6
 éste saldrá de la cavidad (pulso de salida amplificado).  

El número de pasos de amplificación depende del tiempo de ida y vuelta entre los 

espejos E1 y E2 en el amplificador, e.g. si el tiempo de ida y vuelta es 10 ns y la duración 

del pulso de bombeo es 250 ns la evolución típica de la energía del pulso es como la que se 

muestra en la Figura A.2.10. 

 
Figura A.2.10. Evolución temporal de la energía del pulso amplificado (líneas verticales) 

en función del tiempo y el número de pasos de ida y vuelta entre los espejos E1 y E2. La 

curva envolvente representa el pulso de bombeo. 
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La energía del pulso amplificado sigue la forma del pulso de bombeo, originándose 

debido a la disminución de la población de átomos en estado excitado (en el medio de 

ganancia Ti:zafiro). De la Figura A.2.10 se puede inferir que el pulso debe ser extraído del 

amplificador después de cierto número de pasos donde la ganancia es máxima y la energía 

del pulso es la más grande posible, p. ej., en la Figura A.2.10, cercano a 20 pasos. 

Ahora se explicara cómo se logra ingresar el pulso semilla y mantener los 

subsecuentes pulsos amplificados dentro del amplificador. El principio es atrapar el pulso 

cambiando la polarización del haz láser en el amplificador. Es importante recordar que:  

i) Un retardador de fases /4 cambia la polarización lineal de un pulso láser 

a circular.  

ii) Un retardador de fases /2 rota 2 la polarización lineal de un pulso 

lásersiendo  es el ángulo entre el vector de polarización y el eje óptico 

del material. 

iii)  El polarizador actúa como un polarizador por reflexión. Es decir, si un 

haz láser no polarizado incide al ángulo de Brewster, el haz reflejado 

tendrá polarización perpendicular al plano de reflexión. En tanto que el 

haz transmitido estará polarizado principalmente en una dirección paralela 

al plano de reflexión. 

iv) Una celda Pockels puede actuar como un retardador de fases /4 o /2 

dependiendo del voltaje externo aplicado a las mismas. Si no se aplica un 

voltaje (“off”), la celda Pockels no cambia la polarización del haz. 

La forma como el pulso semilla es atrapado y amplificado en la cavidad es la 

siguiente: el pulso ingresa a la cavidad cuando es reflejado por una de las caras del cristal 
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de Ti:zafiro en el punto A de la Figura A.2.9. El ángulo de incidencia en A es el ángulo de 

Brewster, por lo cual si el haz incidente tiene polarización lineal en una dirección 

perpendicular al plano del dibujo en la Figura A.2.9 (llámese polarización vertical) el haz es 

reflejado completamente hacia E1. 

Así, cuando el haz recorre la siguiente trayectoria: A → CP1(“off”) → /4 → E1 → 

/4 → CP1(“off”)→A, la dirección de polarización del rota 90° debido a que en este 

recorrido el haz interacciona dos veces con el retardador de fases /4. CP1(“off”) significa 

que no se aplica un voltaje a la celda Pockels 1. 

Ahora nuevamente en el punto A el haz con polarización en la dirección paralela al 

plano de reflexión del cristal (polarización horizontal) es refractado y se da el proceso de 

amplificación debido a la emisión estimulada del medio de ganancia en el cual previamente 

se ha dado la inversión de la población por bombeo óptico con el segundo armónico de un 

láser de Nd:YAG.  

Posteriormente, el pulso pasa a través del polarizador (P) y la celda Pockels 2, 

CP2(“off”) el pulso es reflejado por el espejo E2 y recorre la trayectoria CP2(“off”) → P → 

A → CP1(“off”) → /4 → E1 → /4 → CP1(“off”) → A y sale de la cavidad.  

Sin embargo, si en la CP1 se aplica el voltaje adecuado para que funcione como un 

retardador de fases /4 de tal forma que la trayectoria sea: CP2(“off”) → P → A → 

CP1(“on”/4) → /4 → E1 → /4 → CP1(“on”/4) → A, el efecto total del retardador de 

fases /4 y CP1(on-/4) es /4+/4+/4+/4 =  y el pulso llega al punto A con 

polarización horizontal y mientras permanezca CP1 (“on”/4) el pulso de luz se propaga 

entre los espejos E1 y E2 y en cada paso es amplificado. 
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Cuando el pulso es amplificado al nivel óptimo (~10
6
 veces), se aplica el voltaje 

necesario para que la celda Pockels 2 funcione como un retardador de fases /4, CP2(“on” 

/4) con lo cual en la trayectoria: medio de ganancia → P → CP2(“on” /4) → E2 → 

CP2(“on” /4) → P el efecto neto en la polarización del haz es /4+/4 =  es decir, 

cambia a vertical y el haz es reflejado en P con lo cual éste sale del amplificador. 

Compresor de pulsos 

Una vez que el pulso de luz ha sido amplificado es necesario recuperar la duración 

temporal del mismo a fin de obtener un pulso de alta energía y duración corta que será 

usado en las aplicaciones de espectroscopia con resolución temporal. El proceso de 

compresión temporal de un pulso láser es el proceso inverso a la expansión temporal de 

pulsos. La Figura A.2.11 muestra las principales componentes de un compresor de pulsos y 

permite explicar su funcionamiento. 

 
Figura A.2.11. Esquema de las componentes de un compresor de pulsos usando un par de 

rejillas de difracción. 

Básicamente, el proceso de la compresión temporal de pulsos ultracortos consiste en 

lograr que el camino óptico recorrido a través del par de rejillas sea más largo para las 

componentes espectrales de longitud de onda larga (o componentes espectrales hacia el 

rojo) que para las componentes de longitud de onda corta (o hacia el azul).  

El espejo E refleja el haz hacia la rejilla de difracción 2 y la diferencia en los 

caminos ópticos recorridos por las componentes espectrales hacia el rojo y hacia el azul 
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sigue incrementando. Esta configuración del par de rejillas de difracción paralelas genera 

dispersión de la velocidad de grupo GVD (“group velocity dispersión”) negativa. El pulso 

de entrada tiene GVD positiva y al pasar por las rejillas se reduce su duración temporal 

debido a la cancelación de GVD positiva con la GVD negativa. 
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